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ABSTRAKT

V této bakalarské praci byl studovan proces denaturace modelového proteinu S vyuzitim dvou
fyzikalné-chemickych metod. Jako model byl zvolen hovézi sérovy albumin a byla sledovana
predevsim jeho tepelnd denaturace a jeji ovlivnéni pomoci pH. Kromé toho byl také studovan

vliv kationtového tenzidu DODAC a z néj ptipravenych vezikul.

Hlavni c¢ast méfeni probihala prostiednictvim metody diferencidlni  skenovaci
kalorimetrie (DSC), kterou byla méfena denaturacni teplota proteinu pii riznych hodnotach pH
a koncentracich tenzidu. Potvrdilo se, ze pH prostfedi vyznamné ovliviiuje teplotu denaturace.
Pfi studiu vlivu tenzidu se ukazalo, Ze ptidavek ptipravku DODAC nema na teplotu denaturace
vliv, ovSem samotny tenzid je pom&rn¢ silnym denaturaénim ¢inidlem, navzdory tomu ma ale

pridavek vezikul tohoto tenzidu na protein slabé protektivni G¢inky.

Metoda infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla vyuZita pro
pozorovani tbytku uspotfadanych struktur sekundarni struktury a naristu nahodnych struktur

pii postupném zahiivani proteinu.

KLICOVA SLOVA

protein, denaturace, diferencialni skenovaci kalorimetrie, infradervena spektroskopie,

kationicky tenzid



ABSTRACT

In this bachelor thesis, the process of denaturation of a model protein was studied using two
physico-chemical methods. Bovine serum albumin was chosen as a model and its thermal
denaturation and its influence by pH were monitored. In addition, the effect of the cationic

surfactant DODAC and its vesicles was also studied.

The main part of the measurement was performed using the differential scanning
calorimetry (DSC), which measured the denaturation temperature of the protein at different
pH values and surfactant concentrations. It was confirmed that the pH significantly affects the
denaturation temperature. The study of the effect of the surfactant showed that the addition of
DODAC did not affect the denaturation temperature, but the surfactant itself turned out to be
a relatively strong denaturing agent, despite that the addition of vesicles of this surfactant had
weak protective effect on the protein.

The Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) was used to observe the decrease of the
amount of the elements of secondary structure and the increase of random coil structures during

the gradual heating of the protein.

KEYWORDS

protein, denaturation, differential scanning calorimetry, infrared spectroscopy, cationic

surfactant
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1 UVOD

Proteiny jsou zakladnimi stavebnimi kameny vSech zivych organismu podilejici se na vétSiné
biologickych procesii. Bez proteinli by organismus nebyl zivota schopny, podileji se totiz na
jeho ruistu a pohybu, umoziuji komunikaci mezi buitkkami a organismy, zajiStuji transport latek
krevnim fecistém i pfes membrany a tidi dalsi biologické procesy. Kromeé toho maji i funkci
obranou, at’ uz jako protilatky imunitniho systému nebo jako jedy a toxiny zvirat a rostlin. Neni
proto s podivem, Ze proteiny byly, jsou a pravdépodobné¢ jesté velice dlouho budou pfedmétem

védeckého badani.

Za specifické vlastnosti proteint je odpovédna piedevs§im jejich struktura. Proto, dojde-li ke
zméné struktury, protein ztrati svou biologickou funkci. Tento proces se nazyva denaturace
a souvisi S rozplétanim tercialni a sekundarni struktury proteinu vlivem denatura¢nich agenta.
Denaturace mize byt zptisobena napiiklad mechanickym namahanim, teplotou, pisobenim

chemické latky nebo jen Casem.

Denaturaci proteini se zabyvalo velké mnozstvi védcd, a proto se jedna 0 pomérné€ podrobné
prostudovany obor, ve kterém na prvni pohled neni jiz co zjiStovat. OvSem opak je pravdou.
ovlivnéna fadou faktorti. Proto je potteba ziskat co nejvetsi mnozstvi dat z riiznych metod a za
riznych podminek, kterd bude nésledné¢ mozné mezi sebou porovnat a spojit do ucelené

informace.

Experimentalni cast této bakalarské prace se proto vénuje studiu denaturace nejcastéji
pouzivaného modelového proteinu, hovéziho sérového albuminu, pomoci dvou metod, které
jsou k tomuto ucelu vyuzivany asi nejvice, diferencialni skenovaci kalorimetrie a infracervené

spektroskopie.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Proteiny

Proteiny jsou velice rozmanité biologické makromolekuly, které v organismu zastavaji fadu
funkci a podileji se téméf na kazdém biologickém procesu. Mohou se skladat z jednoho nebo
vice polypeptidovych fetézcl, coZz jsou linearni biopolymery sestavajici z aminokyselin

navzajem propojenych peptidovou vazbou.

2.1.1 Struktura proteini
Zakladem vSech proteind je dvacet proteinogennich aminokyselin. Aminokyseliny jsou spojeny
peptidovou vazbou, Ktera vznikdA mezi o—aminoskupinou jedné aminokyseliny

a o.— karboxylovou skupinou druhé za odstépeni vody [1].

Primarni struktura proteinu je ddna pofadim aminokyselin v fetézci a polohou disulfidickych
mustkil. Vznika pti biosyntéze proteinti na ribozomech a je charakteristicka pro kazdy protein.

Primarni struktura zasadn¢ ovliviiuje funkci proteinu i dals$i strukturni stupné [2].

Sekundarni struktura sestava z charakteristickych pravidelné se opakujicich konformaci, jako
je a—Sroubovice nebo P —skladany list, které jsou zpeviovany nekovalentnimi slabymi
interakcemi, piedevsim vodikovymi mustky, elektrostatickymi interakcemi, hydrofobnimi

interakcemi a Van der Waalsovymi silami.

Sekundarni a supersekundarni struktura zplisobuji uspofadani proteinu do domén, 3D
konformaci zéavislych na nekovalentnich interakcich postrannich fetézcl. Tercidlni struktura

popisuje vzajemné vztahy téchto domén.

Bilkoviny sestavajici z vice polypeptidovych fetézcti nazyvame oligomery. Kvarterni struktura

popisuje vzajemné uspoiadani polypeptidovych fetézcl v rdmei oligomeru.

Nativni konformace proteinu je prostorové usporadani dané nekovalentnimi interakcemi, ve

cvwvr

biologickou funkci.



2.1.2 Denaturace

Bilkoviny mohou plnit svou funkci, pouze je-li zachovana jejich tercialni struktura. Narusenim
slabych vazebnych interakci, které udrzuji tercialni strukturu pohromadé, dochézi ke vzniku
amorfniho klubka, tedy ztrat¢ vlastnosti. Primarni struktura proteinu ovSem zustava zachovana.
Protein tak piechazi z nativniho do denaturovaného stavu, coz je spojeno se zménou volné

Gibbsovy energie. Tomuto procesu se fika denaturace.

K denaturaci miize dochéazet vlivem fyzikalnich ¢i chemickych faktort, které narusuji slabé

vazebné interakce, a tim ptispivaji ke zmén¢ konformace proteinu.

Nejvyznamnéj$im fyzikdlnim faktorem je bezpochyby teplota. ZvySovanim teploty se sniZuje
pocet vodikovych mastkd a struktura se rozvolnuje. Tepelnou denaturaci popisujeme pomoci
teploty tani (Tm), coz je teplota, pii které zdenaturovala polovina pivodniho mnozstvi proteinu

a také prostiednictvim entalpie denaturace (AHm).

Jako chemicka denaturacni ¢inidla plisobi kyseliny a baze, které méni pH prostiedi a ovliviuji
tak iontové interakce vedlejSich fetézcti aminokyselin, zatimco organicka rozpoustédla

a detergenty pisobi pfedevsim na hydrofobni interakce.

Vysledna konformace proteinu se lisi v zavislosti na intenzité¢ a typu denaturacniho faktoru.
Protein zdenaturovany organickym rozpoustédlem se tedy bude svou tercidlni strukturou liSit

od proteinu, ktery zdenaturoval vlivem vysoké teploty.

Zména konformace ovSem nemusi byt trvald, za urcitych podminek je mozny navrat
do nativniho stavu proteinu. Napfiklad ptidavek velmi malého mnozstvi denatura¢niho ¢inidla
vede Krozpleteni struktury a odhaleni hydrofobnich aminokyselinovych zbytkd, ale po
odstranéni denatura¢niho ¢inidla se struktura proteinu obnovi. Dal§im ptikladem mulze byt
¢astecna denaturace proteinu vlivem tenzidu a jeho regenerace po piekroceni kritické micelarni
koncentrace, kdy vznikaji micely s inkorporovanym proteinem [3]. Obdobné, je-li napriklad
albumin vystaven teploté 60 °C (pficemz jeho struktura se za¢ina rozplétat pti 40 °C) a nasledné
ochlazen, jeho funkce se nijak nezméni [4]. PrekroCenim dané teploty nebo koncentrace
denatura¢niho ¢inidla dochazi k nevratnym zménam a nasledné agregaci. Timto zptisobem lze
denaturaci délit na reverzibilni (vratnou), jako je naptiklad vysolovani vyuZzivané pfi izolaci

proteinu ze vzorku, a ireverzibilni (nevratnou).
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2.1.3 Albumin
2.1.3.1 Uvod

Albumin patfi mezi nejlépe prostudované proteiny a ¢asto se proto vyuziva jako modelovy
protein pii ruznych studiich. Nachdzi se v krevnim séru, kde je nejhojnéji zastoupenym

proteinem tvoticim 60 % celkové hmotnostni koncentrace sérovych proteint [5].

