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Popularnonaukowe streszczenie projektu

Biatka fluorescencyjne wyrdzniaja si¢ sposrdd innych zdolno$cig do absorpcji §wiatta o odpowiedniej dtugosci
fali i nastgpujacej emisji §wiatta. Z tego powodu, wystgpujace naturalnie biatka fluorescencyjne sa odpowiedzialne
m.in. za komunikacj¢ migdzy organizmami lub odstraszanie drapieznikéw. Ta niebywata zdolnos¢ do pochtaniania i
emitowania Swiatla jest rowniez wykorzystywana we wspotczesnej chemii i biologii do wizualizacji réznych proce-
sow zachodzacych w zywych komérkach, tkankach, a nawet catych organizmach.

ercem” kazdego biatka fluorescencyjnego odpowiedzialnym za absorpcje i emisje §wiatta jest chromofor.
Jest to zestaw zmodyfikowanych aminokwaséw, ktéry powstaje w wyniku reakcji katalizowanych przez jego bial-
kowe otoczenie. Co wigcej, otoczenie chromoforu jest kluczowym elementem odpowiedzialnym za jego wlasciwosci
spektralne (intensywno$¢ absorpcji oraz emisji Swiatla, a takze dlugosci fal przy ktérych intensywnos¢ ta jest maksy-
malna), strukturalne i fizykochemiczne.

W zwiazku z silnym wptywem otoczenia chromoforu na wymienione wtasciwosci spektralne, mozliwe jest
projektowanie i otrzymywanie bialek fluorescencyjnych o pozadanym widmie absorpcyjnym i emisyjnym poprzez
wprowadzenie odpowiednich mutacji w sekwencji aminokwasowej biatka. Dotychczas, badania eksperymentalne do-
prowadzily do powstania catej gamy biatek fluorescenyjnych, ktérych widma absorpcji i emisji pokrywaja caty zakres
widzialny, a takze bliski nadfiolet i bliskg podczerwien.

Jednym z nowoczesnych kierunkéw rozwoju biatek fluorescencyjnych jest wykorzystanie ich w dwufotono-
wej mikroskopii fluorescencyjnej. Technika ta wykorzystuje zjawisko pochtaniania nie jednego, ale dwdch fotondw,
ktérych jednak energia jest dwa razy mniejsza niz jednego fotonu. Zjawisko to pozwala na wizualizacj¢ wybranych
czastek 1 proceséw w zywych tkankach i organizmach przy znacznie mniejszym wptywie na badany uktad niz w
przypadku zastosowania metod wykorzystujacych absorpcje jednofotonowa. Co wigcej, mikroskopia dwufotonowa
pozwala na otrzymanie obrazow o znacznie polepszonej rozdzielczosci i kontrascie.

Obecnie, biatka fluorescencyjne wydaja si¢ by¢ dobrze scharakteryzowane pod wzgledem witasciwosci jedno-
fotonowych. Jednakze, w przypadku intensywnosci absorpcji dwufotonowej, dane eksperymentalne otrzymane réz-
nymi technikami r6znig sie nawet o dwa rzgdy wielkoSci. Co wigcej wplyw biatkowego otoczenia chromoforu na
szybkos¢ jego formacji jest zazwyczaj nieznany, wigc okreslenie stezenia funkcjonalnego biatka fluorescencyjnego
moze by¢ trudne. Z powodu trudno$ci napotykanych podczas pomiaréw eksperymentalnych, konieczne jest wykorzy-
stanie metod chemii teoretycznej, aby otrzymac konsystentne i niezalezne od innych czynnikéw wyniki. Co wigcej,
opisanie wptywu biatkowego otoczenia chromoforu na jego wilasciwosci absorpcyjne jest najbardziej przekonujace
dzigki wspélnej analizie wynikéw pomiaréw eksperymentalnych i obliczer teoretycznych.

Celem niniejszego projektu jest systematyczne scharakteryzowanie wptywu bialkowego otoczenia chromoforu
na jego wilasciwosci spektralne, a w szczegodlnosSci intensywno$¢ absorpcji dwufotonowej. Zgodnie z danymi litera-
turowymi, otoczenie chromoforu wptywa na intensywno$¢ absorpcji dwufotonowej w znacznie wigkszej mierze niz
na intensywno$¢ absorpcji jednofotonowej. Kluczowe jest wigc zrozumienie czynnikéw odpowiedzialnych za wy-
soka wartoS¢ przekroju na absorpcje dwufotonowa, aby w sposéb ukierunkowany projektowac i otrzymywac biatka
fluorescencyjne do wykorzystania w mikroskopii dwufotonowe;.

Badania beda opieraty si¢ na wykorzystaniu tzw. techniki hybrydowej, w ktérej cz¢$¢ biatka odpowiedzialna za
absorpcje Swiatla jest opisywana za pomoca mechaniki kwantowej (QM, ang. quantum mechanics), a reszta uktadu za
pomoca mechaniki molekularnej (MM, ang. molecular mechanics). Najpierw wykonane zostang obliczenia majace na
celu wybranie najbardziej optymalnej metodologii QM w sensie jakosci otrzymywanych wynikéw oraz potrzebnego
czasu i zasobdw obliczeniowych. Nastepnie, chromofor wraz z resztami aminokwasowymi oraz czasteczkami wody
z najblizszego otoczenia opisywany bedzie kwantowo-mechanicznie, aby jak najdoktadniej opisaé wptyw otoczenia
na wiasciwosci spektralne. Nastgpnie wykonamy dekompozycje energii oddzialywania chromoforu z resztami ami-
nokwasowymi otoczenia na wktad od poszczegdlnych reszt. W ten sposéb uzyskany zostanie jakoSciowy lub pétilo-
Sciowy obraz oddzialywan biatkowego otoczenia na wlasciwosci spektralne chromoforu. W kolejnym etapie, wybrane
reszty aminokwasowe zostang zastapione innymi, a efekty tych mutacji zbadane pod katem wptywu na wtasciwosci
spektralne. Takie systematyczne badania pozwola na lepsze zrozumienie relacji wlasciwosci spektralne — otoczenie
chromoforu, co pozwoli w przysztoSci na racjonalne projektowanie nowych biatek fluorescencyjnych. Co wigcej, na
podstawie wynikow obliczefi, zaproponowane zostang nowe biatka fluorescencyjne, w szczegélnos$ci majace wysoka
warto$¢ przekroju na absorpcje dwufotonowa.

Efektem koficowym projektu bgdzie zaproponowanie procedury otrzymywania nowych biatek fluorescencyj-
nych, opartej o przewidywanie ich wtasciwosci na podstawie badan metodami modelowania molekularnego. Podejscie
takie znaczaco przyspieszy i zwigkszy wydajnos¢ otrzymywania nowych znacznikéw.



