Wybrane Zagadnienia
Biofizyki Molekularne]

(1100-5BM15)

Jan M. Antosiewicz

Z.aklad Biofizyki
Instytut Fizyki DoSwiadczalnej
Wydziat Fizyki

WKLAD 10
6 listopada, 2024
Kinetyka biomolekularna

(metody relaksacyjne, T-jump - czeS¢ 2)

http://www.fuw.edu.pl/~jantosi/

Jantosi @fuw.edu.pl


http://www.fuw.edu.pl/~jantosi/

Helix-Coil dynamics of a Z-Helix Hairpin Al T

[mV] 1 S S a—C
PrzejScie helisa-kiebek Z-helikalnej struktury szpilki do wtoséw 4 ’
tworzonej przez d(C-G)sT4(C-G)s zostato scharakteryzowane poprzez )

réwnowagowe topienie oraz eksperymenty skoku Tw 5 M NaClO, z 10
mM Na:HPO., w pH 7.0. Relaksacja po skoku temperatury moze by¢, z
zadowalajaca doktadnoscia, opisana funkcja monoeksponencjalng. Stata

140

szybkosci tworzenia helisy jest rzedu 1300 s, ze wzglednie staba § ,97
zalezno$cia od temperatury, podczas gdy stata szybkos$ci rozpadu helisy 1 J
zmienia sie w zakresie 200-4500 s z bardzo silng zalezno$cia od 1
temperatury. Wykresy Arrhenius’a sa liniowe w zakresie doktadnosci 1
eksperymentalnej i wykazuja znaczng dodatnia entalpie aktywaciji 8-
wynoszaca 235 kJ/mol dla dysocjacji helisy, podczas gdy asocjacja 1 |f
helisy jest powigzana z ujemna entalpia aktywacji wynoszaca okoic --50
kJ/mol. Ujemna entalpia aktywacji wyraznie pokazuje, ze tworzenia helisy
hie mozna opisac¢ jako prostego, elementarnego etapu reakcji. i
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Measuring RNA UNCG Tetraloop Refolding Dynamics Using Temperature-
Jump/Drop Infrared Spectroscopy

C. P. Howe, G. M. Greetham, B. Procacci, A. W. Parker, and N. T. Hunt
Czasowo-rozdzielcza spektroskopia w podczerwieni ze skokiem/spadkiem temperatury zostala
wykorzystana do pomiaru dynamiki topnienia i ponownego fatdowania 12-inukleotydowej sekwencji RNA

sktadajacej sie z tetrapetli UACG i dwuniciowego rdzenia GC o czterech parach zasad i poréwnania ich z
dynamikami dla r6wnowaznego DNA ( TACG).
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Zazwycza] badania ze skokiem T wykorzystuja szybka (hanosekundowa) inicjacje, ale prébki schtadzajg sie w
wielomilisekundowych skalach czasowych. To zbyt wolno, aby bezposrednio obserwowaé ponowne fatdowa-
nie. Szybkosci ponownego fatdowania (asocjacji) moze wiec byé otrzymana z szybkos$ci dysocjacji | statej
réwnowagi helisa-kitebek. \W pracy zademonstrowano podejsScie, ktére wykorzystuje znacznie szybszy czas
chtodzenia probki, aby umozliwi¢ obserwacje zardwno dynamiki topnienia, jak i ponownego fatdowania spinek
do wtosow tetrapetli kwasu nukleinowego po inicjacji skoku T. Wieksze tempo chtodzenia, umozliwiajace
bezposrednia obserwacje ponownego fatdowania pasma, osiggnieto za pomoca cienkiego naczynka pomiaro-
wego w celu zwiekszenia wymiany ciepta. Wykorzystanie spektroskopii IR jako sondy trybéw wibracyjnych
zasad kwasoéw nukleinowych zapewnia wglad w czasie rzeczywistym w parowanie i stacking zasad w helisie.

