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Metody kinetyczne z szybkim mieszaniem roztworow reagentow
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Wiagzanie trimeru N-acetylo-D-glukozaminy z lizozymem biatka jaja kurzego
badane w spektrometrzee stopped-flow z pomiarem fluorescencji
tryptofanowej.

St

NHAc NHAc NHA<
N,N’,N"”-Triacetylochitotrioza (NAG)

Model czasteczki lizozymu z biatka jaja kurzego (hen egg white
lysozyme, HEWL) opracowany w oparciu o dane struktury
atomowej okreslonej metodami dyfrakcji promieni X na
krysztatach (132L.pdb). Zrédto rysunku: Wikipedia.

Kompleks lizozymu i N,N’,N"-Triacetylochitotriozy. Biatko
przedstawione w postaci powierzchni dostepnej dla
rozpuszczalnika, pokolorowanej zgodnie z potencjatem
elektrycznym (ujemny na czerwono, dodatni na niebiesko i
zerowy na biato). N,N’,N"-Triacetylochitotrioza przedstawiona
jest jako uktad pateczek obrazujgcych wiazania chemiczne.

Stephen E. Halford, Biochem. J., 149:411-422, 1975




Eksperymenty kinetyczne Halforda

fheiee
wision  PH 4.4, wzb. 290 nm, emisja przez filtr pasmowy 325-380 nm
—.-'—'-/50 ms/division Lizozym 15puM, NAG; 50uM
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k:2 and k-, z innych, pomocniczych eksperymentdw

100% pH 7.4, wzb, 290 nm, emisja przez
filtr pasmowy 325-330 nm
Lizozym 15uM, NAG; 50pM
ki =235 s™
k,=15s1
124%
\ k+1 T k+2
LYS+NAG, & (LYS—NAG,) < [LYS—NAG,]
k_, k_,

pH 5.9, wzb. 290 nm, emisja przez filtry interferencyjne* 369 nm (a)
i 323 hm (b)

Lizozym 15puM, NAG; 250uM

ki1 =1.75 pM1s™?

k., =140 s
ki» =115 s *Filtry interferencyjne wykorzystujg efekt interferencji fal w celu
k., =10 s otrzymania zadanej transmisji pozadanego, stosunkowo waskiego

przedziatu widmowego.



i | 1
+60 |~ -
(a)
+30 -
S (b)
B 1 i -
=30} (c ) -
| { 1
300 350 400 . 450
LYS-NAG - LYS widma réznicowe:
“’iaV\’Slength (ﬂln) (a) pH 7.4; (b) pH 5.9; (c) pH 4.4

Fig. 7. Fluorescence-difference spectra

Réznicowe widmeoe fluorescencji pomiedzy kompleksem lizozymu z trimerem GIcNAc a wolnym enzymem
wykazuje dodatnie pasmo przy niskich dtugosciach fal (okoto 325 nm) i ujemne pasmo przy dtuzszych
dtugosciach fal (okoto 330 nm).

Przy pH 7,4 amplituda ujemnego pasma jest nieistotna w poréwnaniu z pasmem dodatnim, a zatem krzywe
postepu reakcji w eksperymencie stopped-flow pokazujg wzmocnienie fluorescencji. Odwrotnie, przy pH 4,4
nieistotnos¢ pasma dodatniego w poréwnaniu z ujemnym skutkuja tym, ze krzywe postepu reakcji pokazuja
wygaszanie fiuorescericji w procesie tworenia komplekséw lizozymu z trimerem GIcNAc.

Dzieki takiemu rozréznieniu widmowemu oraz propozycjom wyréznienia dwoéch reszt tryptofanu, Trp-62 i Trp-
108, opisanemu w literaturze, jako najbardziej wydajnych zrodet fluorescencji, pozwolity Halordowi przypisaé
wygaszanie fluorescencji obserwowanemu w dwuczasteczkowemu etapowi wiazania trimeru GIcNAc przy pH
4.4 do tryptofanu-62, a wzmocnienie fluorescencji obserwowane podczas pdézniejszej rearanzacji kompleksu
enzym-ligand przy pH 7.4 przypisaé do tryptofanu-108.
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Eksperymenty stopped-flow na uktadzie lizozym:NAG w spektrometrze SX2

