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Abstrakt

V predlozené bakalaiské préaci byla experimentdlné ovéfena moznost
rozsifeni dlohy pro pokrocilé biochemické praktikum, tematicky zaméfené na
studium vazby nizkomolekularni latky (barviva) na makromolekulu albuminu.

Uloha snéazvem: ,Vazba bromfenolové modii na sérovy albumin” ma
pomoci studentiim v pochopeni zakladnich metod pro studium vazby liganda na
protein a stechiometrie komplexu. Vazba barviva na protein je zkoumana pomoci
Jobova a nové i Scatchardova vynosu.

Po optimalizaci podminek byl vytvofen novy navod, ktery je pfilohou této

prace.

Kli¢ova slova: Bromfenolova modt, sérovy albumin, interakce ligandd s proteiny,

laboratorni tlohy z biochemie

Abstract

In this Thesis, we studied the possibilities of an enlargement of the existing
practical task in the Advanced practical course in biochemistry I, dealing with
interaction of a dye (bromophenol blue) with serum albumin. Experimental
protocol was proposed and tested, allowing the inclusion of Scatchard plot (in

addition to the previously used Job plot).

As part of the Thesis, the new protocol for students is presented, which may
help them to understand the most used approaches for studying the stoichiometry

of protein-ligand complexes.

Key words: Bromophenol blue, serum albumin, protein-ligand interactions,

practical course in biochemistry
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Seznam pouzitych zkratek

ASA - Aspirin

BPB - Bromfenolova modf
BSA - Hovézi sérovy albumin
CD - Cirkularni dichroismus

cDNA - Deoxyribonukleovd kyselina DNA ziskand umeélym pfepisem mRNA
reverzni transkripci

DFP - Diisopropylfluorofosfat

DNA - Deoxyribonukleova kyselina
FA - Mastné kyseliny

HSA - Lidsky sérovy albumin

IR - Infracervena spektroskopie
NMR - Nukledrni magneticka resonance
ORD - Opticka rota¢ni disperse

RNA - Ribonukleova kyselina

UV - Ultrafialova spektroskopie



Uvod

Tato bakaldfska prace vznikla za ucelem rozsifeni stavajici dlohy
v pokrocilém biochemickém praktiku. Uloha s nazvem vazba bromfenolové modii
na sérovy albumin byla pfili§ jednoduchd a casové nenaro¢nd, bylo tedy
rozhodnuto o jejim pfepracovani.
Pavodni tloha obsahovala pouze vyhodnoceni vazby ligandu na protein pomoci
Jobova vynosu, navic s nepfili§ stastné zvolenymi koncentracemi bromfenolové
modii v jednotlivych roztocich. Nasim hlavnim tkolem tedy bylo optimalizovat
postup pro vyhodnocovani vazby bromfenolové modfi na sérové albuminy.
Dalsi vadou stavajici tlohy byla mala ¢asova naroc¢nost. Bylo rozhodnuto ptidat
do tlohy dal$i metodu, ktera se pouzivd pro vyhodnocovani vazby ligandu na
protein. Touto metodou byl vynos podle Scatcharda, ktery je pro potfeby praktika
idealni, jelikoz jej 1ze vyhodnocovat spektrofotometricky a jako reaktanty Ize
pouzit slouceniny pouzivané pro Jobiv vynos.
Literarni prehled sumarizuje dtlezité informace o sérovém albuminu, o
bromfenolové modfi a o metodach vyhodnocovéni vazby ligandu na protein.
Experimentdlni ¢ast prace je zaméfena na stanoveni idedlnich podminek pokust a
vytvoreni pfehledného ndvodu pro rozsitenou tulohu , Vazba bromfenolové modfi

na sérovy albumin” pro pokrocilé praktikum z biochemie.



1. Uvod do problematiky

1.1. Albumin

Albumin bez diskuzi patfi mezi proteiny, které jsou lidstvu znamy nejdéle,
i diky tomu je jeden z nejvice prozkoumanych proteint. Tento protein se pouziva
predevsim v zdkladnim vyzkumu a klinické praxi. Albumin je nejhojnéjsi
rozpustny protein v télech vSech obratlovcii a mezi proteiny krevni plazmy ma
vedouci tlohu. Je zdporné nabity a neni glykosylovan ani neobsahuje Zadnou
prosthetickou skupinu. Cisty albumin je bily prasek. Jeho vodny roztok je
bezbarvy. Roztoky albuminu byvaji vSak casto jemné nazloutlé. Tento jev je
zapfiinén nedostate¢nou purifikaci albuminu. Bohuzel stoprocentniho odisténi
albuminu od bilirubinu, karotenu ¢i FA se dosahuje velmi téZce diky vysoké

afinité k vySe zminénym latkdam. Déle muZe albumin neenzymaticky vazat

jednoduché cukry (obvykle glukdsu), tento jev se nazyva glykace. [1]

Vorganismu mu pfislusi vice funkci, nejdaleZzitéjsi je jeho funkce pfi
transportu FA, 1é¢iv a vitaminti. Céste¢né se Gcastni transportu steroidnich a
thyroidnich hormont (ovSem pro tyto hormony existuji specifi¢téjsi prenasece
nez sérovy albumin) a vaZe nekonjugovany bilirubin. Dale je nezbytny pro
udrZovani osmotického tlaku uvnitf organismii. Biosyntéza albuminu probiha
v jatrech a je velmi tizce svazéna s obsahem aminokyselin v téle, proto po kazdém

jidle biosyntéza albuminu prudce stoupa.ll

Albumin je velmi ¢asto volen jako model pro rizna studia proteinti. Za jeho
oblibu v laboratorni praxi vdéci skute¢nosti, Ze za druhé svétové valky se védci
z Harvardu snazili pro transfuze nahradit krev plazmou, protoZze skladovani krve
bylo velmi obtizné. Diky vale¢nym pokrokiim ve frakcionaci krve byl vytvoren

postup, jak pfipravovat zna¢nd mnozstvi velmi ¢istého proteinu. Diky tomu se

sérovy albumin stal oblibenym modelem pro studium chemie proteint. [l



1.1.1 Strukura albuminu
1.1.11 Priméarni struktura albuminu

Primarni struktura hovéziho a lidského albuminu byla rozlusténa v roce
1975. Strukturu lidského albuminu rozlustily nezévisle na sobé dva tymy, prvnim
byl tym vedeny J. R. Brownem [? (ten rozlustil ve stejném roce i strukturu
hovéziho sérového albuminu [3l), druhym byl tym vedeny Melounem.[*! Struktura
cDNA pro albumin byla pro hovézi i lidsky sérovy albumin rozlusténa pozdéji,

nez sekvence samotného proteinu.l]

Molekula HSA je tvofena 585 aminokyselinami a ma celkovou
molekulovou hmotnost 65 200 Da, molekula BSA je tvofena 583 zbytky

aminokyselin a ma celkovou molekulovou hmotnost 66 700 Da.[l]

Samotnd struktura ma nékolik vyznaénych rys@i. Prvnim z nich je velmi
maly obsah tryptofanu, ktery se v savc¢ich albuminech nachazi vétsinou pouze
jednou ¢i dvakrat. Ve srovnanim s ,pramérnym” proteinem mé albumin také
velmi maly obsah glycinu, metioninu a isoleucinu. Déle obsahuje vysoky pocet
nabitych aminokyselin, diky kterym ma molekula vyrazny celkovy naboj. Pti
neutralnim pH je pocet ionizovanych skupin na jedné molekule albuminu typicky
185, isoionicky bod méa pro hovézi sérovy albumin hodnotu 5,16 1, isoelektricky

bod ma hodnotu 4,82. ]

Tento fakt je pfi¢inou velmi dobré rozpustnosti albuminu ve vodé. Pocty
kyselych aminokyselin prevysuji pocty aminokyselin bazickych, celkovy naboj

molekuly je tedy zaporny a jeho hodnoty byvaji v rozmezi -12 az -17. [1]
1.1.1.2 Sekundarni struktura albuminu

Albuminu byl pfedpovidan vysoky obsah a-helixi a nakonec rentgenova
krystalografie tuto domnénku potvrdila, jak je vidét na obrazku ¢. 1. Dnes jiz
vime, Ze krystal albuminu je tvofen 28 a-helixy, na kterych se podili 67 % vsech

aminokyselinovych zbytkd v krystalu molekuly albuminu.[!l
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Oproti tomu struktura [-skladaného listu zaujima pouhych 10 %

aminokyselinovych zbytk v molekule albuminu.[!