Skok temperatury o 10 °C powodowat 4 ns impuls lasera Nd:YAG-pumped Optical Parametric Oscillator**,
centrowany w 2750 cm™, wzbudzajacy wibracje drgan rozciggajacych OD rozpuszczalnika. Do kalibracji skoku

temperatury uzyto kwasu trifluorooctowego (TFA). 3. Phys. Chem. Lett., 13:9171-9176 (2022)



A Abs (OD)

-0.01

1575 1600 1625 1650 1675 1700

1725

1575 1600

1625 1650 1675 1700 1725

>

=)
ainjesadwa)

ol
1
S
—
E

v \

| L | | 1 |

RHA ||

|

1575 1600 1625 1650 167H 1700

Wavenurber (cm™)

1725

1575 1600

1625 1650 1675 1700 1725

Wavenumber (cm™)

Widma absorpcji IR (&, b) dla rosnacych temperatur i zmiany tych widm po skoku T (c, d) dla spinek do
wtoséw RNA (a, c) i DNA (b, d) z tetrapetla. (a) i (b) pokazuja skorygowane na rozpuszczalnik widma
réznicowe FT-IR jako funkcje T w stosunku do widma (a) RNA i (b) tetrapetli DNA w temperaturze 20 ° C.
Skala kolorow obejmuje zakres od 20 do 80°C (niebiesko-czerwony) z podswietlionym modem Gg*. Pasmo
tego modu zwigksza intensywno$¢é ze wzrostem temperatury co jest przypisane topieniu helikalnej

struktury szpiiki.

Panele c i d pokazuja widma IR po skoku T, jako r6znicowe widma T-jump on-T-jump off rejestrowane w
czasie do 20 (RNA) iub 6 (DNA) pys po skoku temperatury (kierunek od niebieskiego do czerwonego).
Temperatury poczgikowe To = T — 5 °C. Wzrost amplitudy pasma GR po stopieniu dwuniciowej helisy
GCGC pojawia sie jako dodatni pik podswietlony przez fioletowy panel. Ujemne sygnaty widmowe na
bardzo wczesnym etapie po skoku T wynikaja z szybkiego przegrupowania wigzan wodorowych.

*Ggr mode = mod wibracyjny pierscienia guaninowego;
*Qptyczny oscylator parametryczny (OPO) jest zrodtem Swiatta. Cechg optycznych oscylatoréw parametrycznych jest elastycznosé dtugosci fali.
OPO moga dostarczac¢ dtugosci fal, ktére sg trudne lub niemozliwe do osiagniecia przez lasery.

J. Phys. Chem. Lett., 13:9171-9176 (2022)



Aby zbada¢ dynamike spinek do wtoséw po skoku T, przeprowadzono eksperymenty na sekwencjach RNA i
DNA, dla r6znych temperatur poczatkowych (T,). W kazdym przypadku zaobserwowano wzrost
intensywnos$ci pasma Gg, 0siggajac szczyt w poblizu 20 i 6 ps, odpowiednio dla spinek do wiosow RNA i
DNA, po czym sygnat spadat w milisekundowej skali czasu. W kazdym przypadku zalezno$¢ czasowa pasma
Gr dopasowano za pomoca funkcji potrojnie wyktadniczej. Wiekszos$¢ profilu czasowego zostata wyjasniona
przez dwa procesy, ktérych czasy zycia okreslaty iloSciowo wzrost (1) i zanik (12) sygnaiu. Trzeci sktadnik
wyktadniczy miat na ogo6t niska amplitude (<25%), ale byt niezbedny do uzyskania doktirej jakosci
dopasowania.
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Przyktadowe dane pokazujace zalezno$¢ od temperatury i czasu intensywnosci pasma Gr (kropki) dla
spinki DNA. Dane przedstawiono dla T, od 50 do 85°C (niebiesko-czerwone) w odstepach co 5°C przez
przejscie topnienia typu spinka do wtoséw, wraz z dopasowaniami potrojnie wyktadniczymi (linie).
Odchylenia danych doswiadczalnych od funkcji dopasowanych pokazuje gérna czesé rysunku. Pokazano
czasy relaksacji dla wzrostu (t1,) i zaniku (t2) absorpciji. Trzeci czas relaksacji ma niska amplitude.