Lizozym 8 pM mieszany z NAG:; w 20 mM buforze glicyna-HCI pH 3.2 o stezeniu:

Temperatura pomiaréw 20 °C
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[task]
task = fit Petr Kuzmic, "DynaFit - a software package for enzymology",

data = progress Methods Enzymol. 467, 247-280 (2009)

model = one-step ?
[mechanism]
PP + L <==> PC : ka1l kd1
[constants] . . . .
kal = 1.9855 ? Akaike Information Criterion
kd1 = 18.0 ?
[concentrations]
PP = 4.0 /]
[responses] B il ) 2\
PP 1.295522388 AICczn-log{—),._l (’V-— V:‘) + L
PC = 1.00962 ? \Tl T\ |
L 0.0
[data]
directory ./LIZOZYM-NAG3/DynaFit 1
extension txt eXp(_EAi)
file chit®2uM-1lyzozym8.auM : . :
concentration L = 1.0 Ai:A[ClC—AICZIm,' Ww.=

:.)ffset 0.8 7 Zr:1exp(__Ar)

file chit64uM-lyzozym8.AuM
concentration L = 32.9 Bayesian Information Criterion
offset 8.0 ?
[output]
directory ./LIZ0ZYM-NAG3/DynaFit/output-4-models
[settings]

BIC ,=n‘log %Z; (v,(=%.)*|+plog(n)

[task]
task\\= filt
data \= ‘progress
model = ‘two-steps ?

[mechanism] A.=BIC! = BIC™" . W.=
I c c 7/

PP + L <==» PC : ka1l kd1 i R 1
FC <==3 PK : kf1 kb1 1t

[constants] Zrzl eXp( 2 Ar)

ka1 1.9055 ?

kd1 20.0 ?

kf1 20. 7

kb1 20. 7 ] ] -
Hesponses] p = liczba parametréw; n = liczba punktéw pomiarowych

1
eXp(_EAi)

PP 1.295522388
PC 1.00962 ?
PK 0.9 ?
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one-step

e 1 Model Parameter Value
: g one-step | kal 1.69
—— 4 kdl 10.3
—— 5
—— 6 rec 0.932
two-steps | kal 3
kdl 25.3
kf1 4.94
kbl 13.1
rpC 0.\92€
Pk 0.723
thres-steps kal 3.54
kal 56.8
kf1 46.6
kbl 39.9
kf2 3.26
kb2 11.7
rPC 0.899
rPK 0.863
. rPQ 0.641
‘{::__12 four-steps | kal 3.74
e kdl 66.6
- g kf1 54.1
kbl 385
kf2 3.93
kb2 42.4
kf3 703
kb3 385
rPC 0.917
rPK 0.809
rPQ 2.3
rPR 6.5e-007
model ID  np S5Qr AAIC ABIC
three-steps |15 1.001 0.0
four-steps | 18 1.000 1.1
two-steps | 12 1.122 680.0

StdErr
0.0087
0.078
0.0015
0,015
0.26
0.13
0,082
0.0014
0.0044
0.047
z7
4.2
1.6
0.22
0.2
0.0053
0.0048
0.013
0.2
13
18
17
46
1.1e+003
1.4e+002
1e+003
0.021
0.07
17

CV %

4.4

6.5

1.4

38

7.8
19.8
4.6

1.1

4.5

89
314
59.8
26.9
45.5
11.5
39

3.7
13.3
33.2
11&8.8
196.5
275.6
7070.4
15621.3
12135
157279
13.7
52.7
4558.5

29 27115981292.9

WalC | WBIC

0.0 0.632 1.000
21.2 0.368 0.000
659.9|0.000 0.000
9 /7.177 11796.1 11755.9 |0.000 0.000

parameters

OK

FAIL:CV
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Bardziej zaawansowane zastosowania DYNAFIT

Glikozylazy DNA to rodzina enzyméw bioracych
udziat w naprawie wyciecia zasad.
Formamidopirymidyna-DNA-glikozylaza (biatko Fpg,
MutM) katalizuje wyciecie 8-oksoguaniny (8-0ksoG) i
innych oksydacyjnie uszkodzonych puryn z DNA w
reakcji glikozylazy/bez purynyl/bez pirymidyny
(miejsce ,,abasyczne”). W niniejszym artykule
przedstawiono analize kinetyczna dziatania Fpg w
stanie przedustalonym na dupleksy
oligonukleotydéw zawierajacych 8-0kso-2'-
deoksyguanozyne, naturalne miejsce abasyczne lub
tetrahydrofuran (nierozszczepialny analog miejsca
abasycznego). Moniterowanie wewnetrzne)
fluorescenciji tryptofanu Fpg w eksperymentach z
zatrzymanym przaptywem ujawnia liczne przejs$cia
konformacyjne w czasteczce bialka podczas cyklu
katalityczneqo.