Ze studii provedenych pomoci rentgenové strukturni analyzy vyplyva, ze

molekula albuminu ma tvar podobny srdci. Délka molekuly je 80 A a pramérna
siika 30 A. 1

Pro lepsi ilustraci bylo vytvofeno mnoho pocitacovych modeld molekuly

albuminu, jeden z nich je i na obrazku ¢. 1.

Obr. & 1; 3D model HSA vytvoten pomoci poéitadové techniky. Césti molekuly

tvofené a-helixem jsou vyznaceny ¢ervenou barvou. []
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1.1.1.3 Terciarni struktura albuminu

Albumin tvoii devét dvojitych smycek, které jsou propojeny pomoci
disulfidickych mtstkd. Tyto dvojité smycky jsou usporadény do tfech
homolognich domén (kazdd doména obsahuje 3 dvojité smycky), které jsou
rozdéleny na dvé subdomény a ty jsou déle tvofeny a-helixy. Jedna subdoména je
zasadné tvorena tfemi aZ ¢tyfmi a-helixy, mezi sebou vzdjemné propojené dalsim

tsekem a-helixu. [

Subdomény jsou rozdéleny mezi domény nésledovné, subdomény
oznacované jako A jsou tvofeny prvnimi dvéma smyckami v kazdé doméng,
subdomény oznacované jako B jsou tvofeny tfetimi smyckami v doménéch.
Subdomeéna IA je tvofena smyckami 1 a 2, subdoména IIA je tvofena smyckami 4 a
5, subdoména IIIA je tvofena smyckami 7 a 8, Subdoména IB je tvorena smyckou
¢islo 3, subdoména IIB smyckou ¢islo 6 a subdoména IIIB smyc¢kou ¢islo 9. Pro

lepsi orientaci je pfipojeno schema (obr. ¢. 2), na kterém jsou smycky vyznaceny. [1]

Vsechny savéi druhy maji v molekuldch albuminu stejny pocet zbytk
cysteinu a to 35, které vzdy tvori 17 disulfidickych mtstki. (jediny cystein, ktery
se nepodili na tvorbé disulfidickych mustki je v poloze 34) Tvorba disulfidickych
mustk je charakteristickd pro extraceluldrni proteiny, jelikoZ pfispiva ke stabilité
proteint zvlasté tehdy, je-li vyZzadovano, aby proteiny nedenaturovaly v krevni
plazmé (biologicky polo¢as HSA je pomérné dlouhy a pohybuje se kolem 20 dni).
Disulfidické mustky se tvori mezi nejbliz§imi cysteiny a tvori klicky o délce 10 az
47 aminokyselin. Polohy jednotlivych disulfidickych mtstk® jsou zndzornény na

obrazku ¢. 2. 111
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Obr ¢. 2; Schema HSA svyznacenymi smyckami, disulfidickymi mistky a
vazebnymi misty pro jednotlivé ligandy (FA, FA sdlouhym fetézcem, ASA,

vitamin B6, pyridoxal 5'-fosfat, diisopropylfluorofosfat). Pfevzato z [1]

Takto slozena molekula albuminu je diky smyckdm propojenym
disulfidickymi mtstky odolné€jsi viac¢i vnéjsim vlivim, molekula tedy ziskava
urc¢itou miru flexibility, navic se muze reverzibilné sbalovat a rozbalovat.
Rozbaleni molekuly albuminu pfi zméné pH pod 4 a nad 8 je zptlisobeno
nabfjenim téch zbytk(i aminokyselin, které pii fyziologickém pH zhstavaji
nenabitymi. Tyto nadbyte¢né nédboje tedy zptisobi repulzi mezi jednotlivymi
kladnymi (potazmo zapornymi) naboji a molekula se zacne rozbalovat. O
rozbalovani molekuly albuminu vlivem pH bude pojednano pozdéji. Disulfidické
mustky zabranuji rozsahlej$im zméndm v sekundarni struktute, diky nim je
molekula proteinu schopna snéaset i vcelku drsné podminky jako jsou roztok

mocoviny o koncentraci 8 mol-1! nebo pH o hodnoté 1.1
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1.1.2. Spektroskopické vlastnosti albuminu

Aminokyseliny nejvice interagujici s elektromagnetickym zafenim jsou
tryptofan, tyrosin a fenylalanin (sefazeny podle miry interakce), tedy
aminokyseliny s konjugovanym systémem dvojnych vazeb (obsahuji aromaticky
kruh). Mezi dalsi velice silné absorbujici struktury patfi kovové ionty a dvojné
vazby. Vlivy ostatnich aminokyselin jsou takika zanedbatelné, proto o celkové

absorbanci roztoku proteinu rozhoduji pfedevsim vyse zminéné aminokyseliny. [7]

Ve viditelném spektru (A = 400-800 nm) roztoky albuminu neabsorbuji a jsou
bezbarvé, jak jiz bylo zminéno. V blizké ultrafialové oblasti je spektrum albuminu
podobné spektru vsech proteind, které nemaji prosthetickou skupinu. Ve vzdalené

ultrafialové oblasti, tedy pod 240 nm, pfevlada absorbance peptidové vazby.[ll

1.1.3. Zmény molekuly albuminu v zavislosti na pH

Molekula albuminu podstupuje vlivem pH nékolik reversibilnich,
konformacnich zmén. K témto zménam dochédzi v podminkéch, které se velmi
odlisuji od fyziologickych. Témito zménami je ovlivnéni konformace, Stépeni
disulfidickych vazeb, nebo znovuslozeni proteinu po totdlni redukci
disulfidickych mastka. [

Pfi pH vrozpéti 4,0 az 8,0 molekula albuminu existuje v konformaci
oznacované pismenem N (Normal). Tato konformace se zvySovanim nebo
snizovinim pH postupné rozvoliiuje. Pfi tomto rozvoliiovani jsou nékteré
konformace stabilnéjsi neZz ostatni a tak dochazi kformovéani 4 raGznych

konformerti albuminu v zavislosti na pH. Tyto konformery se oznacuji velkymi

pismeny, jak ukazuje néasledujici tabulka ¢. 1.0
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Tab. ¢. 1; Zkratky pouzivané pro jednotlivé konformery sérovych albumint

a podminky jejich existence. [1]

Konformer Podminky existence konformeru
F (fast) forma Existuje kolem pH =4
E (extended) forma Existuje pod pH =3
B (basic) forma Existuje kolem pH =28
A (agend) forma Existuje kolem pH =10

1.1.4. Vazba ligandi na albumin

Protein albumin je znamy pifedevSsim pro svou schopnost vazat mensi
molekuly mnoha rtznych druhd. Je to dano jeho unikatni strukturou. Diky tfem
doménam disponuje albumin velkym poctem mist, kam se mohou pfipadné

ligandy navazat. [1]

Ze vSech moznych druht ligandd jsou albuminem nejsilnéji a nejspecifictéji
vazany hydrofobni organické anionty o velikosti 100 az 600 Da. Mezi tyto latky
patfi predevsim mastné kyseliny sdlouhym fetézcem (kyselina olejova,
palmitovd, stearova atd...), hematin a bilirubin, tedy latky které velmi casto
znecistuji albumin a zabranuji tak jeho 100% purifikaci. Albumin v organismu
zajistuje transport 99,9% mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Tyto kyseliny se
vazi na Sest rtznych vazebnych mist, ovSem tato vazebnd mista tvoii velmi
podobné aminokyseliny. Obsahuji hlavné bazické aminokyseliny, zvlasté arginin a

lysin. 1]

Dale jsou vazany latky mensi a méné hydrofobni, jako tryptofan ¢i kyselina
askorbova. Tyto latky jsou jiz vazany méné pevné, ovsem jejich vazba stale
ziistava velmi specifickd. Jako piiklad nam poslouzi tryptofan, jehoz L-forma méa

k albuminu afinitu stonasobnou oproti D-formé. [1]

Dale albumin vaze velké mnozstvi nejriznéjsich 1éka, vétsinou

nizkomolekularni a obsahujici thiolové skupiny, za vazbu téchto latek je
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zodpovédny cystein na 34. pozici. Mimo jiné se na tento cystein vaze i oxid

dusnaty. [8]

Z Nz

Pro mnoho latek, které albumin pfendsi, slouzi zaroven jako rezervodr, ze
kterého se poté mohou tyto latky cerpat. Celkova koncentrace sloucenin takto
navdzanych na albumin mtize potom piekrocit v krvi limit rozpustnosti pro
danou latku. Albumin je také dulezity pfi detoxikaci organismu. Vazané toxiny
dopravuje do jater k dalsimu zpracovani. Jiné ligandy, jako napfiklad bilirubin,
jsou drzeny albuminem v pozici usnadniujici jejich nésledné metabolické tpravy.