J. Phys. Chem. Lett., 13:9171-9176 (2022)



3. Phys. Chem. Lett., 13:9171-9176 (2022) Temperature (°C)
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Wyniki dopasowania staiych szybkosci ze spekiroskopii skoku T w funkcji wartosci T, dla prébek RNA i DNA. Dane
przedstawiono za pomoca wykresow Arrheniusa. Linia niebieska pokazuje zaleznosé szybkosci chtodzenia DO od
temperatury. Powyzej linii D,O topienie a ponizej tej linii ponowne fatdowanie spinek do witoséw DNA (kolor czarny) i
RNA (kolor czerwony). W kazdym przypacdku wykreslona temperatura to T, + 5°C, czyli Srednia temperatura w czasie
skoku T (o 10°C). Aby skupi¢ sie na eksperymentach, w ktorych wystapit znaczny odsetek topnienia spinki do wiosoéw,
przedstawiono dane dla zakresu temperatur, w ktérym maksymalna zmiana intensywnosci pasma Gr byta wieksza niz
20% najwiekszego zaobserwowanego sygnatu (DNA T, + 5 °C, 65—-85 °C; RNA 70-85 °C).

Narastanie sygnatu Gr pizypisano topnieniu helisy GCGC i towarzyszacemu temu topieniu petli. Dla RNA stwierdzono, ze
T: zmienia sie od 2,0 do 6,9 + 0,6 pus w zakresie wartosci To od 80 do 65 °C wokoét przejsScia topienia. Dla DNA wartosci 1.
wynosza od 0,4 do 1,5 + 0,2 us w tym samym zakres temperatur. Dane dobrze pasuja do zaleznosSci Arrheniusa, dajac
dodatnie energie aktywacji (Ea,m = 83 + 20 i 64 * 10 kJ mol* odpowiednio dla spinek do wtoséw RNA i DNA). WartosSci te sg
zgodne z wczeshiejszymi pracami.

Czasy relaksaciji, T2, dla zmian sygnatu w procesie ochtadzania po skoku T, pokazuja réowniez dobra zgodnos¢ z
wykresem Arrheniusa. Jednakze w przeciwienstwie do 1;, stwierdzono, ze skale czasowe 1, rosng wraz ze wzrostem T,
dajac wartosci od 150 do 400 ps, od 60 do 80 °C zarowno dla RNA, jak i DNA, co prowadzi do ujemnej energii aktywacji.



Rownanie Van't Hoffa wigze zmiane statej rownowagi Keq reakcji chemicznej ze zmiang temperatury, T, powigzang ze zmiang
standardowej entalpii AH® procesu. Zostato zaproponowane przez holenderskiego chemika Jacobusa Henricusa van't Hoffa w
1884 roku, w ksigzce Etudes de Dynamique chimique (Studia z chemii dynamiczne)).

Table 1. Thermodynamic Parameters Obtained via Van't
Hoff, Arrhenius, and Eyring Analyses

RNA DNA
T, 81 °C 76 °C

Van't Hoff AH 113.3 124.2 k] mol™*
AS 334 356 J K™V mol™

AG” 14.8 13.9 kJ mol™

Arrhenius E.\ 83.3 64.0 k] mol™

E, . = 48\2 —45.2 k] mol™

Eyring AH 80.4 61.2 k] mol™!
AS 86 46 J K™' mol™

AGH 53.8 46.8 k] mol™

H} —-51.2 —48.1 k] mol™
AS/ —324 —315 J K~! mol™!

AG 49.1 49.5 k] mol™

“All AG calculated at 37 °C.

Podczas gdy dynamika topnienia i ponownego fatdowania spinek do wioso6w RNA i DNA byta zgodna z
zaleznoSciami temperatury Arrheniusa, ponowne faldowanie charakteryzowato sie widoczna ujemna energia
aktywacji, zgodnie z mechanizmem obejmujgacym wiele nieprawidtowo sfatdowanych pétproduktéw przed
zapieciem par zasad helisy.

(JMA: najwyrazniej prace Porschkego nie sa autorom znane) J. Phys. Chem. Lett., 13:9171-9176 (2022)



Length-Dependent Melting Kinetics of Short DNA Oligonucleotides
Using Temperature-Jump IR Spectroscopy, R. J. Menssen and A. Tokmakoff
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Badano kinetyke topienia dupleksow self-
komplementarnych oligonukleotyddw DNA o
sekwencji C(AT).G [n = 2-6) i dtugosciach I =
6-14 nukleotydsw w pojedynczej nici.