Nucleic Acids Research, 32:926-935 (2004)

Reszty tryptofanu w strukturze Fpg.

Wstegowa reprezentacja biatka jest pokazana z
DNA w postaci z6ttych patyczkéw. Lancuchy boczne
reszt tryptofanu sg pokazane jako niebieskie
patyczkach i opisane numerami.



Zastosowanie podejsScia spektrofluorymetrii stopped-flow do zbadania mechanizmu kinetycznego wycinania
8-0x0G z DNA przez Fpg, przy uzyciu dupleksowego dodekameru zawierajgcego 8-oxoG jako substratu i
Sledzeniu wewnetrznej fluorescenciji tryptofanu przez enzym, ujawnito liczne zmiany konformacyne w biatku
Fpg podczas procesu katalitycznego (fitowania z uzyciem DynaFit).

Aby lepiej zrozumie€ nature kazdej fazy, badane sg skutki zmian strukturalnych w miejscu uszkodzenia na
kinetyke dziatania Fpg. Stosowane sg specyficzne substraty i nierozszczepialne ligandy zawierajgce albo 8-
0x0G, naturalne miejsce AP (apurynowy/apirymidynowy), albo reszty tetranydrcturanu (F, nierozszczepialny
analog miejsca AP).
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8-0x0G AP F
Struktury uszkodzen DNA wykorzystane w tej pracy.
8-Ox0G = 8-0x0-2'-deoxyguanozyna;
AP = miejsce bez zasady nukleinowej;
F = tetrahydrofuran jako analog miejsce bez zasady nukleinowe.

Nucleic Acids Research, 32:926-935 (2004)
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Wigzanie Fpg do dupleksu zawierajgcego F (tetrahudrofuran). F, = ligand zawierajacy F; (E-F)i = r6zne
kompleksy enzym-ligand.

Fluorescencyjne krzywe postepu reakcji z eksperymentu stopped-flow uzyskane dla nierozszczepialnego
ligandu zawierajgcego F. Kolorowe Slady przedstawiajg dane eksperymentalne; czarne krzywe sa
teoretycznie dopasowane (DynaFit).

Nucleic Acids Research, 32:926-935 (2004)
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Wigzanie | rozszczepianie substratu zawierajgcego AP przez Fpg. AP, substrat zawierajacy AP; (E-AP)i, rézne
kompleksy enzym-substrat; Pyap, bezposredni produkt konwersji substratu, tj. dupleks DNA z przerwa; Pmix, Pgap
zdysocjowany na trzy pojedyncze oligonukleotydy; K, to tgczna stata dysocjacji dla uwolnienia Py | jego dysocjacii
dO Pmix.

Fluorescencyjne krzywe postepu reakcji z eksperymentu stopped-flow uzyskane dla naturalnego
(rozszczepialnego) substratu zawierajgcego AP. F. Kolorowe $lady przedstawiajg dane eksperymentalne; czarne

krzywe sg teoretycznie dopasowane (DynaFit). Nucleic Acids Research, 32:926-935 (2004)
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Wigzanie i rozszczepianie substratu zawierajgcego 8-oxoG przez Fpg. OG, substrat zawierajacy 8-0xoG,

(E-OG)i to rozne kompleksy enzym-substrat.

Fluorescencyjne krzywe postepu reakcji z eksperymentu stopped-flow uzyskane dla rozszczepialnego substratu

zawierajgcego 8-0xoG. Kolorowe Slady przedstawiajg dane eksperymentalne; czarne krzywe sg teoretycznie

dopasowane (DynaFit).

Nucleic Acids Research, 32:926-935 (2004)



Zagadnienie zwijania bialek ...