ProtoZze ma albumin slozitou strukturu, nemtze byt pfijiman z potravy, ale je organismem
syntetizovan v jaternich bunkéach jako preproalbumin. Odstranénim signalniho peptidu a Sesti
zbytkli propeptidii z N — koncii vznika proalbumin a nasledné albumin, ktery je vypustén do

krevniho ob&hu, kde koluje ptiblizné 19 dni [6].

Slouzi jako transportni protein pro pienos metabolitd, jako jsou mastné kyseliny, fosfolipidy
nebo steroidni hormony, ale také 1é¢iv [6],[7]. Dale vyznamné pfispiva k udrzovani pH
a osmotické tlaku krve a v neposledni fadé¢ poskytuje aminokyseliny pro syntézu jinych

proteint.

2.1.3.2 Struktura

Molekula albuminu, ktera svym tvarem pifipomina srdce, je tvofena jednim polypeptidovym
fetézcem tvoficim tfi homologické domény, z nichz kazda sestava ze dvou subdomén A a B.
Domény jsou si podobné svou globularni 3D strukturou a jsou topologicky totozné. Sedmnact
cysteinovych zbytka tvoii osm disulfidickych mustkt (a jednu volnou thiolovou skupinu), které
déli domény do deviti dvojitych helixti formujicich v kazdé ze tfi domén triplet velky-maly-
velky helix [5].

V molekule albuminu je celkem dvacet osm a-helixd, které jsou rovnomérné rozmistény
vV subdoménach (jednu subdoménu tvoii tfi nebo ¢&tyfi o —helixy) a spojich mezi
subdoménami [5]. V sekundarni struktufe albuminu tedy pievladaji a — Sroubovice (67 %) nad
B — skladanymi listy (10 %) a zbytek polypeptidového fetézce vytvari volné smycky mezi

subdoménami [5].
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Obrazek 1: struktura BSA a jednotlivych domén [8]

Retézec hovéziho albuminu sestava z 583 aminokyselinovych zbytki, pii¢emz pievladaji
nabité polarni zbytky sméfujici vné Sroubovice oproti nepoldrnim, které se orientuji do
vnitiniho prostoru helixu [5]. Diky velkému mnozstvi cysteinti dochazi k tvorbé disulfidickych
miustktl charakteristické pro extracelularni proteiny [5]. Disulfidické mustky vyznamné
pfispivaji k celkové stabilité albuminu a jejich synklinalni konformace je odpovédna za jeho
stabilitu i1 pfi vysokych teplotach, navic umoziuji reverzibilni rozvinuti vlivem pH prostiedi

[51.I71

Molekula albuminu je sbalena piiblizné v rozmezi pH 4 —8, je-li tato hranice piekrocena,
molekula se za¢ne rozbalovat vlivem odpudivych sil nové vzniklych nébojii a dojde ke zméné
konformace. V zavislosti na pH jsou kromé& nativni formy znamy dalsi Ctyfi isomery:
E — forma (pH < 3), F —forma (pH 3-5),B—forma(pH7-85)a A-forma (pH>8,5)
[51.[9]
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2.1.3.3 Vlastnosti
Vsechny albuminy maji globuldrni tercidlni strukturu, 1i§i se ovSem poctem aminokyselin
V polypeptidovém fetézci. Zatimco lidsky albumin (HSA, human serum albumin) je tvotfen
585 aminokyselinovymi zbytky, v fetézci hovéziho albuminu (BSA, bovine serum albumin) je
pouze 583 aminokyselin. Vzhledem k mensimu poctu aminokyselinovych zbytka je

I molekulova hmotnost BSA niz$i v porovnani s HSA, pfiblizné 66,7 kDa.

Polypeptidovy fetézec albuminu obsahuje velké mnozstvi cysteinu a nabitych aminokyselin,
naopak obsah tryptofanu, methioninu, glycinu a isoleucinu je nizsi nez u vétSiny proteint [5].
Pravé nabité aminokyseliny vyznamné ovliviuji vlastnosti albuminu, tim ze spolu s pH
prostiedi urcuji celkovy naboj molekuly. V isoelektrickém bod¢ se BSA nachazi pii pH 4,7
a Vv isoionickém pii pH 5,2. V neutrdlnim prostfedi se v molekule nachazi 185 ionizovanych
skupin a molekula ma zaporny naboj, nebot’ pocet Kkyselych skupin pievazuje nad
bazickymi [5]. Albumin je stabilni pfiblizné v rozmezi pH 4 — 9, v tomto rozmezi muze byt

zahtivan az na teplotu 60 °C po dobu 10 hodin, aniz by denaturoval [6].

Absorbanci ovliviiuji pfedevs§im aminokyseliny obsahujici aromatické jadro, jako tyrosin,
tryptofan a fenylalanin. Albumin neabsorbuje svétlo ve viditelné oblasti spektra
(400 — 700 nm), jeho absorpéni maximum se nachazi v ultrafialové oblasti Vv rozmezi
260 — 290 nm [5]. Pti jesté nizSich vlnovych délkach okolo 235 nm lze méfit absorbanci

peptidové vazby.

Hlavni funkci albuminu je transport metaboliti organismu krevnim fe¢istém, je ale schopen
vazat a prenaset i celou fadu ligandd, které nejsou télu vlastni. Vyznamna je jeho schopnost
vazat hydrofobni latky do oblasti své struktury, které se podobaji kapsam [10]. Tim se zvySuje
zdanliva rozpustnost hydrofobnich latek v krvi a je umoznén transport Siroké skaly 1é¢iv [11].
Kromé hydrofobnich latek je albumin schopen vazat také nabit¢ molekuly diky velkému

mnozstvi nabitych aminokyselinovych zbytki v fetézci.

2.1.3.4 Vyuziti
Hovézi albumin slouzi pfedev§im jako modelovy protein a standard pro rizné studie, vyzkumy

a testy, kde nahrazuje lidsky albumin. Vyuziva se také pii imunologickych testech [8].
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V soucasné dob¢ se nejvice vyuziva jako nosi¢ 1€¢iv pro svou schopnost vazat Sirokou skalu
molekul a transportovat je v lidském organismu. Proto se mnoho studii zabyva zkoumanim
toho, jakym zpasobem se 1éCivo s albuminem vaze a jak se touto interakci zméni vlastnosti
1é¢iva. Jednim z nejvyznamnéjsich vlivii albuminu je zvySeni rozpustnosti hydrofobnich latek,
s ¢imz souvisi 1 vy$8§i G¢innost 1é¢iva [10]. Studuji se také interakce albuminu s nano¢asticemi

a vezikularnimi systémy, které také slouzi jako nosicové systémy [11].

2.2 Tenzidy
Tenzidy, n¢kdy téz nazyvané povrchové aktivni latky ¢i surfaktanty, jsou organické molekuly
obsahujici alespont jednu lyofilni a jednu lyofobni skupinu. Tato specificka struktura

surfaktanti ma za nasledek dva déje: adsorpci a agregaci [12].

Adsorpce je d¢€j, kdy se molekuly surfaktantu hromadi na fazovém rozhrani a orientuji se tak,
aby minimalizovaly kontakt lyofobni skupiny S rozpoustédlem, tim se snizuje povrchové
napéti. Druhym dé&jem, ke kterému muze dochéazet v roztocich surfaktantl, je agregace.
Molekuly tenzidu se shlukuji do tutvarG slyofilnimi hlavickami orientovanymi vstiic
rozpoustédlu a lyofobnimi fetézci sméfujicimi dovnitt agregatu. Témto Utvarlim se fikd micely

a jejich tvar vyznamné zavisi na koncentraci surfaktantu [12].

Lvofilni ¢ast

Agregace

>

Lyvofobni cast

Micela

Obrazek 2: Struktura tenzidu a micely

2.2.1 Rozdéleni tenzidi

Tenzidy se nejcastéji déli podle charakteru jejich lyofilni (polarni) skupiny, pfesnéji podle jeji
schopnosti disociovat ve vodé na ionty. Na zakladé tohoto kritéria se tenzidy déli na iontové

a neiontové, s tim Ze iontové se pak dale déli na kationtové, aniontové a amfoterni [13].

