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1. Opis metody

Metoda DLS (ang. Dynamic Light Scattering) stuzy do szacowania rozmia-
ru czasteczek zawieszonych w roztworze (w tym przypadku bialek). Poniewaz
czasteczki rozpuszczalnika w temperaturze powyzej zera absolutnego posiada-
ja eneregie kinetyczna, stale zderzaja sie ze soba oraz z zawieszonymi w roz-
tworze czasteczkami badanego biatka. Skutkiem tego jest obserwowany ciagly
ruch czasteczek w losowych kierunkach (ruch Browna). Predkos¢ tego ruchu jest
zalezna od rozmiaru czasteczki zgodnie z réwnaniem Stokesa-Einsteina:

~ kgT
~ 6mDy,

gdzie: D — wspo6tezynnik dyfuzji kg — stala Boltzmana T — temperatura w
Kelvinach 7 — lepko$¢ roztworu Dj; — érednica hydrodynamiczna ($rednica
twardej kuli, ktorej wspotezynnik dyfuzji wynosi D)

W trakcie pomiaru $§wiatlo lasera przechodzi przez prébke i ulega rozpro-
szeniu. Detektor umieszczony pod okreslonym katem (np. 175°) mierzy zmiane
intensywnosci §wiatta w czasie. Ze sladu intensywnosci wyliczana jest funkcja
autokorelacji poréwnujaca roznice miedzy wartosciami zmierzonej intensywnosci
miedzy czasem t a t + 7. Na podstawie wykresu wartosci funkcji autokorela-
cji wzgledem wartoséi 7 uzyskujemy informacje o czasie w jakim przemieszcza
sie czasteczka — a poniewaz jest to zalezne od jej rozmiaru — mozemy oszaco-
wac jej rozmiar (Srednice hydrodynamiczna).

2. Badane probki

BSA Cw HyO
BSA C w PBS
BSC L w H20
BSA L w PBS
dHSAG6

GFP w PBS
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8. HSA w PBS

9. Lizozym w H,O
10. Lizozym w PBS
11. mHSA

12. tHSA

13. tri-HSA w PBS

3. Przykladowy $lad intenstywnosci
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Rysunek 1: Przykladowy $lad intensywnosci.

4. HullRad

Numery akcesyjne PDB: Lizozym 1941, HSA 1A06, BSA 8WDD.

biatko 2- RTranslation(nm) Dt(%z)
BSA 9.092 47.2
HSA 8.986 47.7
Lizozym 3.682 116

5. Dyskusja
Na podstawie wynikow mozna zauwazy¢é, ze pomiary prowadzone w HsO
cechuje wysoka (ponad 25 %) polidyspersyjnosé, co $wiadezy o mniejszej pre-

cyzji pomiaru. Pomiary GFP i tri-HSA cechuja sie wysoka polidyspersyjnoscia
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pomimo prrowadzenia pomiaru w PBS, ale poniewaz analiza tych biatek nie
zostala przeprowadzona w Hy nie mozna stwierdzié¢ czy w ich wypadku takze
spowodowaloby to wyzsza polidyspersyjnosé.

Btad dopasowania dla wszystkich pomiaréw jest bardzo maty, w najgorszym
wypadku wynosi 8.592 - 1073,

Wartosci $rednicy hydrodynamicznej i wspotczynnika dyfuzji obliczone przez
HullRad sa zblizone do wartosci zmierzonych dla BSA, HSA i Lizozymu w PBS.

Dodatkowo zmierzono dtugosé i szerokosé struktur bialek wykorzystanych
do analizy HullRad (dtugos¢ jest podana w Angstremach). Pozwala to zauwa-
zy¢, ze DLS pozwala dosyé¢ dobrze oszacowaé rozmiar biatka. Na pewno jest
to utatwione przez fakt, ze wszystkie badane biatka mialy mniej wiecej kolisty
ksztalt.

Poniewaz pH czystej HoO wynosi 7, oznacza to, ze stezenie molowe HzO
wynosi 1077, PBS sktada sie m.in. z NagHPOy, NaCl i KHyPOy, wiec w
poréwnaniu z woda zawiera znacznie wiecej jonow, ktore beda wchodzié¢ w inte-
rakcje z polarnymi rejonami na powierzchni biatka i wptywaé na pomiar. Wyniki
pomiaréw dla BSA C, BSA L i HSA sugeruja, ze wieksze stezenie jonow w
roztworze doprowadzito do spowolnienia ruchéw biatek, a w efekcie do wyzszej
wartosci srednicy hydrodynamicznej. W przypadku lizozymu obliczona srednica
hydrodynamiczna jest mniejsza dla proby w PBS, co wskazuje, ze efekt inte-
rakcji z jonami jest zalezny od biatka. By¢ moze wykonanie analizy dystrybucji
tadunku na powierzchni badanych bialek pozwolitoby lepiej zrozumie¢ réznice
miedzy pomiarami w réznych buforach.

6. Wykresy z dopasowaniem do krzywej autokorelacji
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Rysunek 2: BSA Cw H,O
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Rysunek 3: BSA C W PBS
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Rysunek 4: BSA L w H>O
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Rysunek 5: BSA L w PBS
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Rysunek 6: dHSA 6
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Rysunek 7: GFP w PBS
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Rysunek 8: HSA w H.O
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Rysunek 9: HSA w PBS
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Rysunek 10: Lizozym w HO

11

10°

10t




Funckja autokorelacji g>(1)

1.8 -

1.6 A

1.4

1.2~

1.0 -

1077 10°° 103 104 1073 1072 1071

Czas opoznienia T1[s]

Rysunek 11: Lizozym w PBS
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Rysunek 12: mHSA
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Rysunek 13: tHSA
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Rysunek 14: Tri-HSA w PBS

7. Tabela wartosci

proba D(“TmZ) Dp(nm) | % polidyspersyjnosci | btad dopasowania
BSA Cw H,O | 193.608 | 2.403 26.431 6.925 - 1079
BSA C w PBS | 59.368 7.723 7.915 2.988 - 1079
BSC L w HyO 116.200 4.004 25.685 4.261-10~4
BSA L w PBS 54.959 8.342 9.677 1.075- 10798
dHSA6 46.599 9.053 1.252 2.983-10796
GFP w PBS 18.503 24.779 28.181 5.868 - 10~
HSA w H,O 118.305 3.933 26.118 7.263-107°
HSA w PBS 57.471 7.978 9.201 1.183-1079
Lizozym w H2O 7.880 59.046 27.934 9.512-107*
Lizozym w PBS | 105.907 4.329 11.087 2.475-107°
mHSA 61.059 6.909 4.784 4.446 - 1076
tHSA 34.199 12.335 13.562 1.756 - 107
tri-HSA w PBS 3.080 148.849 30.359 8.592 - 1073
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Rysunek 15: BSA, dtugosé. Numer akcesyjny PDB: 4F5S

Rysunek 16: BSA, szeroko$¢. Numer akcesyjny PDB: 4F5S
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Rysune k 17: HSA, dtugo$é. Numer akcesyjny PDB: 1AO6
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Rysunek 19: Lizozym, dtugo$é. Numer akcesyjny PDB: 194L
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Rysunek 20: Lizozym, szeroko$é. Numer akcesyjny PDB: 194L
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