Poziomy organizaci: struikturalnej biatek:

Struktura pierwszorzedowa: kolejnos¢ aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym;

Struktura drugorzedowa: struktury przyjinowane przez tancuch polipeptydowy takie jak a-helisy, B-kartki i petle;
Struktura trzeciorzedowa: wzajemne utozenie elementéw struktury drugorzedowej;

Biatka skiadajace sie z pojedynczege tancucha polipeptydowego posiadajg wymienione trzy poziomy strukturalne;
Struktura czwartorzedowa: odnosi sie do biatek zbudowych z dwéch lub wiecej oddzielnych tancuchéw
polipeptydowych tworzgcych tworzacych potaczone ze soba podjednostki. Przestrzenne utozenie tych
podjednostek okresla sie nazwa struktury czwartorzedowej. Przyktad: hemoglobina.



Problem zwijania biatek badany metoda fluorescencji rownowagowej

- - . , 2
Jezeli dwustanowy model denaturacji, w ktérym 00 A

obsadzone sa tylko stany natywny i
zdenaturowany, jest prawidtowy, to obserwowana

- o w-‘%&‘
fluorescencja F :

A

: i
F:fUFU"'(l_fU)FN % 100 |- #
stad “_-5, ;‘
F—F, G
fU:F _F
v Iy

A 1 A 1

-
0 , b
0.0 2.0 4.0 6.0
[GdnHCI] (M)

Stata rownowagi proceu denaturacji dla modelu dwustanowego:

f, FE—F
| U N
- = N —oxp[~AG,/RT
f T F, —p - P AGU/RT]

Eksperymentalnie stwierdzono, ze swobodna energia rozwijania sie biatek w obecnosci chlorku guanidyny i
mocznika jest liniowo zwiazana ze stezeniem czynnika denaturujgcego

AG,=AG,*°—m|denaturant ]

gdzie AG " jest wartoscig AG w nieobecnosci denaturanta, a m jest miarg zaleznosci AG od stezenia
denaturanta.

Biochemistry, 30:10428-10435, 1991; Biochemistry, 31:2728-2734, 1992;



... I badany metoda spektroskopii stopped-flow

Rozwijanie rozpoczyna sie przez rozcienczenie w 4 - .-‘._. \-..l'
spektrometrze stopped-flow wodnego roztworu biatka » o
roztworami denaturanta o réznych stezeniach, przy
czym stezenia koincowe wynosza od 4,0 do 8 M.
Ponowne zwijanie rozpoczyna sie po wstepnym
zrownowazeniu biatka w 6,5 M denaturancie, przez
rozcienczenie go do niskich stezen denaturanta

IN{Kops) (s77)

kobs: kf+ku

Wykres Chevron pizedstawiajacy

fatdowanie i rozwijanie biatek, ktory .
jest zgodny z modelem X J I i
dwustanowym. 0 2 4 6 8

b GuHCI] (M
k=D-exp|—AG;/IRT| A k,=D-exp|—~AG,/RT| (GurCI D

- In(k /120)

Chevron AGi=AGH " —mpc, A AGL=AG)"™—m,c,

u

kf‘:kfzc)'exp(mch/RT) A k,=k.*°-exp(m,c,/RT)

=1n[k?zo-exp(mch/RT)+kuO-eXp mucD/RT)]

m=m,—m;,

Methods, 34:41-50, 2004; J. Mol. Biol., 284:1661-1670 , 1998



Przyklady Chevron plot https://www.rcsb.org

Chymotrypsin inhibitor 2 ijest inhibitorem proteazy serynowej. Jest to mate P . 9
monomeryczne biatko o 83 resztach. Jest to biatko jednodomenowe zawierajgce ~ / & J
zaréwno elementy strukturalne a-helisy, jak i B-kartki. Trzeciorzedowa struktura CI2 'l W e
sktada sie z czteroniciowej mieszanej rownolegtej i antyrownolegtej B-kartki, na ( q
ktorej a-helisa pakuje sie, tworzac hydrofobowy rdzen. CI2 ma jedna reszte \\ *,S .
tryptofanu, ktéra jest zagrzebana w hydrofobowym rdzeniu i ktéra odpowiada za / ) s |
duza zmiane w widmie fluorescencji biatka podczas denaturacji. Ocdwracalne :
fatdowanie i rozwijanie inhibitora chymotrypsyny jeczmienia 2 (CI2) wydaje sie bv< ¢’
rzadkim przyktadem, w ktérym zaréwno réwnowagi, jak i kinetyka sa opisane przez ()
model dwustanowy.