14



Aniontové povrchové aktivni latky ve vod¢ disociuji za vzniku aniontu. Patii mezi né soli
karboxylovych kyselin, sulfonové kyseliny, alkylsulfaty nebo estery kyseliny fosfore¢né [12].
Jsou nejcastéji vyuzivanou skupinou tenzida pro ¢isténi povrchi. Nejdéle znamym aniontovym
tenzidem je mydlo (sodna stl karboxylové kyseliny). Nad kritickou micelarni koncentraci
vytvareji vSechny aniontové povrchové aktivni latky pénu, coz pfispiva k jejich Cisticimu

ucinku, ale mize byt nezadouci v jinych aplikacich [12].

Kationtové tenzidy disociuji za vzniku kationtu. Nejcastéji se jedna o kvarterni amoniové soli.
Pfedstavuji mnohem mensi skupinu v porovnani s aniontovymi nebo neiontovymi povrchové
aktivnimi latkami, pfesto jsou hojn€ vyuzivany diky svym specifickym vlastnostem. Za zminku
stoji jejich antimikrobidlni vlastnosti, diky kladnému naboji jsou pfitahovany k zaporn€ nabité
membrané prokaryot [13]. Vyuzivaji se proto jako dezinfekcni a antisepticka ¢inidla. Vyuziti

nasly i v textilnim primyslu jako zmékcovadla.

Néboj amfoternich tenzidli zavisi na pH prostfedi, mohou byt kationty, anionty, nebo mohou
byt disociovany ob¢ skupiny a navzajem svij naboj vyrovnavat. NejCastéji se vyuZzivaji
v kombinaci s jinymi surfaktanty, aby upravovaly jejich vlastnosti, jako je velikost micel,

solubilita, stabilita pény nebo viskozita [12].

Neiontové surfaktanty ve vodé nedisociuji. Nejcastéji jsou tvotfeny uhlikovym fetézcem

zakon¢enym hydroxylovou skupinou.

2.2.2 Micely

Pii nizké koncentraci vytvareji tenzidy pravé roztoky, zvySovanim koncentrace dochazi
k hromadéni amfifilnich molekul na fazovém rozhrani a snizeni povrchového napéti a po
ptekroceni kritické micelarni koncentrace dochézi ke vzniku struktur koloidnich rozmér, které

se nazyvaji micely.

2.2.2.1 Kriticka micelarni koncentrace a teplota
U roztoki tenzidi dochazi pii urcité koncentraci k agregaci molekul do utvar koloidnich
rozméru. Tyto Utvary se nazyvaji micely a maji pramér od 5 nm do 10 nm. Koncentrace pii
které zaCinaji vznikat micely se oznacuje jako kriticka micelarni koncentrace (CMC) a je
charakteristickd zménou vlastnosti roztoku. Kritickd micelarni koncentrace nebyva pftilis
vysoka, obvykle se pohybuje mezi 10°—102 mol/dm® pro aniontové tenzidy, 10— 107

mol/dm3 pro kationtové a amfoterni tenzidy a 10”° — 10 mol/dm? pro neiontové tenzidy [12].
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Jednou z vlastnosti vyznamné ovlivnénou CMC je povrchové napéti. Povrchové napéti roste
s koncentraci tenzidu, po piekroceni CMC se ale uz jeho hodnota pfili§ neméni [12]. Dalsi

dobfe pozorovatelnou zménou je vyrazny pokles molarni vodivosti po piekonani CMC.

Na kiivce rozpustnosti tenzidu se Krafftiv bod rovna teplote, pii které je dosazeno kritické
micelarni koncentrace. Pti nizkych teplotach je rozpustnost (koncentrace nasyceného roztoku)
mensi nez CMC a nemiize dochazet ke vzniku micel. Pii dosazeni Krafftovy teploty se
rozpustnost tenzidu rovna CMC. Tvorba micel je tedy ovlivnéna nejen koncentraci tenzidu, ale

také teplotou.

2.2.2.2 Solubilizace
Solubilizace je jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti micel. Jedna se o proces, kdy jsou
molekuly latky, v daném rozpoustédle jinak nerozpustné, zaclenovany do struktury micel, a tak
ptevadény do roztoku. Nepolarni latky se zacleniuji dovnitf micely, zatimco polarni jsou
solubilizovany pti povrchu micely. Latky s polarni i nepolarni skupinou se do struktury micely

zaclenuji obdobné jako samotny surfaktant, polarni ¢asti fetézce ven a nepolarni dovnitt.

Nepolarni molekula

2%, R
a%e s

Micela \

Polarni molekula

Obrazek 3: Solubilizace

Solubilizaci vznika koloidni disperze a nikoliv pravy roztok. Z toho vyplyva, Ze se jedna o d¢j
probihajici pouze nad kritickou micelarni koncentraci tenzidu, kdy jsou molekuly
solubilizované latky zaclenény do struktury micel a nenachéazeji se volné v disperznim
prostiedi [14]. V dusledku solubilizace dochazi ke zvétseni hmotnosti micel, a to nejen kvili
piritomnosti molekul solubilizované latky, ale také proto, Ze na zformovani micely je potieba

vice molekul tenzidu [14].

Solubilizace se vyuziva pii CiSténi povrchil (detergenty), vV chemickych a farmaceutickych

vyrobach (micelarni katalyza) a v mnoha dalsich primyslovych odvétvich.
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2.3 Metody

2.3.1 Diferené¢ni skenovaci kalorimetrie

Vsechny chemické, biologické 1 fyzikalni procesy vedou k uvolnéni nebo spotieb¢ tepla, proto
se kalorimetrické metody zabyvaji méfenim tepla béhem téchto procest. Jednotlivé metody
mohou byt rozdéleny na zaklad¢ principu méteni, konstrukce nebo zplisobu provozu (titracni,

prutokové, skenovaci, statické) [15].

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC), nebo také diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie, je
nejvyuzivangjsi metodou termické analyzy, pti niz se zkoumaji prechody ¢i procesy indukované
ve vzorku zmeénou teploty. Tato metoda se vyuziva ke stanoveni fazovych piechodi
biologickych molekul [16]. V ptipadé proteint 1ze pomoci DSC zjistit teplotu denaturace, ktera
vyjadiuje termodynamickou stabilitu proteinu. Pfi pfechodu z nativniho do denaturovaného
stavu dochazi ke zvyseni tepelné kapacity. Zména tepelné kapacity je zptisobena tim, Ze béhem
rozvoliiovani struktury jsou bocni fetézce, které v nativnim stavu nebyly v kontaktu

s rozpoustédlem, vystaveny rozpoustédlu a hydratovany.

2.3.1.1 Princip méreni DSC kalorimetrem
Princip méfeni spociva v konstantnim ohfivani/chlazeni dvou meéficich cel, z nichz jedna
obsahuje rozpoustédlo a oznacuje se jako referencni, a druh4 obsahujici vzorek v daném

rozpoustédle se oznacuje jako vzorkova.

Kalorimetr pomoci nékolika senzorti méti teplotni rozdil mezi referen¢ni a vzorkovou celou,
které jsou béhem méfeni zahfivany/ochlazovany konstantni rychlosti. Vyméné tepla s okolim
brani izolacni plast, ktery uvniti udrzuje pro obé& cely stejné podminky a brani vlivu vnéjsiho
prostiedi. Ve vzorkové cele dochdzi k procesu indukovanému zménou teploty, a tudiz
k absorpci (endotermni proces), nebo emisi (exotermni proces) tepla, tim vznika teplotni rozdil
mezi celami. Pfistroj se pomoci ohfivaci snazi tento rozdil okamzité kompenzovat a teploty cel

vyrovnat. Pti denaturaci dochézi k absorpci tepla a jedna se tudiZz o endotermni proces.
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Obrazek 4: Schéma DSC kalovimetru:1) plnici kapilary; 2) Peltierovo zarizeni; 3) Vzorkova cela;
4) Referencni cela; 5) Ohrivace, 6) zdakladna; T) Draty tepelnych senzorii; 8) Adiabaticky ochranny
obal [17]

Vysledkem méteni je kiivka zavislosti tepelné kapacity (Cp) na teploté (T) znazoriujici pik
absorpce tepla, ktery se nasledné integruje, aby poskytl hodnoty entalpie (AH) a teploty
tani (denaturace) (Tm), je mozné ji také obecné oznacit jako stiedni teplotu pfechodu. Vysledna

zavislost a obé€ veli€iny jsou zndzornény na Obrazek 5.

T m

Cp (kJ/mol/K)

T T T I T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90

Temperature (°C)

Obrazek 5: Vysledek méreni na DSC
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Teplotou denaturace (Tm) se rozumi teplota, pii které zdenaturovalo pravé 50 % proteinu
ptitomného ve vzorku. V grafu je to teplota odpovidajici stiedu vrcholu piku. Paty piku
odpovidaji teploté, kdy se protein zacal rozvijet a teploté, kdy je zdenaturovany jiz veskery
protein ve vzorku. Teplota denaturace popisuje stabilitu proteinu, ¢im je vyssi, tim je protein
stabilnéjsi [18].