(1]

Albuminy véazi i mnoho iontt a velmi ¢asto slouzi jako jejich transportéry.
Nejpevnéji a nejspecifictéji jsou albuminem vazany ionty Cu?*, Ni2*, Co?*. Vazebné
misto pro tyto ionty je tvofeno poslednimi ¢tyfmi aminokyselinami na N-konci
molekuly HSA (N-Asp-Ala-His-Lys). Dale je albumin dulezity zvlasté
pro transport Ca2*, Mg?* a Zn?*, pro které pfedstavuje majoritni pfenasec (az 65%
Zn?* v organismu je navazano na albumin a to i pfesto, Ze jeho afinita k Zn?* je
v porovndni s afinitou k iontim Cu?* a Ni2* velmi nizka [°l). Albumin vaze i ionty

Au*, Agt a Hg?*. Tyto ionty jsou vazany cysteinem na pozici 34. (8]

1.2. Barviva

N

Na albumin se vaze velké mnoZzstvi nejrznéjSich barviv jako je metyloranz,
bromkresolova zeleti nebo fenolova cerveri. OvSem zde musime upozornit na tzv.

proteinovou chybu indikatoru, kterd bude zminéna v samostatné kapitole.[l]

Asocia¢ni konstanty albuminu a rtznych barviv jsou jiz dlouho zndmé.
Barvivem, které albumin vaZe nejsilnéji je sulfobromftalein s Ka = 1,7.107 M. Jeho
eliminace po intravenésnim podéni byla po léta pouzivana k méfeni miry
funkénosti jater. Pozdé&ji se bohuZel ukazalo, Ze se jednd o toxickou latku.

VY2

Bromfenolova modf ma také jednu znejvysSich afinit k albuminu, pro lepsi
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Vs

srovnani viz tabulka ¢. 2. Vyssi afinitu k albuminu ma pouze jiz zminény

sulfobromftalein. [

Tab. ¢. 2; Asocia¢ni konstanta (Ka) pro komplexy vybranych barviv s HSA a pocet
molekul vazanych na molekulu albuminu (N) v pfipadé¢, Ze je tato informace

znama. 1

Barvivo Ka [M7] n
Bromfen?Iova 15.10° 3
modf
Bromkresvolova 70.10° 3
zelen
Fenolova Cerven 2,8.10* 1
Methyloranz 2,2.103 -

Methylova cerven 2,2.10° -
Sulfobromftalein 1,7.10’ -

Evansova modf 4.105 14

1.2.1 Bromfenolova modf

Bromfenolovd modi# (déle jen BPB), systematickym nazvem 3'3",5'5"-
tetrabromfenolsulfoftalein, je slaba kyselina o pKa 3,85. Toto sulfoftaleinové
barvivo se pouziva piedevsim jako acidobazicky indikator. 101 Vyuziva se i pfi
elektroforézach a to jak v klasickém provedeni, tak i v diskové elektroforéze, jako

takzvané sledovaci barvivo. [11]

Sledovaci barviva jsou barevné slouc¢eniny, které se pridavaji ke vzorku pii
nanaSeni na gel. Jejich pritomnost v gelu ma dva dévody. Zaprvé usnadniuji
manipulaci s gelem obsahujicim vzorek, jelikoZ je obarveny, a navic ndim umoZzniuji

pfimo sledovat pohyb vzorku v draze gelu a odhadnout, jak daleko doputovaly
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tfidéné molekuly. BPB se navic pohybuje v gelu (konkrétni pohyblivost zavisi na
koncentraci agarosového gelu) jako molekula DNA o velikosti 300 az 500 pért
bazi, 1ze ji tedy vyuZit jako primitivni marker velikosti DNA ¢i RNA fragmentt.

(12]

Relativni molekulova hmotnost ma pro BPB hodnotu 669,97. M4 vlastnosti
slabé kyseliny a v disociované formé nese dva zaporné ndboje. Pfechod mezi
ionizovanou a neionizovanou formou je zndzornén na obrazku ¢. 3. Ionizovana
forma se vyskytuje v roztoku, na molekulu proteinu mtize byt BPB navéazéna
pouze v neionizovaném stavu. Tento stav dovoluje cerpani elektronti z proteinu
do m-elektronového systému BPB. Pravé toto nacerpani elektronové hustoty do
elektronového systému BPB zptisobuje bathochromni posun a hyperchromni jev.

Tyto skutecnosti se projevuji na spektru navdzané BPB. [13]

Br Br Br Br
HO (0] -0 0

Br C Br Br C Br

SO5 SO;

Obr. ¢. 3; Pfechod mezi nedisociovanou a disociovanou formou BPB. Pfevzato z [13]

Pro vyuziti latky jako acidobazického indikatoru je nutnosti, aby latka
vyrazné meénila barvu pfi pfechodu z ionizované formy do formy neionizované a
naopak. Pfi proméfeni spektra cistého roztoku BPB v zavislosti na pH mezi
hodnotami 3 a 4,6 a naslednym vynesenim nameéfenych spekter do jednoho grafu

dostaneme graf, kde se jednotlivé kfivky protinaji v jediném bodé. Tento bod se
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nazyva bodem isosbestickym, a 1ze jej vyuzit jako kontrolu pro pfesnost préce.
Jestlize néjaka kiivka isosbesticky bod mine, a vSechny ostatni kfivky tento bod
protinaji, je jasné Ze vzorek, kterému nalezi kfivka mimo isosbesticky bod je

zatizen chybou. [13]

Roztoky BPB o pH < 3 jsou Zluté, roztoky mezi pH 3 az 4,6 zelené a pii

hodnoté pH vétsi nez 4,6 jsou roztoky BPB modré az temné fialové. [14]

Pro vétsi ndzornost je niZe pfipojen obrazek ¢. 4, na kterém jsou znédzornény

barvy roztokid BPB pii pH 1 az 14.

Obr. ¢&. 4; Barevny prechod roztoku BPB od pH 1 (zluty konec) k pH 14

(modry konec). Pfevzato z [15]

Pfi pH = 3,6 roztoky BPB vykazuji dichromatismus. Diky tomuto jevu
pozorujeme skutecnost, ze roztok BPB se nadm jevi jako zeleny nebo cerveny
v zavislosti na koncentraci a mocnosti vrstvy, vjaké roztok pozorujeme. Stejné
vlastnosti ma mimo BPB i dyrnovy olej a roztoky resazurinu. VétSina latek
dichromatismus nevykazuje, s koncentraci a mocnosti vrstvy se u nich tak meéni

pouze jas a sytost barvy. [1¢]

Aby latky vykazovala dichromatismus musi mit minimalné dvé minima
v absorpénim spektru. Jedno musi byt mélké a Siroké, druhé minimum musi byt

velmi hluboké a tzké. Tyto podminky spektrum BPB spliuje. [16]
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1.2.1.1. Vazba BPB na BSA

ZN 7

BPB vytvéfi s albuminem barevny komplex, proto se pfi studiu vazby BPB

na albumin vyuziva predevsim spektroskopickych metod.

