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GFP — co to jest?

Green Fluorescent Protein to biatko wyizolowane z meduzy
Aqueorea victoria. Charakteryzuje si¢ naturalng fluorescencja w

obszarze widzialnym — maksimum emisji chromoforu przypada na
508 — 510nm;

Jest to mate biatko — 238 aminokwasOw, Charakterystyczna

struktura — 11-kartkowa [3-beczka z umieszczona wewnatrz helisa;
3 aminokwasy wchodzace w sktad helisy tworza chromofor.



Dlaczego swieci?

* ma 1 tryptofan (Trp57) 1 13 tyrozyn — to sa aminokwasy
aromatyczne, fluoryzujace w obszarze ultrafioletowym — jest
to fluorescencja charakterystyczna dla biatek.

* trzy aminokwasy: S65, Y66 1 G67 cyklizuja ulegaja
dehydrogenacji 1 dehydratacji tworzac chromofor, czyli
struktur¢ zdolna do absorpcji promieniowania 1 do
fluorescencji

Oczywiscie za zainteresowanie GFP odpowiada ten drugi rodzaj Swiecenia —
w obszarze widzialnym.



Jak wyglada GFP?

threonine

http://www.biochemtech.uni-halle.de/PPS2/projects/jonda/



GFP - odkrycie

Meduza ma fluoryzujace biatko akweoryng (Swiatlo niebieskie).
Meduza swieci na zielono. Zaczeto szukac 1 znaleziono GFP.

Aequorin Aegquorin Asoquarin
{inactive) (active) (excited chromophaore)

o chx (47 0nm) @ hv{508nm}

http://www.biochemtech.uni-halle.de/PPS2/projects/jonda/



Mutanty

Mutanty dzielimy na :

* Swiecace: S65T (laboratoryjny “dziki typ” z uproszczonym
widmem absorpcji), S657/F64L (tzw. EGFP enhanced GFP —
wzmocnione GFP — fluoryzuje ok. 10 razy silniej od typu dzikiego)

* meswiecace: S657/G674 (mutacja na glicynie wchodzace; w
sktad chromoforu, takie mutanty zawsze sa nieswiecace)

Oczywiscie jest o wiele wigce] mutantow, Swiecacych roznymi
kolorami



Oddziatywanie prom. e-m z materig

Diagram Jabtonskiego

Jezeli energia fali
jest rowna
energli przejscia,
to
promieniowanie
moze zostac
pochtonigte
(zaabsorbowane)
przez czasteczke.



Co absorbuje/swieci w biatkach?

e ogolnie uktad 1t - elektronowy (elektrony zdelokalizowane)

* w biatkach:

v aminokwasy aromatyczne: tryptofan 1 tyrozyna — absorpcja
ok 280nm, emisja ok 340nm

v chromofory niebiatkowe (np hem) 1 biatkkowe (GFP)*

v wiazania peptydowe - absorpcja ok 220nm

v mostki disiarczkowe (np w utlenionym DTT) — maksimum
absorpcji 283nm (prawie pokrywa si¢ z biatkowym pikiem
od Trp/Tyr)

*chromofor jest generalnie strukturg zdolna do absorpcji promieniowania. Chromofory
swiecace to fluorofory



Jak wyglada widmo EGFP?

Widmo absorpcji EGFP
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Agregacja EGFP

Widma absorpcji wykonywane co kilka godzin, odj¢te tto buforu (50mM P1 300mM
NaCl, bez DTT)
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Agregacja EGFP
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Zmiany emisj1 a agregacja

Ex 290nm Ex 415nm
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/Zmiany emisjl1 W czasie - agreg
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Denaturacja biatek

Denaturacja nazywamy kazda zmiang struktury natywnej biatka
powodujaca utrate aktywnosci biologiczne;.

Denaturacj¢ moga wywotac rozne czynniki:

* srodki chaotropowe (mocznik, hydrochlorek guanidyny H2NC(=NH)
NH2-HCI), dziataja w wysokich stezeniach

* detergenty (SDS — sodium dodecyl sulphate)

* cieplo

* odczynniki rozcinajace mostki disiarczkowe (DTT — dithiotreitol, DTE
— dithioerythritol)

* kwasy lub zasady ingerujace w mostki solne w biatkach

Chaotrope = chaos maker ; chaotropes break down the hydrogen-bonded network
of water, so allowing macromolecules more structural freedom and encouraging
protein extension and denaturation.



Zmiany emisjl w czasie - zwijanie

S65T - GFP S65T/F64L - GFP
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Zwijanie EGFP
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Zwijanie EGFP
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Co wyszlo na zelu?

bez [B—merkaptoetanolu z B—merkaptoetanolem

3 probki: bez DTT, z DTT, ze swiezym DTT; stalty 10 dni, zwirowane,
oddzielnie supernatant, oddzielnie pellet



Wnioski

* Nie wiadomo do konca czemu, ale EGFP agreguje ze stanu
natywnego po rozcienczeniu — ste¢zona probka jest stabilna.
Agregacje mozna zobrazowac¢ zarowno metodmi absorpcyjnymi
jak 1 emisyjnymi

* [nny jest mechanizm zwijania GFP 1 EGFP przy tym samym
st¢zeniu biatka w probce 1 w tych samych warunkach.

* Elektroforeza — widac, ze biatko agreguje — prazki odpowiadajace

dimerom 1 trimerom; nie wiadomo co z wyzszymi polimerami —
trzeba zrobi¢ zel z wiekszymi porami.

Czeka mnie jeszcze duzo pracy!!!
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