Entalpie denaturace (AH) je termodynamicka veli¢ina popisujici mnozstvi tepla, které Si
soustava (vzorek) vyméni s okolim béhem daného procesu, vtomto piipadé se jedné

o0 denaturaci. Jeji hodnotu lze zjistit z plochy pod ki#ivkou denatura¢niho piku [18].

V této praci byl vyuZit kalorimetr PEAQ-DSC (Malvern, USA), jehoz méfici cely maji tvar
stocenych kapilar a umoznuji tudiz pouze méteni kapalnych vzorka s viskozitou blizkou vode¢.

U viskoznéjsich vzorka by dochazelo ke komplikacim pii davkovani.

2.3.2 Infracervena spektroskopie

Spektroskopické metody studuji interakce latek s elektromagnetickym zafenim. Jejich
prostfednictvim lze z mnozstvi emitovaného nebo absorbovaného zéieni popsat strukturu
studované latky. Spolu s UV-VIS spektroskopii patii IR spektroskopie mezi metody optické
spektroskopie, na rozdil od UV-VIS se ale nezabyva energetickymi pfechody elektronti, nybrz
vibra¢nimi a rota¢nimi stavy molekuly. Mezi vibra¢ni metody patii kromé IR spektroskopie
také Ramanova spektroskopie. IR @ Ramanova spektroskopie jsou komplementarni metody,

nebot’ vibrace viditelné v IR spektrech nejsou viditelné v Ramanovych spektrech a naopak [19].

Princip infracervené spektroskopie spo¢iva v interakci infracerveného zateni se studovanou
latkou. Kazdy atom ¢i skupina atom v molekule vibruje kolem své rovnovéazné pozice
a absorpci infracerveného zareni dochazi ke zméné¢ vibra¢niho ¢i rota¢niho stavu, coz se projevi

na délce vazby mezi atomy.

Infradervené zafeni spadd do oblasti 14000 —20 cm™ a podle energie se déli na tfi
oblasti: blizkou (14000 — 4000 cm™), stfedni (4000 —400 cm™) a vzdalenou (400 — 20 cmY),
pii¢emz pro méfeni spekter se vyuziva stiedni oblast [20]. Tuto oblast je jeSté mozné rozdélit
na dvé podle typu vibraci. Oblast valen¢nich vibraci (4000 — 1500 cm™) obsahuje pasy
charakterizujici funkéni skupiny ¢i typy vazeb. Oblast v rozmezi piiblizng 1500 — 500 cm™ se
oznacuje jako oblast otisku prstu, V této oblasti nejsou spektra Zadnych dvou latek identicka

a vyuziva se proto k identifikaci latek [20].
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P#i studiu proteinti je nejvyznamnéj$im pasem Amid | (1700 — 1600 cm™), ktery odpovida
vibraci C=0 skupiny v peptidové vazbé [21]. Po derivaci tohoto piku je mozné zjistit zastoupeni

jednotlivych prvkl sekundarni struktury.

2.3.2.1 Princip méreni IR spektrometrem s Fourierovou transformaci
FTIR spektrometry jsou v soucasné¢ dobé nejpouzivanéjsi, protoze umoznuji méfit s lepSim
rozliSenim a za krat$i Cas. Jejich nejvétsi vyhodou oproti jinym IR spektrometrim je, ze
nevyuzivaji monochromatické zareni, ale signal dopadajici na detektor je souctem vsech
moznych interferenci pii vSech frekvencich [22]. Kazdy zaznamenany interferogram tak

obsahuje veskeré spektralni informace.

[ Jlas
[ =
Zdroj ‘
.— Interferometr Déli¢ () Pohybli‘é zreadlo
Zdroj paprski . ]
—> W
Vzorkovaci .
prostor Elj Vzorek
Detcktor [ 10 1
|

Pocitac @— 5 Interferometr

Obrazek 6: Obecné schéma FTIR spektrofotometru a interferometru

Klasicky monochromator je v tomto ptfipadé nahrazen Michelsonovym interferometrem, jehoz
hlavnimi soucastmi jsou déli¢ paprski a dvé zrcadla, z nichz jedno je pevné a druhé
pohyblivé [22]. Zdroj emituje spojité IR zafeni, které v interferometru dopada na déli¢ paprskt
a je rozdéleno na dva identické paprsky. Kazdy paprsek dopada na jedno ze zrcadel a je odrazen
zpét na déli¢ paprski, kde se opét spoji dohromady, ¢imz vznikaji interference vinéni. Tyto
interference jsou ovlivilovany polohou pohyblivého zrcadla. Paprsek vychazejici
z interferometru je pak odrazen do vzorkovaciho prostoru, kde interaguje se vzorkem a dopada
na detektor. Signal detektoru je v pocitaci davan do souvislosti s polohou pohyblivého zrcadla

kontrolovanou pomoci laseru.
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Vysledny interferogram je nasledné pomoci Fourierovy transformace pieveden na spektrum,
které miize mit na ose y vynesenou transmitanci (T), absorbanci (A) nebo reflektanci (R) a na
ose X vlnocet ¢i vinovou délku. Transmitance je definovana jako pomér intenzity zafeni
proslého vzorkem (1) ku intenzité zaieni vychazejiciho ze zdroje (lo) a vyjadiuje tedy mnozstvi
zaifeni proslého vzorkem. Absorbance vyjadiuje mnozstvi zafeni pohlceného vzorkem
a definuje se jako dekadicky logaritmus pfevracené hodnoty transmitance. Reflektance popisuje
mnozstvi zafeni odrazeného vzorkem. Jelikoz je zavislost energie na vinové délce (A)

logaritmicka, vyuziva se ¢astéji vinocet (v), coZ je pfevracena hodnota vinové délky.

0.025 - Amid |
:

0.020
0.015+

0.010

Absorbance

0.005 -

0.000 -

T T | T I T 1
500 1000 4500 2000 2500 3000 3500 4000
Wavenumber, sm™

Obrazek 1: Spektrum BSA ve stiedni oblasti IR [23]

Podle typu vzorku a narokl na informace ziskané ze spektra je mozné pro méteni zvolit rizné
méfici techniky, z nichZ nasledujici Ctyfi jsou nejcastéjsi: transmisni techniky (vhodné pro
vSechna skupenstvi), ATR (vhodna pro pevné a kapalné vzorky), spekularni reflektance (pro
tenké filmy) a difuzni reflektance (pro praskové materialy) [24]. Pfi méfenich metodou FTIR

obecné byva problém s vodnymi roztoky, nebot’ voda siln¢€ absorbuje IR zafeni [25].

Pii méfeni byla v této praci vyuzita technika zeslabené uplné reflektance (ATR). Pfi této
technice paprsek prochazi skrze krystal s vysokym indexem lomu a dopada na vzorek s nizkym
indexem lomu, pii ur¢itém uhlu dopadu je pak v podstaté veskeré zateni odraZzeno zpét a za
téchto podminek pronikd Cast energie nékolik mikrometrit pod povrch vzorku ve formé

evanescentnich vin [26],[27]. Vznikem evanescentnich vin dochazi k zeslabeni intenzity zateni.

21



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Jak jiz bylo zminéno, albumin je velmi dobfe prozkoumany protein praveé proto, ze se pouziva
jako model pii nezmérné spousté studii. Je znamo nejen potadi aminokyselin Vv jeho fetézci,
molekulova hmotnost ¢i struktura, ale také jeho chovani a konformace v nejriiznéjSich
prostfedich a to, jak se méni vlivem fyzikalnich ¢i chemickych faktor. Studuje se jeho
schopnost vazat a transportovat rizné typy 1é¢iv ¢i tvotit vezikularni systémy obsahujici 1é¢ivo.
Probihaji i studie imunologickych vlastnosti albuminu [8]. V této Siroké Skale studii neni

s podivem, Ze i prub¢h denaturace albuminu je velmi podrobné prozkoumanou oblasti.

3.1 Studium denaturace prostiednictvim metody DSC

V roce 1984 se skupina ruskych védcl kolem z Leningradskeé statni univerzity zabyvala vratnou
a nevratnou tepelnou denaturaci RNAazy, katalazy a BSA. Dokazali, Ze teplota denaturace
zavisi na rychlosti ohievu a roste s vyssi koncentraci proteinu. Dale zjistili, Ze na ni bude mit

vliv i pH a iontova sila [28].

Hlavnim zdrojem pro tuto praci v oblasti kalorimetrie byl ¢lanek italskych védct z roku 1997,
kteti se zabyvali vlivem pH, iontové sily a koncentrace SDS na tepelnou denaturaci BSA.
V ramci své studie dokazali, ze denaturace albuminu probihd ve dvou krocich. Experiment
probihal v rozsahu pH 6 — 8, v tomto rozmezi byl dokazan nartst teploty denaturace s rostouci

teplotou. Obdobné teplota denaturace rostla i s rostouci iontovou silou a koncentraci SDS [29].