Po prométeni spektra roztoku BPB s pfidanym BSA a jeho porovnanim se
spektrem cisté BPB je patrné, ze dochazi k batochromnimu posunu (Amax roste) a
hypochromnimu jevu (klesd intenzita absorbce). Tyto zmény absorpcnich
charakteristik BPB po vazbé na albumin jsou pfisuzovany zméné elektronové
hustoty v molekule BPB a hydrofobnimu prostiedi ve vazebném misté pro BPB.
Vlnova délka absorpéniho maxima je ddna rozdilem energii mezi zakladnim a
exitovanym stavem, posun vlnové délky absorpéniho maxima je tedy spojen se
zménou energie téchto stavli. Umisténi dvou zapornych naboji BPB do
nepolarniho vazebného mista proteinu destabilizuje zdkladni stav a zmensuje
energii mezi zdkladnim a excitovanym stavem. Tato skute¢nost tedy vede

k rudému posunu (batochromni posun). [17]

Pro ptesné vysledky je diilezité provadét méfeni s roztoky pfipravenymi
z dobte purifikovaného albuminu. Bylo jiz dfive dokazano, ze se vazebnd mista
pro dvé riizné latky mohou prekryvat. Jak je tomu kupiikladu u HSA kde se jedno
vazebné misto pro BPB prekryva s vazebnym mistem pro bilirubin, ktery je navic

do zminéného prostoru vazan pevnéji nez BPB. 18]

1.2.2. Proteinova chyba acidobazickych indikatort

Proteinovou chybou oznacujeme situaci, ke které dochédzi po pridani
proteinu do roztoku acidobazického indikatoru. Tento jev vétSinou casto
komplikuje snahu o stanoveni pH pomoci kolorimetrie (uréeni pH roztoku
pomoci zmény zabarveni indikadtoru). Kupfikladu roztok, ve kterém je pouze
neutralni cerveri, ma pH 6,6. KdyZz do tohoto roztoku pridame pétiprocentni

globulin a stanovime kolorimetricky pH, bude naméfend hodnota pH 6,0. Ovsem
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proteinova chyba velmi zavisi na pfidaném proteinu, kupiikladu ¢isty vajecny
albumin az do své 7% koncentrace nezptisobi proteinovou chybu v roztoku

neutralni ¢ervené ¢i fenolové Cervend. [1°]

Pfi¢inou tohoto jevu je vzajemné plisobeni molekul proteinti s molekulami
barviva (molekuly barviva jsou mnohem mensi nez molekuly proteinu). V dnesni

dobé jsou zndmy 4 mechanismy, které vysvétluji podstatu tohoto jevu. [1°]
Témito mechanismy jsou:

A, Molekuly proteinu ovlivni rovnovdhu mezi monomerni a dimerni

formou barviva.

B, Molekula proteinu je opacné nabita nez molekuly barviva a protein tedy
na sebe vaZe molekuly barviva, a tak ovliviiuje rovnovahu mezi kyselou a

bazickou formou barviva.

C, Molekula proteinu je shodné nabita jako molekula barviva a tak mtize

dojit ke vzniku komplexi a silné elektrostatické repulzi.

D, Spektra volného a vazaného barviva se podstatné lisi.

1.3. Studium vazby ligandu na protein

Navéazani malé molekuly na biomakromolekulu proteinu je ¢asto prvnim
krokem ve vétsiné funkci organismu. Jako ptiklad uvedme pfeménu substratu

enzymem, vazbu protildtek na antigeny nebo vazbu neurotransmiteru na receptor.

[20]

Vazbu ligandu na protein lze studovat pomoci velkého spektra
biofyzikalnich metod. Pro rozpustné systémy je nejjednodussi metodou klasicka
rovnovazna dialyza. Skutecnost, Ze se ligand navazal na protein, miZeme dokézat
urcenim velikosti nékterych zmén. Mezi tyto zmény, které ndm umozZnuji urdcit

razné vlastnosti vazby ligandu na protein, patii: 2]
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A, Urceni koncentrace volného ligandu

B, Detekce zmény biofyzikalnich nebo biochemickych vlastnosti vazaného

ligandu.

C, Detekce zmény biofyzikalnich nebo biochemickych vlastnosti proteinu.

A, Urceni koncentrace volného ¢i navdzaného ligandu

Pro méfeni koncentrace volného ¢i vazaného ligandu se vyuZiva pfedevsim
rovnovéazna dialyza a nasledné meéteni koncentrace ligandu v obou fazich. Tyto
faze jsou vzdjemné oddélené semipermeabilni membrédnou nepropustnou pro
molekuly proteinu, ale molekuly ligandu mohou prostupovat membranou
libovolné. Toto experimentdlni usporadani 1ze zaménit za systém, ktery obsahuje
dvé nemisitelné kapaliny, mezi kterymi mtizou prostupovat pouze molekuly

ligandu, ale molekuly proteinu ztstavaji pouze v jedné fazi. [20]

B, Detekce zmény biofyzikalnich nebo biochemickych vlastnosti navazaného

ligandu.

Vlastnosti ligandu po navédzédni na molekulu proteinu se velmi casto
vyrazné méni. Vyrazné zmény postihuji spektra vsech typt od UV pies IR az
k NMR, stejné jako u ORD nebo fluorescen¢ni spektroskopie. Zmény nastavaji

hlavné ve frekvenci nebo amplitudé, velmi ¢asto se méni obé veliciny. [20]

Kdyz navéazany ligand neméa shodné spektroskopické vlastnosti jako ligand
nenavézany, je jedno, kolik molekul ligandu je navazano na protein a my mtzeme

vypocitat podil ligandu vdzaného na protein, a, z nasledujici rovnice
A = a*AvaZ 1 + ( 1 -a ) * AV()] (VZtah é. 1)

Kde A je absorbance, a podil ligandu navazaného ligandu, Ava, absorbance

navazaného ligandu a Avol absorbance volného ligandu.
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Tento vztah lze slehkymi obménami (namisto absorbance pouzijeme ve
vzorci chemicky posun, intenzity fluorescence apod.) vyuzit i pro méfeni pomoci

NMR, fluorescenéni spektroskopie nebo CD. [20]
C, Detekce zmény biofyzikalnich nebo biochemickych vlastnosti proteinu.

Po navazani ligandu se zméni celd fada vlastnosti proteinu. Bohuzel jsou
tyto vlastnosti velmi rtiznorodé a velmi zédleZi na individudlnich vlastnostech
proteinu i ligandu. Diky tomuto individudlnimu pfistupu se ndm ale otevird novy
pohled na interakci proteinu s ligandem. Mtizeme napfiklad urcit, kam se ligand
presné vaze. Tyto metody spocivaji ve skutecnosti, ze zména vlastnosti proteinu
snavazanym ligandem v jiném vazebném misté nebude shodna se zménou
vlastnosti proteinu sligandem navazanym jinde. Zmény vlastnosti proteint

méfime pomoci metod termodynamickych, elektromagnetickych a biologickych.

[20]

1.3.1. Spektroskopie smési dvou absorbujicich latek

Spektroskopické stanoveni koncentrace rozpusténé latky v roztoku je
zalozeno na Lambertové-Beerové zakonu. Tento zdkon se obvykle vyjadfuje

nasledujicim vzorcem:
A=-logT=1log (In/I)=¢-1-c (vztah €. 2)

kde je absorbance A, transmitance T, Io je intenzita zafeni vstupujiciho do vzorku,
I je intenzita zafeni vystupujiciho ze vzorku, € je molarni absorbéni koeficient, 1 je
délka paprsku prochézejictho vzorkem a c je koncentrace absorbujici latky ve

vzorku. [21]

Lamberttiv-Beertiv zdkon je zdkon s limitni platnosti. Nejvyznamnéjsim
pozadavkem pro platnost Lambertova-Beerova zdkona jsou dostate¢né nizké
koncentrace rozpusténé latky ve vzorku. V praxi se tato podminka vétSinou

provéfuje proméienim kalibra¢ni kfivky a jejim sestrojenim. Obecné a také
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sohledem na vlastnosti pfistrojii pouzivanych k méfeni absorbance nelze
predpokladat linearitu kalibra¢ni kfivky pro hodnoty absorbance vétsi nez 2.
Pokud kalibra¢ni pfimka neni linearni nelze pro koncentrace pouzité k sestrojeni

kalibra¢ni kfivky uplatriovat Lamberttiv-Beertv zakon. [22]

Pro roztoky vzajemné neinteragujicich a neasociujicich latek plati
Lamberttiv-Beertiv zdkon ve velmi Sirokém rozpéti koncentraci. Tento zdkon je
zdkonem aditivnim, lze tedy wuplatiiovat pravidlo o aditivité absorbanci
jednotlivych slozek roztoku. Celkova absorbance A se pfi urcité vinové délce A

tedy bude dat vyjadtit nasledovne:
AN=AIN+AN+AsN)+...+ An () (vztah ¢. 3)
Do vzorce dosadime z prvniho vztahu:
AMN=a) - l-a+te]) -l-co+es(N) -1-cs+...+ea(N) -1-Cn (vztah ¢. 4)
Indexy 1,2,3 a n oznacuji jednotlivé slozky roztoku.