Pomiary kiretyki prowadzono w ultraszybkim
nieliniowym spektrometrze IR skoku temperatury.
Skok tempertury osiagano przez wzbudzenie
nadtonéw drgan rozciagajacych wigzania OD w
D20. Kinetyke dupleksu po skoku T sledzono
przy pomocy ultraszybkiego spektrometru IR
uzywajacego lasera dziatajacego na probke
impulsami centrowanymi na dtugosci fali 6.2 pm
(1613 cim™) andi szerokosci potéwkowej 160 cm™
zsynchronizowanymi elektronicznie z
nanosekundowym laserem T-jump. The

spot size of the T-jump laser is 500 pm in
diameter, which is larger than the spot size of the
probe pulses 100 ym in diameter.

All przejsciowe widma T-jump sa widmami
réznicowymi miedzy widmem IR zarejestrowanym
po okreslonym czasie od skoku temperatury (1) i
réownowagowym widmem IR:

AS(w, T) = S(w,T) = So(w).

*heterodyne-detected vibrational echo

(a) Temperaturowe zmiany FTIR dla L = 14. Ramki zaznaczaja piki dla modu pierscienia
guaniny (niebieska) dla modu pierscienia adeniiny (czerwona) i dla obszaru naktadania

sie wktadéw od tyminy, cytozyny i guaniny (zielona).

(b) Krzywe topienia DNA otrzymane z fitowania zaleznosci temperaturowej widm FTIR. J. Phys. Chem. B, 123:756-767 (2019)
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(a) Przejsciowe widmo IR dia L = 6, Ti = 25 °C i
T: = 40 °C w skoku temperatury, dla czasow
opodéznienia miedzy 0 and 0.1 ms, ze& wzrostem
czasu zaznaczohym koloraimi od niebieskiego
do czerwonego. Widma poka-zuja dodatnie i
ujemne piki odpowiadajace przejsciom
wibracyjnym od 0 do 1i od 1 do 2.
(b) Rozktad staiych szybkosci, gdzie kolor
fioletowy oznacza zmniejszanie sygnatu w
czasie a kolor pomaranczowy oznacza wzrost
sygnatu. Kropkowane czarne linie sa wskazow-
ka dla oka i pokazuja powiazanie zmian w
widmie z rozktadem statych szybkosci.
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Wykresy Arrhenius’a dla statych szybkosci asocjaciji |
dysocjacji z pomiaréw drgan pierscienia adeniny. Wyniki
wskazuja na termicznie aktywowana kinetyke z dodatnia
barierg dla dysocjacji | ujemna bariera dla asocjacji, w zgodzie
z wynikami opisanymi w literaturze (Porschke; Crothers).
Ujemna bariera aktywacji wskazuje, ze proces asocjacji w
réwnaniu 1 nie reprezentuje reakcji elementarne;j.

kg

Do M (1)

k,
Aby unikna¢ niejednoznacznosci w fizycznej interpretacji
ujemnej energii aktywacji | aby lepiej zrozumie¢ role zmian
entropii w okresleniu bariery dla reakcji, otrzymane wyniki
zostaty zinterpretowane z wykorzystaniem rownania Eyring’a:

J. Phys. Chem. B, 123:756-767 (2019)
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Najbardziej niezwykta cecha wynikéw spektroskopii T-jump dla self-komplementarnych oligonukleotydéw oraz
oligonukleotydow tworzacych struktury szpilki de wtoséw, analizowanych w oparciu o model Arrhenius’a, jest
ujemna wartos¢ E.*. To mOwi nam, ze reakcja tworzenia helisy nie jest reakcja elernentarng zgodna z
réwnaniem przedstawionym w lewym gornym rogu slajdu.

hairpin 1;2 nucleus E; coil | nucleus | :E[coil]
K., k., R
d [hc;i;pin] =k coil |-k [hairpin|=k,,[nucleus |—k_,[ hairpin]
k+:llz”k+2 k =k_,
~1
B :Enucleus—>hairpin+A G° E—:EnucleUSHcoil
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Eyring analysis:

J. Phys. Chem. B 123:756-767 (2019)
species AGH AH; AS; AGH AH} AST
[kJ/mol] [kJ/mol] [J/(mol-K)] [kJ/mol] ~{kJ/molj . [J/{mol-K)]

C(AT),G 49.0 160 358 32.2 ~32 114
C(AT),G 54.0 175 390 32.9 —44.0 —248
C(AT),G 53.1 193 435 33.3 —82.4 —373
C(AT)sG 64.1 262 638 34.4 ~83.1 —379
C(AT)sG 66.9 279 634 31.3 —129 —517