Z pace A. Michnika z roku 2004 vyplyva, ze tvar kalorimetrické kiivky vyznamné ovliviiuje
pritomnost mastnych kyselin. V jejich pfitomnosti je patrny pouze jeden pik pii teploté
piiblizné 69 °C. Oproti tomu u ¢istého albuminu jsou piky dva piiblizné v okoli teplot 56 °C
a 69 °C [30]. Vyznamnym poznatkem je predevsim skutecnost, ze tyto dva piky neznamenaji
dvoukrokovy mechanismus denaturace, ale spiSe vzajemn¢ nezavislou denaturaci subdomén,

které se tedy pravdépodobné chovaji jako dvé nezavislé strukturni jednotky [30].

V soucasné dobé se metoda DSC vyuziva ke studiu schopnosti albuminu vazat 1é¢iva a ke

kvantifikaci této interakce [31].
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3.2 Studium denaturace prostiednictvim metody FTIR

Tym italskych védcli se zabyval studiem agregace hovéziho albuminu vlivem teploty pii
rozdilnych hodnotach pD (vzorek byl ptipraven v D20) s vyuzitim metody FTIR a metod
rozptylu svétla. Vzorky zahraté na teplotu 58 °C vykazovaly tendenci tvofit malé agregaty pii
extrémnich hodnotach pD a vétsi riznorodé agregaty pii hodnotach blizkych izoelektrickému
bodu. Zahtivanim dochazi k ubytku struktur o — Sroubovic, naopak se objevuje vice struktur
B —listh, které iniciuji intermolekuldrni interakce, ¢imz vznikaji agregaty. Pti rozdilnych

hodnotach pD se lisi poc¢atecni stav proteinu [32].

Japonské védkyné studovaly pomoci metody FTIR zmény v sekundarni struktufe hovéziho
albuminu zpiisobené zahtivanim v rozmezi 25 — 90 °C pti pD 5,4. Zjistily, Ze zahfivanim nad
70 °C dochazi ke vzniku intermolekularnich B-listd a tim ireverzibilni denaturaci. Ovsem jesté

pfi teploté piiblizné€ 0 17 °C niz8i dochazi k denaturaci kratkych tsekt spojujicich domény [33].

V praci z roku 2019 se védci zabyvali vlivem rtiznych faktorti na denaturaci lidského albuminu.
Z prace vyplyva, Ze v alkalickém prostiedi je denaturace intenzivngj$i, oproti neutralnimu ¢i
kyselému prostiedi je ve vysledné struktufe vice ndhodnych struktur. V kyselém a neutralnim
prostiedi pifevazuji po denaturaci ve struktufe intermolekularni B — listy. Spole¢nym znakem
pro vSechna prostiedi je ubytek a — helixi, ktery je ale nejintenzivnéjsi v alkalickém prostiedi.

V neutralnim prostfedi klesne zahtatim na 90 °C mnozstvi a — helixt ptiblizné o polovinu [34].

3.3 VIliv surfaktanti na BSA

V ¢lanku zvetejnéném v roce 2010 autofi popisuji vliv koncentrace kladné nabitého CTAB na
lidsky sérovy albumin pii riznych hodnotach pH [35]. Podobnou napli experimentu méli
I autofi ¢lanku z roku 2020 s tim rozdilem, Ze pouzili zaporné nabity SDS [3]. Z obou ¢lanki
vyplyva, Ze pH ma na interakci proteinu se surfaktanty vyznamny vliv, pfedev§im proto, Ze
Vv zavislosti na pH se méni naboj proteinu. Maji-li protein a surfaktant opa¢ny naboj, projevi se
veétsi mérou elektrostatické interakce a denaturace je intenzivngjsi [3],[35]. ZvySovanim
koncentrace surfaktantu dochazi k postupnému rozvoliovani struktury proteinu, pfedevsim
vlivem hydrofobnich a elektrostatickych interakci, az po dosazeni kritické micelarni
koncentrace, kdy bylo pozorovano castecné opétovné sbaleni proteinu [3],[35]. Pridavkem
4 mM CTAB bylo dosazeno nejvyssiho stupné denaturace a vyssi koncentrace jiz na protein

nemély vliv [35].
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Byl studovan také rozdil vlivu surfaktant( s jednim a se dvéma fetézci. Studie prokazaly, ze
takzvané gemini surfaktanty zpdsobuji mnohem intenzivnéj$i denaturaci nez surfaktanty
S jednim fetézcem. Maji niz$i kritické micelarni koncentrace a zaroven vyssi vazebné konstanty
viaci BSA nez ma naptiklad DTAB [36],[37]. Z vysledku vyplyva, Ze K vyssi intenzité
denaturace prispiva i délka fetézce a vyssi pocet hydroxylovych skupin [36],[37].

Na institutu v Aténach se zabyvali interakcemi BSA skladn¢ nabitymi vezikuly
modifikovanymi hyaluronanem sodnym. Navazanim hyaluronanu doslo ke zméné naboje na
povrchu dvojvrstvy, ovSem i piesto interagoval albumin mnohem silnéji s modifikovanymi

vezikuly nez s kladn¢ nabitimi vezikuly DDAB [38].

Esencidlni pro porozuméni vlivu surfaktantii na strukturu proteinu je ¢lanek z lonského roku
popisujici struktury vzniklé interakcemi mezi BSA a smési kladné a zaporné nabitych
surfaktantt. Je-li jedna ze slozek smési ve vyznamném piebytku, protein se vlivem surfaktant
rozpléta a vznikd struktura pfipominajici perlovy nahrdelnik, kdy jsou micely navazany na
rozpleteny polypeptidovy fetézec [39]. Pii hodnoté molarniho zlomku jedné ze sloZzek ptiblizné
X =0,3 tvoii molekuly surfaktantu valcovité utvary, kolem kterych se omotava vlédkno
proteinu [39]. V ekvimolarni smési vznikaji vezikuly, do jejichz dvojvrstvy je zakomponovan
fetézec albuminu [39]. V nepfitomnosti albuminu vznikaji zvySovanim koncentrace nejdiive
elipsoidni micely, potom valcovité micely nasledované vezikuly a v ekvimolarni smési vznikaji

multilamelarni vezikuly, které v pfitomnosti albuminu nebyly pozorovany [39].
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4 CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo prostudovat proces denaturace modelového proteinu za
ruznych podminek s vyuzitim nékolika k tomu vhodnych metod, porozumét principu téchto
metod a zplsobu vyhodnocovani ziskanych dat a naucit se zachazet s nékterymi pfistroji
vyuzivanymi pfi téchto metodadch méteni. Pro splnéni tohoto cile bylo nutné nejdiive provést
literarni reSer$i, na jejimz zakladé byly zvoleny metody a modelovy protein a navrzeny

podminky experimentt.

Jako modelovy protein byl zvolen hovézi albumin (BSA), ktery by diky své struktufe mél
béhem denaturace umoznit pozorovani dvou ptechodu. Z literarni reSerSe vyplynulo, ze pii
studiu denaturace se nejcastéji pouzivaji kalorimetrické a spektroskopické metody, poptipadé
metody rozptylu svétla. Kalorimetrické metody se vyuzivaji ke stanoveni stability proteinu,
pomoci spektrofotometrickych metod lze studovat zmény struktury a diky rozptylu svétla lze
zjistit velikost agregati zdenaturovaného proteinu. Jako zastupce kalorimetrickych metod byla
zvolena diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC), ze spektroskopickych metod byla vybrana

infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR).

Prace by méla poskytnout soubor dat z riznych metod popisujici chovani BSA béhem tepelné
denaturace v rizném prostiedi, a to piehledné na jednom misté. Prace by tak méla shrnovat

Vv soucasnosti znamé informace o tepelné denaturaci albuminu.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie
e Hovézi sérovy albumin, Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich
e Deionizovana voda
e Oxid deuteria (t€zka voda), Sigma-Aldrich
e Kyselina citronova — bezvoda, Mr = 210,14
e Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, Mr = 177,989
e Dimethyldioktadecylammonium chlorid (DODAC), Mr = 582,5

5.2 Pouzité pristroje a pomicky
e pH metr
e MicroCal PEAQ-DSC kalorimetr, MALVERN
e Nicolet iS50 FT-IR spektrometr, THERMOFISHER

5.3 Priprava zasobnich roztoki a vzorku

5.3.1 Priprava pufru

Nejdiive byly ptipraveny zasobni roztoky 0,2 M (mol/dm?) fosfore¢nanu disodného a 0,1 M
kyseliny citronové. Vypoctené navazky obou latek byly v podobé krystalkti navazeny na
analytickych vahach, nasledné pievedeny do odméré banky a doplnény po rysku
deionizovanou vodou. Roztoky byly umistény na magnetickou michac¢ku a michany do uplného

rozpusténi pevné slozky.

Pomoci pipety byly roztoky smichany v takovych pomérech, aby bylo docileno pH 3,6; 4,6;
5,6; 7 a 8 [40]. Ptipravené pufry byly prométeny pH metrem a v ptipadé potieby bylo pH
upraveno piidavkem fosforecnanu disodného nebo kyseliny citronové. lontova sila pufr

nebyla nijak upravovana.