NTL9 jest domena N-koAcowa, reszty 1-56, biatka
rybosomalnego L9 z Bacillus stearothermophilus.
Jest to przydatny system modelowy do badania ‘
fatdowania biatek. Domena zawiera mata tréjriciowa
antyrownolegtq 3-kartke umieszczong pomigdzy 2
dwiema helisami. Nie zawiera Zadnych disulfidéw i *
nie wigze zadnych kofaktoréw. NTL9 jest
monomeryczna, a rOwnowagowe przejscie
rozwijajgce jest dwustanowe.

logk

4

{GdnHCI] (M)

Analiza kinetyki zwijania i rozwijania NTL9.

7 — ; Wykres In(k) w funkcji stezenia GuDCI. Stata Zaleznosc od [GdnHCI] logarytmu
| szybkosci, k, pochodzi z pojedynczych fitow naturalnego statych szybkosci
61 wyktadniczych do eksperymentéw denaturaciji i renaturacji Cl2. State
\ : fluorescencji przy zatrzymanym przeptywie i szybkosci mierzone w temperaturze
27 , jest rowna statej szybkosci sktadania, ki, 25 °C, w 50 mM MES pH 6,3.
£ 4l \\ 5 plus stata szybkosci rozwijania, k.. Wykresy Wstawka pokazuje zaleznos$é
\ | In(k) w funkcji stezenia chlorku guanidyny statych szybkosci denaturacji i
3] \ e ; pokazuja klasyczny ksztatt litery v renaturacji dla barnazy typu
e’ ' wskazujacy na zwijanie dwustanowe. dzikiego od stezenia mocznika.
2 o 2 4 &

[GUHCI] (M) J. Mol. Biol., 284:1661-1670 , 1998 Biochemistry, 30:10428-10435 (1991).



Badania struktury biatek metodami spektroskopii dichroizmu kotowego

A I ‘;} 5 ;\ can-plus z przystawka stopped-fl’éw

' E =E;cos kl—a)l_n/2 E1+EZ:EO[cos(kz—wt)Exisin(kz—a)t)]

XD

-

E.=FE cos(k7—a)t)
E,: o
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Swiatto spolaryzowane liniowo przemieszcajac sie przez niebsorbujacy osrodek optycznie czynny doznaje obrotu
ptaszczyzny polaryzacji. Mozna to wyttumaczy¢ postrzegajac to Swiatto jako sktadajace sie z dwdch kotowo
spolaryzowanych sktadowych o tej samej wielko$ci, z ktérych jedna obraca sie przeciwnie do ruchu wskazéwek
zegara (lewoskretna, L), a druga zgodnie z ruchem wskazéwek zegara (prawoskretna, R). Obie sktadowe maja
rézne predkosci propagacji w osrodku optycznie czynnym, ale zachowuja wielko$¢ wektora pola eiektrycznego i
magnetycznego. W miare propagacji rosnie réznica faz pomiedzy obydwiema kotowo spolaryzowanymi wigzkami
co skutkuje obrotem wypadkowej ptaszczyzny polaryzaciji.
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Swiatto spolaryzowane liniowo przemieszcajac sie przez absorbujacy osrodek optycznie czynny doznaje réwniez
zmniejszenia wielkosci sktadowych elektrycznych i magnetycznych promieniowania, ale nie w tym samym
stopniu. Zjawisko dichroizmu kotowego (ang. circular dichroism, CD) polega na r6znej absorpcji przez
substancje Swiatta spolaryzowanego kotowo prawoskretnie i lewoskretnie. Tej nierdwnej absorbcji towarzyszy
zmiana Swiatta spolaryzowanego liniowo na sSwiatto spolaryzowane eliptycznie, ktére ma odchylona os dtuga
elipsy od pierwotnego kierunku fali spolaryzowanej liniowo, jak to wyjasnia Rysunek po prawej stronie slajdu.
Eliptycznos$é, mierzona w spektrometrze dichroizmu kotowego jest zdefiniowana przez tangens kata ¥,
pokazanego na tym Rysunku. Poniewaz zwykle dichroizm kotowy jest niewielki, tangens ¥ mozna przyblizy¢
przez W i dichroizm podawac¢ w radianach lub stopniach katowych. Beda to w istocie milistopnie.