B J. Phys. Chem, Lett. 13:9171-9176 (2022)
species AGH AH} ASH AGH AH} AS}

m

kJ/mol] |\ [kJ/mol] [J/(mol-K)] [kJ/mol] [kJ/mol] [J/(mol-K)]

L

DNA hairpin 46.8 61.2 46 49.5 —48.1 —315
RNA hairpin 53.8 80.4 86 49.1 —51.2 —324

RNA hairpin: 5-GCGC(UACG)GCGC-3'

DNA hairpin: 5'-GCGC(TACG)GCGC-3'

W J. Phys. Chem. Lett. 2022, 13, 9171-9176, analize Eyringa przeprowadza si¢ dla procesu jednoczasteczkowego,
nie ma zatem koniecznosci odwotywania sie do interpretacji Arrheniusa zaktadajacej istnienie etapéw
polegajacych na zarodkowaniu struktury helikalne;.

SCOPUS do 5 Xl 2024 opublikowano 1980 prac zawierajacych w tytule stowo Arrhenius.



Termodynamika zimnej denaturacji biatek

Oprécz dobrze znanej denaturacji biatek pod wptywem ciepta, istnieje, powszechnie uznawane jako dobrze
znany fakt, zjawisko denaturacji biatek przez odpowiednio duze obnizenie temperatury (zimna denaturacja
biatek). Zjawisko to przewidziat w 1964 roku J. F. Brandts, trzy publikacje w J. Am. Chem. Soc., 1964, 1964 i

1967.

Wiekszos¢ biatek, ktore denaturuja pod wptywem zimna, robi to w wzaiunkach, w ktorych ich stan natywny
jest juz zdestabilizowany przez obecno$¢ denaturanta lub skrajnej wartos$ci pH.

Na podstawie badan kalorymetrycznych Privalov ustalit, ze ciepto wiasciwe w statym ciSnieniu rozwinietej
formy biatek jest wieksze niz formy zwinietej. Zaktadaiac, ze Ac, jest niezalezne od temperatury, mozerny
przewidzie€ istnienie formy zdenaturowanej przez zimno.

25 ~ q

(kI mol™)
\

R e e

-15

Temperature (°C)

1. The Thermodynamics of Protein Denaturation. |I. The Denaturation of Chymotrypsinogen, Brandts, J.F., J. Am. Chem. Soc., 86:4291-
4301 (1964), cytowania 260; 2. The Thermodynamics of Protein Denaturation. 1. A Model of Reversible Denaturation and Interpretations
Regarding the Stability of Chymotrypsinogen, Brandts, J.F., J. Am. Chem. Soc., 86:4302-4314 (1964), cytowania 185; 3. The
Thermodynamics of Protein Denaturation. Ill. The Denaturation of Ribonuclease in Water and in Aqueous Urea and Aqueous Ethanol
Mixtures, Brandts, J.F., Hunt, L., J. Am. Chem. Soc., 89:4826-4838 (1967), cytowania 380; (stan na 5 XI 2024)



Misconceptions arising from a Sign Discrepancy in Thermodynamic Data for the Gibbs
Free Energy Profile of Ribonuclease A

Paul W. Chun

Protein & Peptide Letters

Volume 9, Issue 4, 2002, Page: [305 - 313]

Keywords: Misconceptions, Thermodynamic, Gibios Free Energy, Ribonuclease A

Streszczenie

Widoczna rozbiezno5¢ w danych dotyczacych ziniany energii swobodnej Gibbsa
w funkcji temperatury przy rézriych pH, pierwotnie opublikowanych przez
Brandtsa w 1965 r. i powtorzonych przez Brandtsa i Hunta w 1967 r. z
niewyjasniona zmiana znaku, doprowadzita do prawie 40 lat btednego mysSlenia w
badaniu termodynamiki rozwijania sie biatek, facznie z czesto gtoszona
koncepcja zimnej denaturacii. PrzeprowadziliSmy szczego6towa analize w oparciu
o podejscie Plancka-Benzingera, ktGre ma ogromne znaczenie w wyjasnianiu
podstawowych aspektéw energetyki biochemicznej.
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A simple model of protein cold denaturation