5.3.2 Priprava vzorku hovéziho albuminu

Navazka krystalického BSA byla navazena na analytickych vahach s pfesnosti na Ctyfi
desetinnd mista pfimo do odmérné banky a doplnéna po rysku deionizovanou vodou, pufrem
nebo tézkou vodou. Vzorek byl nasledné¢ michan na magnetické michacce do uplného

rozpusténi pevné slozky. Mezi métenimi byly vzorky uchovavany v lednici.
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Zasobni roztoky DODAC o rizné koncentraci byly pfipraveny rozpu$ténim navazky pro
nejvyssi koncentraci Vv deionizované vodé. Vsechny ostatni koncentrace byly pfipraveny
fedénim tohoto roztoku. Ptipravené roztoky o rtiznych koncentracich byly nakonec smichany

s roztokem BSA o koncentraci 2 g/l v poméru 1:1.

Vzorek BSA s vezikulami dvoufetézcového kationtového tenzidu DODAC byl piipraven
smichanim roztoku BSA o koncentraci 2 g/l s 1 mM roztokem vezikul (jednalo se o modelovy

roztok, ktery nebyl pfipraven autorkou prace).

Vzorky BSA v tézké vodé pro méfeni FTIR byly zahifivany v piedehfaté vodni lazni na
magnetické michacce s ohfevem Vv rozmezi teplot 45 — 80 °C po dobu 20 minut. Po ohtati byly
vzorky zchlazeny proudem studené vody, aby byla zastavena denaturace, ale piedevsim proto,

aby nedoslo k poskozeni krystalu pfi méfeni.
Ptipravené vzorky:

e BSA1lg/lvpufruopH=3,6;4,6;56;7a8

e BSA 1 g/l v deionizované vodé

e BSA1g/lvtézké vodé

e BSA 1 g/l vroztoku DODAC v molarnim poméru: 1:100; 50; 25; 12,5; 10; 5; 2,5a 1,25
e BSA1 g/l vroztoku vezikul (DODAC) 0,5 mM

e BSA 100 g/l v t&7ké vodg (D20)
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5.4 Prace s MicroCal PEAQ-DSC kalorimetrem

Me¢éteni denaturacni teploty probihalo na ptistroji MicroCal PEAQ-DSC. Piistroj je vybaven
celami ve tvaru stoCenych kapilar a je tudiz vhodny pro méfeni entalpie (AH) a teploty (Tm)
tepelné¢ indukovanych strukturnich pfechodii molekul proteini a dalSich biopolymera

V roztocich s viskozitou blizkou vodé.

Obrdzek 8: Popis soucasti kalorimetru MicroCal PEAQ-DSC: 1) Odsdvac; 2) Odpadni lahev; 3) Filtr;
4) Pipeta na 250 ul; 5) Télo pristroje obsahujici mérici cely; 6) Koncovka vakuového odsdvace;
7) Zavitova ndsadka kryjici davkovaci otvory; 8) Nastavec pro cistént; 9) Uzaviraci kohout [17]

Me¢fteni bylo provadéno v rozsahu teplot 25-90 °C, s rychlosti ohfevu 90 °C/hod a chlazeni
60 °C/hod. Vzdy byly métfeny 3 cykly ohiev—chlazeni s pufrem ¢i vodou v obou celach, a poté
byl pufr ve vzorkové cele nahrazen vzorkem, ktery byl méfen za stejnych podminek. Referenéni
cela byla naplnéna pufrem o vybraném pH a vzorkova roztokem BSA o koncentraci 1 g/l
v daném pufru. Prvni 3 cykly, kdy je méten pufr proti pufru, poskytuji baseline, ktera je pii
naslednych upravach odectena od signalu vzorku. K#ivky téchto méfeni by se v idealnim
piipadé mély piekryvat a nemély by na nich byt Zadné vyraznéjsi piky, mensi vykyvy mohou
byt zpiisobeny vznikem bublin a jsou pro méfeni nezddouci. VétSinou se pti vyhodnoceni jako

baseline voli signal posledniho cyklu.
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Surova data z méfeni jsou ve formatu zavislosti tepelného toku na teploté, ptipadné tepelné
kapacity na teplot¢ (po zadani koncentrace vzorku). Pfi vyhodnocovani se pomoci
vyhodnocovaciho programu odecte signal pufru od méfeného vzorku a timto zptisobem se ziska
denaturaéni pik. Signal pufru je zvolen jako baseline a jeho pocateéni tepelné kapacité se ptifadi
hodnota nula, je tak docileno lepsiho rozliseni. Vyhodnoceni piku spoc¢iva predev§im v urceni
stiedni teploty (Tm) (stfed vrcholu piku), ktera odpovida teploté, pii které zdenaturovala
polovina méfeného vzorku, a plochy piku, coz je hodnota entalpie (AH) spojena s méfenym

piechodem. Pro tcely této prace byla vyhodnocena pouze teplota denaturace.

Cisténi kalorimetru probihalo pfed a po kazdém méfeni promytim piiblizné 200 ml

deionizované vody.

5.5 Prace s Nicolet iS50 FT-IR

Méfeni infracervenych spekter probihalo na spektrometru Nicolet iS50 FT-IR metodou ATR
s krystalem diamantu. Tento pfistroj umoznuje rychlé a jednoduché méteni spektra od vzdalené
infracervené oblasti po viditelné svétlo. Podminkou pro uspé$né métenti je, ze vzorek musi byt

V neustalém kontaktu s krystalem, proto je metoda vhodna pro pevné a kapalné vzorky.

Obrdzek 9: Spektrometr Nicolet iS50 FT-IR
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Meéfeni probiha tak, Ze se na krystal nanese drobné mnozstvi vzorku, naptiklad kapka roztoku,
tak aby byl po celou dobu v kontaktu s krystalem a méfeni neovliviiovaly tieba bublinky
vzduchu. Pro zpfesnéni méteni je nutné nejdiive provést méfeni pozadi, kterym je normalné
vzduch nebo tézka voda. Odeétenim signalu pozadi od zkoumaného vzorku se ziska vysledné

spektrum.

Béhem par vtefin je mozné ziskat infradervené spektrum vzorku, v tomto spektru je nutné
vybrat vhodné piky. Pro studium denaturace proteini by takovymi vhodnymi piky byly Amid |
odpovidajici vibraci C=0 skupiny a Amid Il odpovidajici vibraci vazby N — H, které jsou obé
ptitomné v peptidové vazbg. Obecné se ale vyuzivd pouze Amid I. Ktomuto piku ve
skute¢nosti prispiva veétsi mnozstvi piktl zastupujicich jednotlivé formy sekundarni struktury.
Dekonvoluci Amidu I je tedy mozné stanovit zastoupeni jednotlivych forem sekundarni

struktury ve vzorku.
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Obrdzek 10: Dekonvoluce Amidu | [41]
Vzorky albuminu byly méteny ve formé roztoku v D20, poté, co byly 20 min zahiivany ve
vodni lazni predehiaté na zvolenou teplotu. Tézka voda byla pouzita, aby se zabranilo zastinéni
piku Amidu I pikem vody, ktera ve stejné oblasti siln¢ absorbuje, zatimco u té¢zké vody je tento

pik mirn€ posunuty.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Vysledky méreni DSC

Pro studium denaturace albuminu se jako prvni metoda nabizi DSC, nebot’ je to metoda Siroce
vyuzivana pfi zkoumani stability proteini. OvSem v soucasné dobé se vétSina studii vénuje
spise zkoumani stability albuminu po interakci s 1é¢ivem ¢i jinou latkou, a nasledné stanovuji
jeho vazebnou konstantu viici dané latce. VEtsi procento studii zabyvajicich se albuminem se
zamétuje spiSe na lidsky albumin nez na hovézi. Je nutno podoktnout, ze denatura¢ni chovani
se u albumini od riznych druht Zzivocicht lisi.

DSC umoznuje stanovit Tm vSech naméfenych piechodl, coz je vyhodou oproti vétSing
alternativnich metod, které dokazi stanovit pouze prvni, nebo nejvyraznéjsi prechod. V piipade

této prace, kdy je predmétem studia BSA s dvéma piechody, je tedy DSC idealni volbou.

