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Biatka fluorescencyjne stanowia zréznicowany zestaw narzedzi wykorzystywanych do wizualizacji r6znych
proceséw in vivo. Dzigki inherentnej fluorescencji, nietoksycznos$ci i zdolnosci do tworzenia stabilnych struk-
tur z natywnymi biatkami gospodarza, biatka fluorescencyjne znalazlty mndstwo zastosowan w nowoczesnej
biochemii, medycynie i nauce.

Celem niniejszej pracy doktorskiej jest opisanie wplywu otoczenia chromoforu biatek fluorescencyj-
nych na widma absorpcji jedno- (OPA, ang. one-photon absorption) i dwufotonowej (TPA, ang. two-photon
absorption). Witalna czgscia kazdego biatka fluorescencyjnego jest chromofor, znajdujacy si¢ wewnatrz biatka.
To oznacza, ze mozna racjonalnie rozwija¢ nowe biatka fluorescencyjne jesli rozumie si¢ mechanizm wedtug
ktérego otoczenie chromoforu wptywa na jego wiasciwosci spektralne. W tej pracy, autor wykorzystuje metody
chemii teoretycznej aby zbada¢ natur¢ oddzialywan chromofor — otoczenie i opisa¢ ich wptyw na wertykalne
widma OPA i TPA.

Aby osiagnaé ten cel, autor podzielil badania na trzy etapy. W pierwszym etapie, autor oblicza widma
OPA i TPA dla zestawu chromoforéw biatek fluorescencyjnych rézniacych sie struktura in vacuo (a wigc z po-
minigciem biatkowego otoczenia). Cel jest dwojaki. Po pierwsze, autor okresla wydajny funkcjonat korelacyjno-
wymienny w metodologii czasowo-zaleznej teorii funkcjonatu gestosci (TDDFT, ang. time-dependent density
functional theory) dla obliczert widm OPA i TPA. Po drugie, autor bada jak struktura samego chromoforu wpty-
wa na widma absorpcyjne.

W drugim etapie, autor okres§la optymalny rozmiar biatka fluorescencyjnego opisywanego na poziomie
teorii mechaniki kwantowej (QM, ang. quantum mechanics) dla obliczeii widm OPA i TPA w osadzeniu elek-
trostatycznym i polaryzacyjnym. Systematycznie dodajac reszty aminokwasowe i czasteczki wody sktadajace
si¢ na otoczenie chromoforu do poduktadu QM, autor identyfikuje sktad podsystemu QM, ktéry zapewnia do-
bra réwnowage migdzy wymaganymi zasobami obliczeniowymi i doktadno$cia obliczonych widm.

W etapie trzecim, autor bada wptyw biatkowego otoczenia chromoforu na widma OPA i TPA, poprzez
poréwnanie widm absorpcji dla (i) serii biatek fluorescencyjnych rézniacych si¢ sekwencja aminokwasowa i (ii)
r6znych modeli tego samego biatka fluorescencyjnego. Autor ujawnia w szczegdlnosci rolg reszt aminokwa-
sowych oddziatujacych przez wiagzania wodorowe z chromoforem w ksztaltowaniu widm absorpcji. Ponadto,
zbadana zostaje rola oddziatywan elektrostatycznych.

Autor proponuje, ze absorpcja dwufotonowa moze zosta¢ wzmocniona przez wytworzenie bardziej po-
zytywnego pola elektrostatycznego dziatajacego na fenylowy atom tlenu chromoforu. Moze to zosta¢ osiagnigte
przez wprowadzenie wigkszej iloSci wigzan wodorowych z otoczeniem. Ponadto, wydaje sig¢, ze ekranowanie
chromoforu przed polem elektrostatycznym z bardziej odlegtych Zrédel, np. przez zwigkszenie stalej dielek-
trycznej bezposredniego otoczenia chromoforu, moze prowadzié¢ do jasniejszego procesu TPA. Autor uwaza,
Ze niniejsza praca doktorska jest krokiem w kierunku racjonalnego i ukierunkowanego projektowania nowych

biatek fluorescencyjnych z naciskiem na wzmocnienie absorpcji dwufotonowe;.