Tato aktivita umoZziiuje stanovit koncentraci jednotlivych slozek méfenim
absorbance v n vhodné zvolenych bodech. Naslednym feSenim soustavy rovnic
(za podminky, ze méfené probihalo v identickych kyvetdch a proti stejnému
blanku) p#i rtiznych vlnovych délkach, 1ze po apraveé vyjadrit pro dvouslozkovou
soustavu koncentraci sloZzek pomoci nasledujiciho vztahu:

G = Ay ep— Ap 22 s Apea— Ay egp

€1a'€2b~ €2a'¢1b €1a'€2b~ €2a'¢1b
(vztah ¢. 5)
Tato metoda méa pouze jedno omezeni, a tim je nutnost mit jmenovatele
v jednotlivych vyrazech rtzného od nuly. Nelze tedy volit obé vinové délky tak,

aby byly shodné jednotlivé molarni absorpéni koeficienty (e1 se nesmi rovnat &2).

[21]
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Meéfeni je vhodné provadét pfi vlnovych délkach umisténych napiiklad
symetricky kisosbestickému bodu, ¢ na minima a maxima jednotlivych
spektralnich ktivek, kde je citlivost na drobné nepresnosti mensi nez na strmych
rastech a klesanich. O vhodnosti zvolenych jednotlivych vlnovych délek je
nejlepsim feSenim provést pokus, pfi kterém budeme znét jednotlivé koncentrace

obou slozek soustavy. [23]

1.3.2. Grafické znazornéni vysledkt

Vstupnimi daty pro vyhodnocovani vazby ligandu na protein musi byt
mnozstvi navazaného ligandu (oznacovaného jako B) jako funkce koncentrace

volného ligandu (oznac¢ovaného jako [L]). Ziskame tedy rovnici:
B =g([L]) (vztah ¢. 6)

Takto ziskand data mohou byt zndzornéna graficky, pomoci mnoha

riaznych zpuasobli, znichz jsou nejvyznamnéjsi tyto tfi: piimy vynos,

semilogaritmicky vynos a Scatchard@v vynos. [20]

1.3.2.1.Pfimy vynos

Pfimy vynos je nejjednodussi moZné znazornéni experimentalnich dat.
Vynasi se pouze B proti [L]. Z obrazku ¢. 5 je patrné, ze pti vyssich koncentracich
ligandu je na protein vazano stéle stejné mnozstvi ligandu. Z této skute¢nosti Ize
tedy usoudit, Ze protein bude ligandem saturovan. Nevyhoda tohoto vynosu
spociva ve skutecnosti, Ze vétsina bodt se naléza v tésném sousedstvi osy y, body

nasledné nejsou zcela citelné a mohou splyvat. Dalsi nevyhodou jsou velké

problémy pfi urceni celkového poctu vazebnych mist. [20]
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Obr ¢. 5; Pfimé vyneseni koncentrace vazaného ligandu (B) proti koncentraci
volného ligandu (L). Ligandem byl v tomto pfipadé leucin, proteinem byla a-

isopropylmalétsynthasa. Pfevzato z [1]

1.3.2.2. Semilogaritmicky vynos

Pti semilogaritmickém vynosu vynasime B jako funkci log [L]. Tato zména
usnadni urceni celkového poctu vazebnych mist. V tomto vynosu je totiz jasné
patrné dosaZeni saturace proteinu ligandem, a to diky tomu, Ze kiivka grafu
dosahne roviny. Dal$i vyhodou je rovnomeérné rozlozeni bod@ grafu, nedochazi
tedy k nepfehlednym zhusténim bod v zaddné ¢asti grafu, jako v pripadé pfimého
vynosu. Kfivka tohoto grafu je velmi podobna titra¢nim kfivkam. Pfiklad tohoto

vynosu je na obrazku €. 6. [20]
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Obr. ¢. 6; Semilogaritmicky vynos B proti log [L], Vazba lauratu na na HSA.

Ptevzato z [19]

1.3.2.3.Scatchardv vynos

V tomto vynosu vynasime B/[L] na ose y proti B na ose x. Scatchardv
vynos je diilezitym vynosem pro studium interakce mezi ligandem a proteinem.
Pokud v tomto vynosu prolozime jednotlivymi body pfimku, mzeme poté ze
smérnice pfimky a jejtho priisec¢iku s osou x dostat zajimavé informace o vazbé
ligandu na protein. Priiseciky této primky s osami x a y jsou dilezitymi body,
poskytujici ndm cenné informace. Prisecik s osou x dava hodnotu Bmay, tedy pocet
maximalné navazanych molekul ligandu na protein, hodnota praseciku s osou y
se rovnd n*Ka. Z grafu lze ziskat i dalsi informaci o Ka, sklon grafu totiz odpovida

zaporné reciproké hodnoté Ka. [20]

BohuZel 1ze pomoci Scatchardova grafu velmi snadno udélat Spatné zavéry.
Castym problémem je nespravné proloZeni bodt grafu ptimkou i v piipadech kdy

body tvofi kiivku. Takovyto graf je zndzornén na obrazku ¢. 7, body namétené pri
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vyssich koncentracich B se totiz velmi ¢asto odchyluji od pfimky proloZené body
pfi malych koncentracich. Pro tyto systémy tedy neplati pozadavek na

jednoduchy systém se shodnymi vazebnymi misty. [20]

Tyto systémy mohou odpovidat dvéma moznym pfipadiim. V prvnim ma
protein dvé a vice typt vazebnych mist s neménnymi afinitami, a tyto afinity se
neméni ani s mirou obsazeni ostatnich vazebnych mist, to je pripad grafu na
obrazku ¢. 7. Ve druhém piipadé se afinity pro molekuly ligandu alespon na
nékterych vazebnych mistech snizuji nebo zvysuji v zavislosti na obsazeni

ostatnich vazebnych mist. [20]

0.005
0.004 -
=

g 0.003
)
—
é 0.002

0.001

0.000 T T T T

0 20 40 60 80 100

[PH]L-655,708 bound (fmol/mg protein)

Obrazek ¢. 7; Scatchardav vynos pro vazbu [3H]L655,708 na membranu mysiho

mozku. [24]
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1.3.2.4. Jobtiv vynos

Dal$im vynosem vhodnym ke studiu stechiometrie vazby ligandu na
protein je Jobtv vynos, ktery je znam také jako metoda kontinuélnich variaci. Pti
této metodé zlistava soucet koncentraci ligandu a proteinu konstantni, méni se

pouze jejich pomér. Lze tedy psat:
cL + cp = konstanta (vztah ¢.7)

Do jednotlivich vzorki tedy pfipravime piesné takové mnozstvi
jednotlivych slozek, aby molarni zlomek jedné latky v posloupnosti roztoki rostl

od nuly k jedné; molarni zlomek druhé latky bude riist opaénym smérem. [2]

V Jobové vynosu vynasime veli¢inu, ktera udava mnozstvi zformovaného
komplexu protein-ligand (LnP) na ose y proti molarnimu zlomku ligandu nebo
proteinu na ose x. [%] Veli¢inou, kterd nam prozradi mnozstvi zformovaného
komplexu, bude v naSem praktiku absorbance, méfena pii 606 nm, coz je

absorp¢ni maximum navazané BPB.