6.1.1 VIiv rozpoustédla (rozdil mezi vodou a fosfatovym pufrem)

Nejdiive bylo provedeno méteni BSA (1 g/l) v deionizované vodé. Vzhled k tomu, Ze u prvnich
dvou méteni byly vysledky ovlivnény pfitomnosti bublin, bylo tfeti métfeni provedeno se
vzorkem po odplynéni. Odplynéni bylo dosazeno vlozenim vzorku na 5 min do centrifuga¢niho
ptistroje Minispin pii 5000 rpm. Odplynéni ovsem mélo na vzorek negativni vliv a pro dalsi

méteni se od n¢j upustilo.
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Obrazek 11: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci BSA v ruznych rozpoustédlech
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Protoze v mnohych pfipadech neni voda idealnim prostiedim, bylo pro porovnani provedeno
I méteni BSA (1 g/l) v pufru o pH 7 a v D20O. Endotermy BSA ve vod¢ a v pufru se piekvapiveé
nepiekryvaji, ale jsou V podstaté zrcadlové obracené. 1 kdyz je v obou piipadech Tm
dominantniho piechodu Vv okoli 65 °C, u vzorku ve vod¢ se jedna o druhy, zatimco u vzorku

Vv pufru o prvni piechod, jak je vidét na Obrazek 11.

vvvvvv

k vy$8im teplotam a piky vzorkil s vyssi iontovou silou byvaji vyssi a uzsi. I pfi tomto

experimentu vysel pik vzorku v pufru uzsi a mirné vyssi proti piku vzorku v deionizované vodé.

Pik albuminu v tézké vod¢ se tvarem podoba piku v deionizované vod¢é. Dominantni pfechod
se denaturacni teplotou shoduje se vzorkem ve vod¢, jen prvni méné intenzivni piechod je

posunut mirn¢ doleva k niz$im teplotam.

6.1.2 Vliv pH na tepelnou denaturaci BSA

Po experimentech s vodou byly pfipraveny vzorky BSA v pufrech riznych hodnotach pH a byl
sledovan posun hodnot Tm. Méfeni probihalo v rozmezi pH 3,6 — 8 se stejnou koncentraci BSA
jako pfi pfedchozim méfeni. Vysledky méteni pii vSech zvolenych pH a vodé€ jsou znazornény

na Obrazek 12.
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Obrdzek 12: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci BSA pri riizném pH
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S vyjimkou méfeni pii pH 3,6 jsou u vSech endotermu patrné dva prechody. Lze ptedpokladat,

ze pti tomto pH byl protein jiz do zna¢né miry rozbaleny vlivem odpudivych sil kladného

naboje. S rostoucim pH se zvySuje i stabilita proteinu, pti pH 5,6 se protein nachazi ve formé

N — isomeru a je termodynamicky nejstabilnéjsi, coz dokazuje i nejvyssi hodnota Tm pii tomto

pH (viz. Obrazek 13). Dalsim zvySovanim pH postupné piechazi do B — formy a hodnoty Tm

op¢t mirn¢ klesaji.

80

70

60

??,475:6
724

70,2 69.2

1 65.8 66.6

63.0

2

mpH=3.6
mpH=4.6
pH=5.6
u pH=7
®m pH=8

B voda

Tml Tm?2

Obrazek 13: Stiedni teploty denaturace BSA pri riizném pH

V grafu vyse jsou uvedeny zprimérované denaturacni teploty ze vSech méfeni, vzdy byla

provedena alespon dvé. Nejvyraznéjsi rozdily mezi jednotlivymi pH jsou patrné U Tm1. U Tm2

jiz nejsou rozdily tak markantni. Nejvyssi teploty denaturace bylo dosazeno pti pH 5,6

anejnizsi pii pH 3,6. Nejmensi rozdil mezi teplotou prvniho a druhého piechodu je opét

u pH 5,6 a nejvétsi je u vody (piiblizné pH 7).
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6.1.3 Vliv tenzidu na tepelnou denaturaci BSA

Z reSerse vyplyva, ze dvoutetézcovy kationtovy tenzid by mél mit na zaporné nabity protein
silné denaturalizacni ucinky, a to pfedevsim kvuli pisobeni hydrofobnich a elektrostatickych
sil.

Vliv tenzidu na BSA byl studovan dvéma zpusoby. Pozornost byla nejprve zamétena na vliv
vezikul pripravenych z tenzidu DODAC a nasledné na vliv samotné koncentrace tohoto tenzidu.

Vysledky obou méfeni jsou diskutovany v nasledujicich kapitolach.

6.1.3.1 Interakce BSA s roztokem vezikul
Méfeny vzorek byl pfipraven smichanim zasobniho roztoku BSA a roztoku vezikul
v poméru 1:1, tak ze vysledna koncentrace BSA byla 1 g/l a vezikul 0,5 mM. Prestoze oba
roztoky byly ptivodné ¢iré, jejich smichanim doslo ke vzniku mlééného zabarveni vzorku. Jako

reference slouzila deionizovana voda.
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Obrazek 14: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci BSA v pritomnosti vezikul tenzidu
DODAC

Jiz prvnim vyznamnym poznatkem je, ze BSA Vv pfitomnosti vezikul nedenaturuje, coz plyne
Z toho, Ze bylo mozné namé&fit denaturacni pik. Z grafu je dale patrné, Ze pfidanim albuminu do
roztoku vezikul dochazi k mirnému zvySeni jeho stability. Denaturacni teplota se zvysi

pramérné o 4 °C, nejedna se tedy o nijak zdsadni posun oproti vodnému roztoku.

Bohuzel z kalorimetrického méfeni neni mozné stanovit, jakym zpisobem spolu protein
a vezikuly interaguji. OvSem vzhledem k tomu, Ze se denaturacni teplota ptili§ nezménila, Ize
predpokladat, Ze albumin se nachazi pii povrchu vezikul a ne uvnitf.
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6.1.3.2 Vliv koncentrace tenzidu
Kromé vlivu vezikul byl zkouman i vliv zvySujici se koncentrace tenzidu. V pfitomnosti
jednotetézcovych tenzidu jako SDS nebo CTAB je albumin plné zdenaturovany pii dosazeni

koncentrace 4 mM, u DODAC lze ptedpokladat denaturaci jiz pii nizSich koncentracich.

Byla pfipravena fada vzorkd v molarnim poméru k BSA v rozmezi 1,25:1 —100:1. Vzorky
S nejnizsim molarnim pomérem zistaly Ciré, se zvySovanim koncentrace zacal byt ve vzorcich
pozorovatelny mléény zdkal a u vzorkli v molarnich pomérech 1:10, 1:12,5 a 1:25 doslo

ke vzniku sraZeniny.
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Obrazek 15: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci BSA v pritomnosti tenzidu DODAC
0 nizkych koncentracich

V grafu jsou znazornény niz§i z méfenych koncentraci tenzidu (Obrazek 15). U vysSich
koncentraci jiZ neni mozné urcit denaturacni pik BSA, zato se objevuji piky fazovych prechodi
tenzidu (Obrazek 16). Pii nizkych koncentracich surfaktantu je nejdominantnéjsi denaturacni
pik albuminu, jeho plocha se ovSem s rostouci koncentraci zmensuje, aZ jej nejde v porovnani
s piky fazovych ptechodi rozeznat. Z tohoto trendu vybocuje vzorek v molarnim poméru 1:10,
tedy 0,15 mM DODAC, ktery ma nejvétsi plochu a byly u néj vyhodnoceny dvé denaturaéni
teploty, prvni pii 60 °C a druha pti 76 °C. Mohlo by se jednat o CMC tenzidu v ptitomnosti
BSA, vychazime-li z ptedpokladu, Ze pti dosazeni CMC dojde k ¢astecné renaturaci, jak ve své

praci zminuji Srivastava a Alam [3].
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Molarni pomér 1:12,5 je nejvyssi, u kterého jesté Ize stanovit denaturac¢ni piky albuminu
a pripadaji jim denaturacni teploty 67 °C a 74 °C. Teplota denaturace BSA ve vzorcich s nizsi
koncentraci se pohybuje kolem 64 °C, coz priblizné odpovida denaturacni teploté albuminu ve

vodé a v pufru o pH 7. Nelze tedy mluvit o Zadném vyrazném vlivu na tepelnou stabilitu

proteinu.
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Obrdazek 16: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci BSA v pritomnosti tenzidu DODAC
0 vysokych koncentracich

Tabulka 1: Tabulka denaturacnich teplot BSA v roztoku tenzidu DODAC a pozorovdni chovani roztoku
po smichani obou sloZek

molarni pomér Koncentrace[mM]| Zakal Agregace pik BSA Tm BSA [°C]
1,25 0,019 ne ne ano 63,65
25 0,038 ne ne ano 64,45
5 0,075 ano ne ano 64,01
10 0,150 ano ano ano 60,61 75,87
125 0,188 ano ano ano 67,24 74,07
25 0,375 ano ano ne -
50 0,750 ano ne ne -
100 1,500 ano ne ne -
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6.2 Vysledky méreni FTIR

Metoda FTIR je idealni volbou pro studium struktury molekul. Casto se vyuziva napiiklad pii
kontrole kvality 1é¢iv, nebo ve vyzkumu, nebot’ je velice rychld, pfesna a umoziuje méteni
vzorkl bez pfedchozi Gpravy a ve vSech skupenstvich. Béhem par vtetin poskytuje IR spektrum,
které v sob¢ skryva podrobné informace o typu vazeb v dané latce, navic je charakteristické pro
kazdou molekulu a umoziuje tak identifikaci neznamych latek. Pro lepsi rozliSeni spektra je

vhodné od n&j v programu odecéist pozadi (voda, vzduch aj.).