Angelo Riccio”, Giuseppe Graziano

* Dipartimento di Scienze e Tecnologie, Universita degli Studi\ di Napoli Parthenope, Centro Direzionale, Isola C4, Napoli 80143, Italy
b Dipartimento di Scienze e Tecnologie, Universita degi Studi de! Sannio, via Francesco de Sanctis, Benevento 82100, Italy

Pionierskie badania Brandtsa termodynamiki stabilno$ci konformacyjnej biatek globularnych
sugerowaly wystepowanie denaturacji w niskiej temperaturze, oprocz zwyktej denaturacji w
wysolikiej tempeiaturze [1,2]. Jednoznaczne eksperymentalne wykrycie tzw. zimnej denaturacji
nastapifo pdzniej, operujac w bardzo niskich temperaturach i po znalezieniu odpowiedniego
biatka modelowego. Pomiary DSC przeprowadzone przez grupe Privalova na mioglobinie [3],
apomiogicbinie [4] i innych biatkach wykazaty istnienie przejscia i jego osobliwosci [5]: zaréwno
zmiany entalpii, jak i entropii zwigzane z denaturacja zimnem sg ujemne (po obnizeniu
temperatury poczatkowej od warunkéw otoczenia). Mimo ze natywna struktura ulega rozwinieciu,
entropia maleje, co oznacza, ze wodny roztwor, w ktérym rozpuszczone jest biatko, musi
odgrywa¢ kluczowa role. Ponadto denaturacje zimnem rejestrowano takze za pomoca pomiarow
NMR [6-8], co stanowi ostateczne strukturalne potwierdzenie jej istnhienia.



AX=X"-X"; d(AX)=d(X")-d(X")

Zatem dla energii swobodnej Gibbsa mamy:

U = rozwiniety, F = zwiniett

Przywotajmy trzy znane relacje:

Z relacji (2) i (3) mamy:

AG=G"-G" (1)

dH=TdS+Vdp (2)
A3 Ay
_|9H

o), ©®

AG=AH-TAS (4)



Wykorzystujac relacje (3) mozemy zapisac:

— uy _ .U F\ L F e
dH|,=c,dT = |[(dHY),=cYdT A (dH")=cld1
Zatem
U F U g1 \F g TN A
(dH )p—(dH )p:Cp dT—¢,dT = d(AH),=Ac dT
Mozemy scatkowaé ostatnie wyrazenie od temperatury referencyjnej T..sdo temperatury T

T T
| daH|= [ Ac,dT
T T o

| wykorzystujac fakt zatozonej niezaleznosci ciepta wiasciwego od temperatury, otrzymujemy:

AH(T)-AH(T,)=Ac,(T-T,)

ref



Podobne wyprowadzenie mozemy przeprowadzic¢ dla entropii:

A
d(AS) =—=2dT

T
Zatem
T T
Ac
dAS| = | —=2dT
LSk
Skad otrzymujemy
A \)
AS(T)-AS(T,.)=Ac, Wm( —F—)
\ Tref

Wykorzystujac relacje (1) i (4), mozemy
AG(T)=G"(T)-G"(T)
zapisa¢ w formie:

AG(T)=AH(T)-TAS(T)=AH(T ;)+Ac,(T—T,)-T|AS(T )+Ac,In

Tref )

co ostatecznie prowadzi do réwnania:

AG(T):AH(Tref)—TAS(Tref)+Acp(T—Tref—T1n(T/Tref))




Mozemy zbada¢ ostatnie wyrazenie jako funkcje temperatury T zaktadajgc Ac,>0.
Zacznijmy od przepisania tego wyrazenia w nastepujacej formie:

AG(T)=AH(T ) =T AS(T 1op)=T,of AS (T o)+ T o AS (T r)+ A, (T—T,.ef—T In(T/T )

A G<T):AH(Tref)_TrefAS<Tref)_TAS(Tref)+TrefAS(\Tre]’)'i'ACp

rga & ol r = \ Ty
I~ T =T In(TIT )]

AG(T)=AG(T )~ (T =T, f) AS(T o) +AC, | T~ T, ~TIn(T/T,,)

AG(T)=AG(T J(T-T

J+[Ac,—AS(T,,) o) —AC, TIn(T/T )

ref

Zapiszmy T w postaci T..s + AT, zaterm ostatnie wyrazenie przedstawimy w postaci:

: | \ T +AT
AG(T)=AG(T ) #[Ac,~AS(T, )IAT=Ac,(T +AT)In ,_,f,
ref

Dla matych ATIT.e zapiszemy': ln/ Tref+AT AT
‘\ Tref Tref

| - AT

Skad: | | AG(T)=AG(T,,)+[Ac,~AS(T  )IAT—Ac (T, +AT)——

ref

A
AG(T):AG(Tref)+[Acp—AS(Tref)]AT—AcpAT—TCP(AT)Z
ref

| w koAcu:

A
AG(T):AG(Tref)—AS(Tref)AT—TC”(AT)Z
ref
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Widma 1D NMR mioglobiny zarejestrowane przez Privalova i wspotpracownikéw: biatko natywne
wykazuje silne cechy strukiuralne; widmo zarejestrowane w 6 M GuHCI wskazuje na petna
denaturacje; widmo zarejestrowane w temperaturze —5°C wskazuje na istnienie struktury
resztkowej. W tym stanie biatko nie ma struktury trzeciorzedowej, chociaz zachowuje pewna
resztkowa eliptyczniosé, ktora moze byé spowodowana zmienng konformacja alfa-helikalng
roztozonego taicucha polipeptydowego. Rozerwanie natywnej struktury biatka zaréwno podczas
chtodzenia (denaturacja zimnem), jak i podczas ogrzewania (denaturacja cieptem) przebiega w
sposéb ,,wszystko albo nic”, ze znacznym i podobnym wzrostem pojemnosci cieplnej biatka, ale
z odwrotnymi efektami entalpowym i entropowym: entalpia i entropia czasteczki biatka
zmniejszaja sie podczas denaturacji zimnem i roshg podczas denaturacji cieplnej.

Privalov et al., J Mol Biol 190(3):487-98 (1986)



Bezposrednia obserwacja szybkiego fatdowania biatek w laserowym
spektrometrze skoku T: przypadek mioglobiny

Istota eksperymentu: prébke
biatka poddaje sie denaturaciji
zimnem w kuwecie o krotkiej
drodze optycznej poprzez
przechtodzenie buforu wodnego.
Spektroskopia CD stuzy do
sprawdzenia pofatdowania biatka
w zastosowanych warunkach.
Bufor wodny jest bezposrednio
podgrzewany (z szybkoscia 5-10°
Kls) za pomoca ranosekundowego
impulsu Ramana w podczerwieni.
Rozwiniete biatko znajduje sie
teraz w ogrzanym buforze w
temperaturze termodynamiczrie
sprzyjajacej zwijaniu. Proces
zwijania sledzi sie poprzez
oSwietlenie probki ciggiem
krotkich impulséw lasera UV Model zwinigtej ludzkiej apo-mioglobiny

wzbudzajacych fluorescencje przedstawiajacy reszty Trp-14 (w helisie A)
tryptofanu. i Met-131 (w helisie H) zaangazowane w

wygaszanie fluorescencji po kontakcie
helis A-H.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5759-5764, 1996



(A) Srednia eliptyczno$é na aminokwas przy
222 nm (dyski) dla h-apoMb w zakresie —8-
95°C (pH 5,9).

A CD zmierzone po przetrzymywaniu prébki
w temperaturze —-7,2°C przez 1 godzine (w
petni odwracalna denaturacja zimnem);

0 CD w wiekszosci zdenaturowanego biatka
(prébka w temperaturze 70-95°C przez 1 h,
nastepnie schtodzona do 20°C);

Linia ciagta: dopasowanie do termodynami-
cznego modelu dwustanowego, w tym
dopasowane linie bazowe zalezne od
temperatury (linia przerywana);
Termodynamiczne parametry dla procesu
rozwijania: AH 195 kJ/mol, AS = 2,575
kJd/mol-deg i ACp = 5,1 kd/moal-deg.

(B) Frakcja zwinietego bialka (cbszar
zakreskowany cznacza niepewnosc¢
wynikajaca z btedéw parametrow
termodynamicznych). Dyski odnosza sie do
eksperymentu w 3 M glicerynie, w ktorej
nadal zacodzi znaczgca denatuiacja
zimnem. (Dane z widm CD dia buforow z 0 i
3 M gliceryny przy pH 5,2 sa podobne do
tych z czesci Ai riie zostaly tutaj pokazane;
hiepewnos$¢ we frakcji formy zwinietej w3 M
glicerolu jest podobna do tej pokazanej dla
warunkow 0 M, pH 5,9.) Skoki T w zakresie
od -10 do 10 °C moze spowodowac zmiane
populacji o 25-40%.
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A) Powolhna dyfuzyjna relaksacja temperatury w naczynku pomiarowym po skoku T.