Na obrazku ¢. 8 je ptiklad Jobova vynosu. Na kfivce je zcela jasné patrné
maximum, tedy pomér reaktant(i, pfi kterém se vytvori nejvice molekul
komplexu. V tomto maximu je tedy pomér moldrniho zlomku ligandu a proteinu
idedlni pro vznik komplexu. Z této skutec¢nosti 1ze usoudit, Ze molarni zlomky

jednotlivych sloZzek pfimo odpovidaji slozeni komplexu. [26]

Z absorpéniho maxima kfivky na ukdzkovém grafu lze odecist molarni
zlomek paladia, pro ktery se vytvofilo nejvice komplexu. Je-li molarni zlomek
paladia v maximu roven 0,33, pak je jisté, ze komplex tvoreny 2-(2-chinolyl)-5-
dimethylaminoanilinem a Pd*>* md stechiometrii 1:2 (2-(2-chinolyl)-5-

dimethylaminoanilin : Pd?+).[?7]
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Obr. ¢. 8; Zavislost absorbance na moldrnim zlomku Pd?* v roztoku, ktery

obsahoval Pd?* a 2-(2-chinolyl)-5-dimethylaminoanilin. Pfevzato z (2]
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2. MATERIAL A METODY

2.1. Pouzité chemikalie a pfistroje:
e  Hovézi sérovy albumin - Serva (Cohnova frakce V)
e  Bromfenolova modf - p.a., Lachema
e  Kyselina citronova (monohydrat) - p.a., Lachema
e  Citronan sodny - p.a., Lachema
e  Hydroxid sodny - zasobni roztok o koncentraci 0,05 mol-11
e  pH metr inolab 720
e  spektrofotometr Specord M 40

e  spektrokolorimetr Spekol 11

2.2. Ptiprava vzorkd a roztokd

2.2.1. Citratovy pufr

Citratovy pufr byl pfipraven smichdnim z&sobnich roztokti kyseliny
citronové a citronanu sodného v poméru 4:1. Nasledné bylo upraveno pH na
hodnotu 3,3 pfidanim kyseliny nebo soli. Roztok kyseliny citronové byl pfipraven
rozpusténim 10,507 g monohydréatu kyseliny citronové (Mr = 210,14) v 500 ml
destilované vody. Takto byl pfipraven pfiblizné 0,1 molarni roztok kyseliny
citronové. Roztok citronanu sodného byl pfipraven rozpusténim 14,705 g
dihydratu citronanu sodného (Mr = 294,1) v 500 ml destilované vody. Takto byl

pfipraven zasobni roztok citronanu sodného o pfiblizné koncentraci 0,1 mol.l-1.

Zasobni roztoky kyseliny citronové a citronanu sodného byly uchovavany
v lednici. Bohuzel i pfesto doslo nékolikrat k znecisténi hlavné zdsobniho roztoku

kyseliny citronové. V zasobni lahvi sroztokem kyseliny citronové plavaly bilé
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hlenovité agregaty o priméru odhadem 1-2 mm. NejspiSe 8lo o produkty
metabolismu bakterii, které se nachédzely v dobé pfipravy roztoku ve vzduchu
nebo pfimo v zasobni ldhvi. Zjisténi pritomnosti téchto agregatti bylo v jednom
pripadé zjisténo az po prométeni absorbanci vzorkti. Hodnota absorbance vzorki,
které obsahovaly tyto agregaty, fluktuovala az o 0,050. Doslo tedy ke

znehodnoceni vysledkii méfeni, a proto vysledky téchto méfeni neuvadim.

2.2.2. Zasobniroztok BSA

Roztok BSA byl pfipraven rozpusténim cistého BSA (Mr = 66 700 g.mol)
v destilované vodé. Na analytickych vahdch bylo navaZeno 0,1343 g BSA a
kvantitativné prevedeno do kddinky. Odmérnym valcem bylo odméteno 100 ml
citratového pufru. V kadince byl albumin nejdfive rozmichan v malém mnozstvi
pufru na kasic¢ku. Teprve poté byl z odmérného vélce ptidan zbytek pufru. Takto

byl pfipraven vodny roztok BSA o koncentraci 2-10-> mol-I-1.

2.2.3. Zasobni roztok BPB

Na analytickych vahach bylo navaZzeno 0,01334 g BPB (Mr = 667 g.mol1).
Toto mnozstvi BPB bylo nédsledné kvantitativné pfevedeno do kadinky, kde byla
BPB rozpusténa ve 200 pl 0,5 M NaOH. Takto pfipraveny velmi tmavé fialovy
roztok BPB byl poté zfedén 20 ml destilované vody. Takto byl pfipraven roztok
BPB o koncentraci 1103 mol-I'l. Z tohoto roztoku BPB byly déle pipetovany 2 ml
do jiné, ¢isté kadinky, do které bylo nasledné pridano 18 ml citratového pufru
odméfenych odmérnym vélcem. Tak byl pfipraven roztok BPB o koncentraci 1-104
mol-I"1. Takto koncentrovany roztok BPB byl pouZivan pro analyzu vazby BPB na

BSA pomoci Scatchardova vynosu.

Metodu kontinualnich variaci zna¢né zjednodusi a zpiehledni pouziti

roztokt BSA a BPB o stejné koncentraci. Proto byl z pravé pfipraveného roztoku

32



BPB o koncentraci 1-10# mol-I" pfipraven roztok BPB o koncentraci 2-10-> mol-1.
Z roztoku BPB o koncentraci 1104 mol-1! bylo odebrdno 10 ml tohoto roztoku,
ktery byl preveden do ¢isté kadinky, a k nému bylo odmérnym vélcem odméfeno
40 ml pufru. Takto byl pfipraven roztok BPB pouzivany pro metodu

kontinuélnich variaci o koncentraci 2-10-> mol-I"! a objemu 50 ml.

2.2.4. Piiprava vzorkt pro metodu kontinuélnich variaci

Soucet koncentrace BPB a BSA ve vzorku pro metodu kontinudlnich variaci
musi byt konstantni. Méni se pouze pomér koncentraci jednotlivych sloZzek. Pro
méieni bylo pfipraveno v prvnim piipadé 10 a v druhém piipadé 11 vzorka do
lékovek. Do oznacenych lékovek byly postupné pipetovany objemy podle tabulky
¢. 3.

Tab. ¢. 3; Slozeni jednotlivych vzorkd pouzivanych pro metodu kontinualnich
variaci. Koncentrace BSA a BPB pro prvni pokus byla 5105 molI'l. Koncentrace

BSA a BPB pro druhy pokus byla 2:10-> mol.I-1.

Cislo V ptidané BPB V pfidaného albuminu molérni zlomek BPB
vzorku [ml] [ml] v roztoku
1. pokus 2.pokus 1.pokus 2. pokus 1. pokus 2. pokus

1 5 5 0 0 1 1
2 4,9 4,75 0,1 0,25 0,98 0,95
3 4,7 4,5 0,3 0,5 0,94 0,9
4 4,5 4,25 0,5 0,75 0,9 0,85
5 4,3 4 0,7 1 0,86 0,8
6 4 3,75 1 1,25 0,8 0,75
7 3,5 3,5 1,5 1,5 0,7 0,7
8 3 3 2 2 0,6 0,6
9 2,5 2,5 2,5 2,5 0,5 0,5
10 1,5 2 3,5 3 0,3 0,4
11 0 1 5 4 0 0,2
12 - 0 - 5 - 0
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2.2.5. Piiprava vzorka pro Scatchardiv vynos

Vzorky pro nasledné vyneseni pomoci Scatchardova vynosu byly
pripravovéany podle takulky ¢. 4. Celkovy objem vSech vzorkt byl stejny a to 4 ml.
Koncentrace BSA byla také ve v8ech vzorcich shodna a méla hodnotu 2:105 mol-I-1.
Jednotlivé vzorky se lisily pouze koncentraci BPB, ktera byla pipetovana ze
zasobniho roztoku o koncentraci 1104 moll'l. Do jednotlivych oznacenych
lékovek byl nejprve pipetovan roztok albuminu, nasledné pufr a nakonec roztok

BPB.

Tab. ¢. 4; Slozeni jednotlivych vzorka pouzitych pro Scatchard@v vynos.
Koncentrace pfidavaného BSA byla 2-105mol-I'! a koncentrace pridavané BPB byla

1-104 mol-1-1.