Spektroskopia dichroizmu kotowego jest metoda pozwalajacq na iloSciowe badania
struktury drugorzedowej i jakoSciowe badania struktury trzeciorzedowej biatek

80000

60000 |-

40000 |-

20000 |

[6] (deg ecm? dmol )

20000 |- K7,

—40000 |-

1 1 1 |
160 186G 200 220 240 2€0

Wavelength (nm)
Widma CD w dalekim ultrafiolecie (160-260

nm) zwigzane z réznymi typami struktury
drugorzedowej biatek. Linia ciggta: o-

helisa; linia przerywana z dtugimi kreskami:
anty-réwnoiegte p-kartki; linia kropkowana:

B-skret rodzaju I; linia przerywana z
poprzeczkami: helisa 3; linia kropkowana:
obszary nieustrukturowane. Opracowano
wiele algorytméw, ktore w oparciu o te
widma podaja procentowy udziat rownuch
struktur drugorzedowych w czgsteczce
biatka.
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Widma CD biatek w zakresie bliskiego UV (260-320 nm)
sg nazywane odciskiem palca struktury
trzeciorzedowej. Ich zrédtem sg grupy boczne
aminokwaséw aromatycznych: tryptofany 290-305 nm,
tyrozyny 275-282 nm, fenyloalaniny 255-270nm. Kazdy z
tych aminokwasow wykazuje charakterystyczny ksztatt.

Pokazano widmo dehydrochinazy typu Il w zakresie
bliskiego UV.

Biochim. Biophys. Acta, 1751:119-139, 2005
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PrzejsScie kiebek-helisa indukowane 0 _H
w kwasie poliglutaminowym (PGlu) H o =
przez glikol polietylenowy £
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Natywna forma PGlu w wodzie, w pH 6 i wyizszym, jest kiebek LG,
statystyczny. Dodanie poli(glikclu etylenowego) (PIEG) o masie b
czasteczkowej 400, obniza aktywnos$¢ wody w roztworze i 0~

powoduje przejscie do formy a-helisy. Proces dochodzenia do
réownowagi trwia 4 dni, w temperaturze 20°C.

Proces przejscia sledzono wykonujac widma CD w zakresie od 260

5
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©
do 195 nm, o
(&3

Wykres (2) Widma CD dla PGlu (M, 61 200 g/mol) przy pH 5,8 § -2
pokazuja przejscie od kitebka losowego do a-helisy przy -
zwiekszaniu stezenia PEG 400 od 0 do 80% wag. A
£

Wykres (b) Sygnat CD przy 222 nm pokazuje, ze przejScie to jest ﬁ o
sigmoidalne jako funkcja stezenia PEG 400. S

4 T T T T
Biophysical Journal, 94:4427-4434, 2008 0 20 40 60 80

wt% PEG 400



Kinetyczne aspekty zmian strukturalnych
w a-chymotrypsynie indukowanych
przez dodecylosiarczan sodu (SDS)
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L ' ' TIME/
190 200 210 220 230 240 25( TIME/s s
A /nm Krzywe postepu reakcji CD dla Przyktadowe przebiegi czasowe

2\ wzbudzenia przy 192 (a) i 206 (b) zmian absorbancji przy 225 nm (a)
Typowe widma CD chymotrypsyny w nm dla koricowych stezeia 20 mM i 295 nm (b) w temperaturze 25°C.

przypadku braku (f) i obecnosci (1) 20 SDS i 10 pM CHA. Temp. 25°C.  Warunki eksperymentalne byly
mM SDS oraz widmo CD réznicowe identyczne, jak w przypadku

migdzy nimi (I). eksperymentéw CD.
K. Takeda, Bull. Chem. Soc. Jpn., 55:1335-1339, 1982
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State szybkosci i amplitudy 0.025
zalezg nieznacznie od

koncowego stezenia SDS.  0.020-
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