B) Pokazane w skali logarytmicznej czasu, obejmujgcej sze$¢ rzedéw wielkosci, od —10 ps do +490
ps (w odniesieniu do zaznaczonego skoku T), kolejne impulsy przejsciowej fluorescencji tryptofanu
Trp-14 wzbudzanej przez impulsy lasera prébkujacego (pH 5.9, 3x10* M biatka). Po skoku T
nastepuje faza ,,natychmiastowa” i faza trwajaca 5 do 7 ps, osiggajaca fluorescencje w stanie
ustalonym. Poszczegdlne transjenty (dtugos¢ 15 ns) wyznaczajg jeden punkt na drodze zwijania
biatka. W zaleznosci od skali czasu dane sg usredniane w 1-600 blokach przejSciowych w celu
wyodrebnienia maksymalnego stosunku sygnatu do szumu w dtugich okresach czasu.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5759-5764, 1996
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(C) Funkcje pr: edstaW|a|qcx, przejSciowa fluorescencije, f: i f;, otrzymane, odp0W|edn|o poprzez
usrednienie poczatkowych i koncowych 8 ps przedziatu czasu pokazanego w czesci A. Funkcjae te
charakteryzuja fluorescencje Trp-14 w biatku rozwinietym (f.) i zwinietym (f>).

(D) funkcja odpowiedzi instrumentu, otrzymywana z pomiaréw czasu zycia przy uzyciu
skalibrowanych zwigzkéw (p-terfenylu) lub rozpraszania 420 nm jako odpowiedzi natychmiastowe;j.

Zaniki fluorescencji sa dopasowane do funkcji dwueksponencjalnej powiazanej (splot funkcji —
poprzedni wyktad) z funkcjg odpowiedzi instrumentu.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5759-5764, 1996
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(E) Funkcje zaniku fluorescencii, f1 i f2, po dekonwolucji dofitowaniu zaniku dwueksponencjalnego.
Kazda zarejestrowana, miedzy czasem “zero” az do 482 us jest przedstawiona jako suma fi i f-
pomnozonych przez odpowiednie amplitudy wzgledne: f = A; f, + A> f>, z A1 +A>=1, skad okresla sie
Xz = A2l(A1 + Az), okreSlajgce frakcje formy zwinietej;

(F) Kinetycznna faza 7(5)-,us w Xz = Az/(A:1 + Az) zwigzana z procesem zwijania mioglobiny. Stanowi
ona 15% zmian w X.. Poczatkowe zmiany wynikaja z chwilowego efektu wptywu skoku temperatury
na fluorescencje tryptofanu. X: jest niezalezne od ogdlnej intensywnosci fluorescencji i zalezy
jedynie od ksztattu (tj. czasu zycia) sygnatu w miare przechodzenia biatka od stanu rozwinietego do

stanu zwinietego.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5759-5764, 1996
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(A) Kinetyczna faza w X, dla h-apoMb badanej w buforze zawierajacym 3 M gliceryny (pH 5.2).
Faza z czasem relaksacji 17(6)-ps dla tej prébki [3.5 cP w 5°C (1 P = 0.1 Pa-s)] jest znaczaco
wolniejsza niz ta obserwowana w buforze bez dodatku gliceryny (1.3 cP at 10°C). Wskazuje to, ze
lepkos¢ rozpuszczalnika dominuje nad efektami tarcia wewnetrznego biatek w przypadku
znaczacych przemieszczen elementow struktury biatka podczas procesu zwijania.

(B) Kontroiny eksperyment z wolnym Trp (pH 5.9, skok T od 0 do 22°C). Widoczna jest tylko
“natychmiastowa” sktadowa kinetyczna w X.. Podobne wyniki uzyskano dla kontrolnych
eksperymentéw z h-apoMb zdenaturowana kwasem oraz z apoMb kaszalota, w ktérej dokonano
mutacji Met-131-Ala.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5759-5764, 1996
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