&islo vzorku V pfidaného V pfidaného V pfidané

BSA [ml] pufru [ml] BPB [ml]

1 2 1,98 0,02
2 2 1,96 0,04
3 2 1,92 0,08
4 2 1,88 0,12
5 2 1,84 0,16
6 2 1,8 0,2
7 2 1,7 0,3
8 2 1,6 0,4
9 2 1,5 0,5
10 2 1,4 0,6
11 2 1,2 0,8
12 2 0,8 1,2
13 2 0 2
14 4 0 0
15 0 0 4
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2.2.6. Spektrofotometrické vyhodnocovéni vzorkt

Prvni pokusy o méfeni absorbance pro zkouméani vazby BPB na BSA
pomoci Jobova vynosu probihaly zpocatku pomoci piistroje Spekol 11. Ovsem
tento piistroj neumoziiuje méfeni absorbance pfi dvou vlnovych délkidch a ani
ndm neumozni proméfeni spektra a zjisténi absorpénich maxim a minim. Bylo
tedy rozhodnuto, Zze spektrokolorimetr Spekol 11 bude pouZivan pouze
k vyhodnocovani  metody  kontinuédlnich  variaci. K sofistikovanéjsim
spektrofotometrickym méfenim pro zkoumdani vazby BPB na BSA pomoci
Scatchardova vynosu byl pouzivdn pfistroj Specord M40, ktery umoziuje méfit
dvé vlnové délky vjednom programu najednou a navic lze proméfit celé

spektrum, coZ znamend, Ze je snazsi zjistit absorpéni maxima a minima.

V dalsim kroku byly pfipraveny vzorky pro vyhodnocovani vazby BPB na
BPB pomoci Jobova vynosu podle starych navoda do praktik a byly proméfeny
jejich spektra. Maxima vétsina vzorkd vykazovala pfi 445 a 606 nm. Maximum pfi
445 nm nélezi hlavné volné BPB, maximum p#i 606 nm nalezi pfevazné BPB
navazané na BSA. Bohuzel pik pfi 606 nm je ovlivhén druhym mensim
absorpénim maximem volné BPB pfi 591 nm, dochazi proto klehkému
znepiesnéni vysledkd. Na zakladé téchto poznatkG bylo rozhodnuto, o
promeéfovani absorbanci pfi vinovych délkach 445 (maximum pro volnou BPB) a

606 (maximum pro BPB navdazanou na BSA) nm.

35



3. VYSLEDKY

3.1. Vyhodnoceni vazby BPB na BSA pomoci Jobova vynosu

Pomoci Jobova vynosu se zkouma pomeér, v jakém se na sebe dvé réizné
latky vaZou. Smés téchto dvou latek ma tedy stdle stejnou koncentraci, méni se
pouze molarni zlomky jednotlivych latek ve vzorku. Pfi spektrofotometrickém
vyhodnoceni umistujeme na osu x pravé molarni koncentraci jedné ze sloZek, a na

osu y vynasime velikost absorbance vznikajictho komplexu.

Prvni laboratorni méfeni pro stanoveni stechiometrie komplexu BPB-BSA
pomoci metody kontinualnich variaci bylo provedeno sroztoky BPB a BSA v
koncentracich 5-10°5 moll! pfi celkovém objemu kazdého vzorku 5 ml.

Z namétenych dat byl sestrojen graf, tento graf je znazornén na obréazku ¢. 9.

Jobuliv vynos pro systém BPB - BSA

2,0000
1,8000 P °
1,6000 | °
1,4000 | o
1,2000
1,0000 |
0,8000 @ ®
0,6000
0,4000 ¢
0,2000
0,0000 ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

A pfi 606 nm

molarni zlomek BPB v roztoku

Obr. ¢. 9; Graf zavislosti absorbance pfi vlnové délce 606 nm na molarnim zlomku

BPB v roztoku. Koncentrace ptidavanych roztokd BPB a BSA byla 5-105 mol-1-1.
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Na sestrojeném grafu je jasné patrné maximum kiivky. Moldrni zlomek
BPB v maximu je 0,2, z ¢ehoz vyplyva, ze stechiometrie komplexu BSA a BPB je pfi

pH 3,3 rovna poméru 1:4.

Ovsem hodnoty naméfené absorbance byly velmi vysoké (maximum
absorbance dosahovalo hodnoty 1,784), bylo tedy rozhodnuto o sniZeni
koncentrace BSA i BPB na 2.105. Takto koncentrované zasobni roztoky budou
pouzitelné i pro pripravu roztokt pouzitych pro meéfeni dat pro Scatchardav
vynos. Stémito snizenymi koncentracemi a lehce poupravenym slozenim
jednotlivych vzorkt bylo provedeno dalsi proméfeni absorbance pfi 606 nm a
takto ziskand data byla vynesena pomoci Jobova vynosu na obrazku ¢. 10. I
v tomto pripadé byl molarni zlomek BPB v maximu roven hodnoté 0,2. Z hodnoty
molarniho zlomku maxima lze vypocist, ze pii pH = 3,3 se na molekulu BSA

vazou 4 molekuly BPB.

Jobliv vynos pro systém BSA-BPB
0,9000 r
0,8000 | Y
07000 - @ °
0,6000 [ )
0,5000 F L ]
0,4000 |

A pfi 606 nm

0,3000 ® °
0,2000 |
0,1000 | [

0,0000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Molarni zlomek BPB v roztoku

Obr. ¢. 10; Graf zavislosti absorbance pfi vlnové délce 606 nm na moldrnim

zlomku BPB v roztoku.
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3.2.Vyhodnoceni vazby BPB na BSA pomoci Scatchardova vynosu

Pfi zkoumani stechiometrie komplexu pomoci Scatchardova vynosu
titrujeme protein ligandem. Koncentrace BSA byla konstantni ve vSech lékovkach
a to vhodnoté 1-105 mol-ll. Koncentrace BPB se v roztocich meénila a to od
hodnoty 5-107 moll! aZz do 5:10° molll. Naméfené absorbance jsou i

s koncentracemi BSA a BPB v roztoku uvedeny v tabulce ¢. 5.

Tab. ¢. 5; SloZeni a naméfené absorbance jednotlivych vzorkd. Vzorek ¢. 14 byl

zfedén na polovinu, zméfen a hodnota absorbance byla poté vynasobena dvéma.

koncentrace  koncentrace

Cislo vzorku BPB v roztoku BSA v roztoku Absorbance - Absorbance

pfi 445 nm  pfi 606 nm

[mol.l-1] [mol.l-1]

1 5107 1-10” 0,0007 0,0261
2 1-10°® 1-10” 0,0013 0,0457
3 2-10° 1-10” 0,0072 0,0826
4 3-10° 1-10° 0,0119 0,1271
5 4-10°® 1-10° 0,0175 0,1726
6 5-10° 1-10” 0,0235 0,2135
7 7,5-10° 1-10” 0,0428 0,3195
8 1-10” 1-10” 0,0603 0,4169
9 1,25-10” 1-10° 0,0765 0,4992
10 1,5:10° 1-10° 0,0975 0,6078
11 2:10” 1-10” 0,131 0,7863
12 3-10” 1-10° 0,2781 1,378
13 5-10” 1-10° 0,5258 2,05

14 1-10™* - 2,211 1,072
15 - 1-10” 0,0008 0,0156

Od naméfenych hodnot absorbanci jednotlivych smési byla odectena

hodnota absorbance BSA pfi danych vinovych délkach.

Extinéni koeficienty pro volnou a véazanou BPB byly vypocitany

z jednotlivych absorbanci pfi 445 nm a pti 606 nm a to podle vztahu ¢. 2.
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V dal$im kroku byly z nyni jiz znamych extin¢nich koeficienti vypocteny
podle vztahu ¢. 5 koncentrace pro vazanou BPB na albumin a volnou BPB v
roztoku. Tyto koncentrace vazané a volné BPB byly vstupnimi daty pro
Scatchard®iv vynos. Tato vstupni data byla vynesena pomoci Scatchardova vynosu

a jsou zndzornéna na obrazku ¢. 11.

Scatchardiv vynos pro systém BSA-BPB
25
*
20 .
*
_ 15 + *
@ *
10 +
*
*, .
L 2
T .
0 1 1 1 1 J
0 2 4 6 8 10
B

Obr. ¢. 11; Scatchard@v vynos, k roztoku BSA o koncentraci 110 mol-11 byla

priddvana BPB v rozsahu koncentraci 5-107 az 5-10> mol-1-%.

