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Seznam zkratek a pouZitych symboli

SEZNAM ZKRATEK A POUZITYCH SYMBOLU

A Absorbance

c Koncentrace

CD Cirkuléarni dichroismus
Cytc Cytochrom ¢

E Energie zafeni

E, Energie zadkladni

E, Energie elektronova
E, Energie rota¢ni

E, Energie vibra¢ni

Geix Celkova Gibbsova energie
h Planckova konstanta
Hpo Enthalpie molekularni
H.op Enthalpie rozpoustédla
CT ,, Charge transfer “ pas
I Iontova sila

Mezinérodni unie pro €istou a uZitou chemii

IUPAC
,, International Union of Pure and Applied Chemistry“
Mezinarodni unie pro biochemii

IUB
,, International Union of Biochemistry *

) Opticka délka

MG Konformacni stav ,, molten globule

NAD(P)H Nikotinamiddinukleotidfosfat



Seznam zkratek a pouZitych symbolu

NIR Blizka infradervena oblast
., Near infrared*
SEM Smérodatna odchylka priiméru
SPDS Diferen¢ni spektrofotometrie zménou sloZeni roztoku
,»Solvent perturbation difference spectroscopy “
Smol Entropie molekularni
Srop Entropie rozpoustédla
T Teplota
Tm ,» Temperature of melting“ Teplota tani
TPDS Teplotné perturba¢ni diferenéni spektrofotometrie
,» Thermal perturbation difference spectroscopy “
Ultrafialova oblast
UV
,, Ultraviolet
Viditelna oblast
VIS
,, Visible “
A Vlnova délka
£ Absorpeni koeficient
v Frekvence
Vlinocet

<t

Dale byly pouzity standardni tfipismenné zkratky aminokyselin (cit."):
Asp, Asn, Arg, Cys, Glu, Gly, His, Lys, Met, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr
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1. PREHLED LITERATURY
1.1. Spektrofotometrie

Pii spektrofotometrickych méfenich studujeme absorpci, popf. emisi
elektromagnetického zafeni latkou. V této praci se budu zabyvat pouze absorpci zafeni
molekulami, zejména absorpci ve viditelné a ultrafialové oblasti elektromagnetického
spektra. Vzhledem ke kvantové povaze zafeni plati, Ze absorbovéano je pouze to zafeni,
jehoz fotony maji energii E, ptesné odpovidajici rozdilu energetickych hladin
absorbujicich molekul (atomil). Energii elektromagnetického zafeni lze vyjadfit
vztahem (1), kde E je energie (J), h je Planckova konstanta (6,62.10>* Js) a v je
frekvence (Hz)!>*:

E=hv (1)

Ve spektrofotometrii z praktickych divodu ¢astéji vyjadfujeme energii zateni

pomoci vlnové délky (A), resp. vino¢tu R

1.1.1. Absorpéni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Oblasti UV/VIS (,,ultraviolet/visible ) elektromagnetického spektra rozumime
rozmezi vinovych délek pfiblizné od 200 nm do 400 nm (blizka ultrafialova oblast) a od
400 az 800 nm (viditelna oblast). Neékteré moderni spektrofotometry dokézi méfit i v
oblasti pod 200 nm (tzv. vakuova oblast spektra) a naopak i v oblasti do vinovych délek
1100 nm (NIR ,, near infrared*, blizka infratervena oblast)*.

Energie zafeni v této oblasti odpovidd pfechodim mezi jednotlivymi
elektronovymi hladinami molekul. KaZda z elektronovych hladin je dale rozst€pena na
vibra¢ni energetické podhladiny, ty jsou diky rotaénimu pohybu celé molekuly Sté€peny

na rota&ni energetické podhladiny®™!.
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Celkovou energii molekuly tedy miizeme symbolicky vyjadfit vztahem (2):
E)=E,+E,+E, 2)