Pro méfeni metodou FTIR-ATR bylo piipraveno celkem devét vzorkd, osm zahfivanim
ve vodni lazni v rozmezi teplot 45 — 80 °C a jeden ptidanim kapky koncentrované HCI, pro
porovnani tepelné a chemické denaturace. Jako pozadi byla pouzita t€zka voda a roztok tézké

vody s HCI.

UZ od pohledu byl patrny nariist denaturace se zvySujici se teplotou, ¢im vice byl vzorek
zahtivan, tim vyss$i mél viskozitu. Do 65 °C byly vzorky tekuté, ale po ptekroceni této teploty
byly stale viskoznéjsi a pii teplot¢ 80 °C mél vzorek charakter netekouciho gelu. Toto
pozorovani odpovida vysledkim méfeni DSC, kde byla denaturacni teplota BSA ve vodé

stanovena Vv blizkosti 65 °C.

Obdobn¢ vzorek zdenaturovany ptidavkem HCI mél mnohem vyssi viskozitu nez pted

denaturaci, ovSem v tomto piipadé doslo vlivem denaturace i ke vzniku srazeniny. Vzhled

vzorkl je mozné porovnat na Obrazek 17.

Obrdzek 17: Vzorky BSA po denaturaci
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6.2.1 Tepelna denaturace BSA

Na Obrazek 18 jsou znazornéna spektra vSech vzorkd po zahtati, barevné jsou zvyraznéna

piki, oviem zaméfime se pouze na Amid | v oblasti 1700 — 1600 cm™ a piky vody v oblasti

3600 — 3300 cm* a pod hodnotou 1000 cm™.

H
Z
¥a)
2
N=) —80°C
= 80 °C
45°C
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Vinocet [cm™]

Obrazek 18: Vysledna spektra ATR-FTIR analyzy pri zahvivani roztoku BSA v tézké vodé V rozmezi
teplot 45 °C (zelené spektrum) az 80 °C (Cervené spektrum) s krokem 5 °C.

U pikt vody nejdiive intenzita odpovédi klesd, coz souvisi s Ubytkem vody vlivem odpafované

teploty absorbance opét roste, coz bude souviset i s vyssi viskozitou téchto vzorki. Jak vzorek

prechazi do podoby gelu, vaze do své struktury molekuly vody.

Na Obrazek 19 je detail Amidu I, opét jsou zvyraznéna piedevSim spektra maximalni
a minimalni teploty, ov§em barevné jsou odliSena spektra vSech vzorki. Vzhledem k tomu, ze

zmény ve struktuie BSA je mozné piehledné vycist jiz z tvaru piku Amidu I, nebyla provedena

dekonvoluce piku.
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Obrazek 19: Detail piku Amidu 1
Pik Amidu I je ve skutecnosti slozeny z vét§siho mnozstvi drobnéjSich pikl reprezentujicich
jednotlivé struktury. Pfesné zastoupeni jednotlivych struktur v molekule pak lze zjistit

dekonvoluci, pro splnéni ti¢elu této prace ovsem postaci zhodnotit celkovy tvar piku.

Na Obrazek 19 miizeme zietelng pozorovat ibytek a-§roubovic (1660 — 1650 cmt) a piirtistek
intermolekularnich p — skladanych listd (1620 — 1610 cm™). Dale vidime mirny nartst v oblasti
1690 — 1680 cm™, ktery by mél znagit nartist ¢asteéné rozvolnénych ohybi. Narist mnozstvi
neusporadanych struktur neni mozné pozorovat, protoze tento pik se nachazi ptiblizné v oblasti

1650 — 1640 cm™ a zmény v jeho intenzité by bylo mozné pozorovat az po dekonvoluci.

6.2.2 Chemicka denaturace BSA

Pro pozorovani chemické denaturace byla ke vzorku ptidana kapka koncentrované HCI. Doslo
k okamzité denaturaci a v misté kontaktu se vytvofila srazenina. Bylo zméfeno spektrum jak
srazeniny, tak zbylého roztoku.

Spektrum srazeniny oproti spektru roztoku postrada piky vody a dava intenzivnéjsi odpoveéd’

v oblasti Amidu 1, jak je vidét na Obrazek 20.
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Obrazek 20: Vysledna spektra ATR-FTIR analyzy po pridani koncentrované HCI
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Obrazek 21: Detail piku Amidu I a Amidu 11

Na Obrazek 21 mtzeme porovnat rozdily mezi tepelnou a chemickou denaturaci BSA. Uz
na prvni pohled je patrné, ze tvary pikl se lisi, a tudiZ Ze i pribéh denaturace a vysledné
zastoupeni jednotlivych struktur budou odlisné.

Asi nejvyraznéjSim rozdilem je chybéjici pik Amidu II v pfipadé chemické denaturace, jedné
se nejspise o dusledek protonizace. Opét pozorujeme ubytek o — Sroubovic (1660 — 1650 cm™),
ale z tvaru miizeme usuzovat na vétsi zastoupeni neusporadanych struktur (1650 — 1640 cm™)

a p — listl, nez jaké bylo u vzorkl zdenaturovanych vysokou teplotou.
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7 ZAVER
Tato prace byla zaméfena na studium denaturace hovéziho sérového albuminu (BSA) vlivem
teploty, pH a kationtového tenzidu (DODAC). Soucasti bylo také zkoumani vlivu rtiznych

rozpoustédel o blizkém pH a studium interakce BSA s kladné nabitymi vezikuly.

Hlavni ¢ast méfeni byla zmétena za vyuziti metody diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC),
kterou byla méfena denaturacni teplota proteinu pii riznych hodnotdch pH a koncentracich
tenzidu. Nejveétsi odolnost viaci tepelné denaturaci vykazoval hovézi sérovy albumin pii pH 5,6,
se ukazalo, ze pridavek ptipravku DODAC nema na teplotu denaturace vliv, ovSem samotny
tenzid je denaturacnim ¢inidlem a pii koncentraci 0,375 mM je jiz protein natolik zdenaturovan,
7e jeho teplotu denaturace nelze pomoci DSC zméfit. Navzdory tomu ma ale piidavek vezikul

tohoto tenzidu o koncentraci 0,5 mM na protein slabé protektivni G¢inky.

Pro studium zmén sekundarni struktury byla pouzita metoda ATR-FTIR. Nejdiive byla méfena
spektra vzorkt vystavenych zvySujici se teploté, ktera méla doplnit vysledky méfeni metodou
DSC. Ze spekter vyplyva, ze mezi teplotami 65 °C a 70 °C dochazi v molekule BSA
k vyznamné strukturni zmén¢, zpusobujici zvyseni viskozity a mnozstvi navazané vody. Tyto
zaveéry souhlasi s vysledky DSC, nebot’ stfedni denaturacni teplota albuminu stanovena touto
metodou také spadd do tohoto rozmezi teplot. Po piekroceni teploty 65 °C také dochazi
K nejvétsimu nartistu mnozstvi B-listd. Obecné plati, ze se zvySovanim teploty klesa mnozstvi
o — Sroubovic a naopak pfibyva intermolekularnich B — listil, které napomahaji vzniku gelové

struktury.

Dale byla studovana chemické denaturace albuminu po pfidani kapky HCI. Obdobné jako pfti
denaturaci teplotou doslo k ubytku a-Sroubovic a nartistu mnozstvi f§ — listl. Kromé& toho doslo
ale jest¢ k vymizeni celého piku Amidu II. Celkové lze tedy kyselinu povazovat za silngjsi

denatura¢ni ¢inidlo nez vysokou teplotu.

V piipadé dalsiho zkoumani by bylo vhodné zaméfit se na studium interakci tenzidu DODAC
s BSA, napiiklad metodou titracni kalorimetrie nebo prostfednictvim metod rozptylu svétla. Pti
studiu chemické denaturace metodou ATR-FTIR by bylo zadouci provést méfeni i S vyuzitim

nizsich koncentraci HCI.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A Absorbance
ATR Zeslabend plna reflektance
BSA Hovézi sérovy albumin
CMC Kritick4 micelarni koncentrace
Cp Tepelna kapacita
CTAB | Cetyltrimethylammonium bromid
D-O Tézka voda
DDAB | Didecyldimethylammonium bromid
DODAC | Dioleyldimethylammonium chlorid
DSC Diferencidlni skenovaci kalorimetrie
DTAB | Dodecyltrimethylammonium bromid
FTIR InfraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
H20 Voda
HCI Kyselina chlorovodikova
HSA Lidsky sérovy albumin
I Intenzita zareni
IR Infracerveny/a/é
pD Zaporny dekadicky logaritmus koncentrace iontl deuteria
pH Zaporny dekadicky logaritmus koncentrace iontl vodiku
R Reflektance
SDS Dodecylsulfat sodny
T Transmitance
Tm Stiedni teplota denaturace
UV-VIS | Ultrafialova a viditelna oblast zafeni
AH Entalpie
VInova délka
\ VInocet
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