Je zcela jasné, Ze tento graf nelze prolozit jednou pfimkou. Ovsem, graf lze
rozdélit na dvé samostatné ¢asti. Vezmeme-li prvnich 5 bodt z grafu a vytvoiime
z nich novy graf, potom jej Ize prolozit pfimkou velmi dobfe. To samé plati pro
graf sloZeny z bodt 6-13. Takto vytvofené grafy jsou zobrazeny na obrazcich ¢. 12

a13.
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Scatchardiv vynos pro systém BSA-BPB,
body 1-5

25 -

20 y =-11,583x + 25,956

15

B/[L]

10 +

Obr. ¢. 12; ScatchardGv vynos pro prvnich 5 bodt z obr. ¢. 10 prolozeny

linearni regresi.

Scatchardiv vynos pro systém BSA-BPB,
body 6-13
10
*
8
6
— y =-0,7399x + 10,163
® 4
2
0
0 2 4 6 8 8 10 12 14

Obr. ¢. 13; Scatcharddav vynos pro body 6 az 13 z obr. ¢. 10, prolozeny

linearni regresi.
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Nasledné z rovnic regresnich pifimek vypocteme hodnoty x pro x = o (tedy
soutfadnice priaseciku sosou x). Tak ziskdme maximalni pocet molekul BPB
vazanych ve vazebnych mistech albuminu s vyssi (popfipadé niZsi) afinitou

k BPB.
Rovnice regrese pro vazebna mista BSA pro BPB s vys$si afinitou:
y =-11,583 + 25,956

Po dosazeni za x = 0 dostaneme maximélni mozny pocet molekul BPB véazany

vazebnymi misty s vyssi afinitou.
x =2,241
Vazebna mista na BSA s vyssi afinitou tedy vazi 2 molekuly BPB.
Rovnice regrese pro vazebnd mista BSA pro BPB s niz$i afinitou:
y =-0,7399 + 10,163

Po dosazeni za x = 0 dostaneme maximélni mozny pocet molekul BPB véazany

v v,

vazebnymi misty s nizsi afinitou.

x =13,736
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4. DISKUZE

4.1.Vyhodnoceni vazby BPB na BSA pomoci Jobova vynosu

Podle mého méfeni a naslednych vypocth tvori BSA a BPB komplex se
stechiometrii 1:4. Na jednu molekulu BSA se tedy vazi 4 molekuly BPB. To je
v rozporu se zavéry publikovanymi v praci [?8 podle kterych, se na molekulu
albuminu vazi 2 molekuly BPB a tedy stechiometrie komplexu BSA-BPB je 1:2.
Ovsem musime si uvédomit, Ze nase méteni bylo provadéno pfi pH v hodnoté 3,3
oproti tomu méfreni Bertshe a jeho spolupracovnikt bylo provadéno v Tris pufru,

ktery zajistoval v roztocich konstantni pH o hodnoté 8.

Toto zjisténi je tedy vsouladu sjiz znamymi charakteristikami vazby
ligand®i na albumin [1l. Je znamo, Ze pfi poklesu pH do velmi kyselé oblasti (pod
pH 4) dochézi k reverzibilnimu rozbalovani molekuly albuminu. Kolem pH 3
dochazi k dalsimu rozvoltiovani struktury molekuly albuminu a tedy dalSimu

potenciondlnimu odhalovéani vazebnych mist.

S nejvyssi pravdépodobnosti 1ze tedy tvrdit, Ze vlivem kyselého prostredi
vroztoku dochdzi k postupnému rozbalovani struktury molekuly albuminu
(pfechod od konformeru N k konformeru F, k rozvolnéni struktury na konformer
E nejspise nedochazi, jelikoz tato konformace prevazuje az pii pH mensim nez 3
(1) a timto rozbalenim se odhaluji dal$i vazebna mista, kterd jsou schopna vazat

BPB.
4.2 Vyhodnoceni vazby BPB na BSA pomoci Scatchardova vynosu

Ze Scatchardova vynosu, 1ze celkem snadno odecist, Ze molekula albuminu
obsahuje (aspo1i v rozmezi ndmi pouzitych koncentraci) dva typy vazebnych mist.

Prvni typ ma afinitu k BPB vyssi, druhy typ vazebnych mist méa afinitu k BPB

nizsi.

42



Vazebna mista albuminu s vyssi afinitou k BPB mohou vazat maximalné 2
molekuly BPB. Teprve v momentu, kdyz jsou vSechna tato vazebna mista s vyssi
afinitou obsazena molekulami BPB, zac¢inaji molekuly BPB obsazovat vazebna
mista snizsi afinitou. Maximalni poc¢et molekul BPB obsazujicich na albuminu
vazebna mista s nizsi afinitou je 14. Mista s vy$si afinitou jsou obsazovdna BPB
diky vysoké afinité pfednostné, a tedy odpovidaji strmé casti grafu, mista s nizsi
afinitou jsou obsazovana s nizsi pravdépodobnosti nez mista s vyssi afinitou (diky
mensi vazebné konstanté) a tvori tedy cast grafu s mensim sklonem. Pocet
molekul BPB vdzanych BSA Ize velmi silné ovlivnit pomoci iontové sily. Molekula
BPB ma dva zaporné néboje, soutézi tedy s jinymi anionty v roztoku (disociovana
kyselina citronovd nebo citronan) o vazebnad mista. Pocet obsazovanych

vazebnych mist tedy zavisi i na koncentraci a to jak pufru, tak samotné BPB.

Ze ziskanych dat a diky jejich vynesenim pomoci Scatchardova vynosu lze
tedy usoudit, ze BSA obsahuje dva rizné typy vazebnych mist pro BPB. Jeden typ
ma vyssi vazebnou konstantu a mtZze vazat maximalné 2 molekuly BPB. Druhy
typ mé vazebnou konstantu v porovnani s prvnim typem mensi. Tento druhy typ,

slabéji vazajici BPB, mtze celkem vézat az 13 molekul BPB.

4.3.Porovnéani vysledki Jobova a Scatchardova vynosu

Pomoci Jobova vynosu bylo zjisténo, Ze BSA tvofi s molekulami BPB
komplex a stechiometrie tohoto komplexu je 1:4. Ze Scatchardova vynosu byla
ziskana informace o existenci dvou rtznych typ@i vazebnych mist pro BPB na

molekule BSA. Tato vazebna mista vazi maximalné 2 a 13 molekul BPB. Znamena

to tedy, Ze jsou vysledky mezi sebou v rozporu?

Nejsou, pomoci Jobova vynosu totiz zjiStujeme stechiometrii komplexu
v rovnovaze. Oproti tomu pomoci Scatchardova vynosu zkoumdme pocet
vazebnych mist s rdznymi afinitami a pocet molekul BPB vazanych jednotlivymi

vazebnymi misty. Vysledky prace lze tedy shrnout do konstatovani, Ze molekula
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BSA tvoii s BPB komplex o stechiometrii 1:4. Pfi tvorbé tohoto komplexu jsou
obsazovana dvé mista s vys$si afinitou a dvé mista s nizsi afinitou, zbyvajici mista
sniz$i afinitou jsou obsazovana az pri prebytku BPB v roztoku. Neni tedy
vylouceno, ze kdyby se pokracovalo ve zvySovani koncentraci BPB ve vzorcich
pro Scatchardtv vynos, doslo by na grafu k objeveni dalsiho tiseku s opét mensim

sklonem. Tento dalsi tsek grafu by odpovidal moZnosti, Ze molekula BSA

obsahuje dalsi vazebna mista s mensimi afinitami. [3]
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5. Zaveér

YN

Stavajici dloha pokrocilého biochemického praktika byla rozsifena o
vyhodnocovani vazby pomoci Scatchardova vynosu. Tento vynos umozni
studentlim urcit pocet vazebnych mist pro BPB na molekule BSA, jejich afinity a

pocty molekul BPB vazanych jednotlivymi vazebnymi misty.

V druhé ¢asti této ulohy bylo optimalizovano slozeni jednotlivych roztokt
pro metodu kontinualnich variaci. Vysledkem bude tedy pfehlednéjsi graf

s CiteIn&jsIm maximem.

Casova naro¢nost tlohy neni ani po pridani vyhodnocovani vazby pomoci
Scatchardova vynosu nikterak velka. Sikovny student zvladne roztoky piipravit a

promeéfit jejich absorbance na spektrofotometru za dvé hodiny.
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