Velikosti jednotlivych energetickych pfispévka jsou nasledujici (3):
E.> E,>E, €

Jak jiz bylo fe€eno, podstatou vzniku absorpénich spekter v UV/VIS oblasti jsou
elektronové ptechody, kazdy takovy pfechod v3ak miize byt doprovdzen zménou
rotaéniho nebo vibraéniho stavu molekuly. Namisto jedné energie ptechodu (Cara ve
spektru s odpovidajici hodnotou A) tak kazdému elektronovému piechodu pfislusi
skupina ¢ar. Intenzita jednotlivych &ar je déna tim, nakolik jsou pro odpovidajici
pfechody splné€na pfisludna vyb&rova pravidla. Takovou skupinu bychom ovSem mohli
pozorovat pouze idedlnim spektrometrem, méfenim na realnych pfistrojich (s kone¢nou
hodnotou spektralniho rozli$eni) je signél ,,rozmazan® a misto ¢ar pozorujeme absorp¢ni
pasy.

Popisovana situace pln€ plati pouze pro izolované molekuly ve vakuu. Pt
ptfechodu do kondenzovaného stavu ¢i roztoku jsou jednotlivé molekuly ovlivnény
vzijemnymi sraZkami a dalS$imi interakcemi (solvatace). Tyto interakce ovliviluji
(perturbuji) jednotlivé energetické hladiny; kazdd molekula je pfitom ovlivnéna v
ponékud odli$né mife. Vzhledem k obrovskému poctu molekul ve vzorku vytvéteji tato
oproti sob¢€ posunutd individualni spektra de facto kontinualni pasové spektrum, které je
obalkou piispévkl jednotlivych molekul. Jeho tvar i intenzita jsou vyrazné ovlivnény
prostiedim, v némz se molekuly vyskytuji.

Absorpéni pfechody elektroni se uskute¢riuji z hladiny s niZsi energii do hladiny
s vy$$i energii (obr.1, str. 10). V UV/VIS oblasti jsou nejcastéjsi ptechody n elektronti
mezi vazebnymi a antivazebnymi orbitaly (n — 7). Energetické piechody mezi
vazebnymi a antivazebnymi o orbitaly (6 — o) jsou spojeny s absorpci zafeni ve
vzdalené ultrafialové oblasti. Uplatiiuji se i pfechody elektrond z nevazebnych do
antivazebnych orbitald (n — 7, n — o), které mohou nastat u molekul obsahujici
heteroatom (kyslik, sira, dusik, atd.)*]. V koordina¢nich slouceninich jsou obvykle

dominantni pfechody mezi d orbitaly.
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*

Obr. 1: Schéma prechodu elektronu mezi energetickymi hladinami

(pIné oznacené orbitaly-obsazené, prdzdné-neobsazené) (prevzato cit.!*))

Piisné vzato se v8echny pfechody (elektronové, vibra¢ni, rota¢ni) tykaji vzdy
molekuly jako celku. Velmi €asto je vSak moZné s dobrym pfibliZzenim ,,lokalizovat*
tyto d&je na ur&ité skupiny atomii v ramei molekuly, oznadované jako chromofory™ 37,

Charakteristické absorpéni pasy v UV/VIS oblasti elektromagnetického spektra
nalezneme u mnoha biochemicky vyznamnych struktur. Peptidova vazba absorbuje
v oblasti vinovych délek 200-225 nm. Baze nukleovych kyselin absorbuji piiblizné pii
vinové délce 260 nm. Charakteristické absorpéni pasy aromatickych aminokyselin
nalezneme v oblasti okolo 280 nm. Pfi 340 nm absorbuje NAD(P)H a v oblasti mezi
405-420 nm miZeme pozorovat tzv. Soretliv pas v absorpénich spektrech hemovych

bilkovin® ®.

1.1.2. Absorpéni spektrofotometrie proteinii v UV/VIS oblasti

Z hlediska UV/VIS absorpénich spekter jsou pro studium bilkovin
nejvyznamngji prechody m elektroni (x — =n'). Charakteristickymi chromofornimi
skupinami bilkovin jsou zejména systémy obsahujici aromatické skupiny a nasobné
vazby (aromatické aminokyseliny, peptidova vazba). Tabulka 1 (str. 12) uvadi nejéastéji
se vyskytujici proteinové chromofory spole¢né s typem piechodu, polohou absorpéniho

maxima a hodnotou logaritmu absorp¢niho koeficientu.

10
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Chromoformni skupiny, kde se uplatiiuje pfechod elektront ¢ — o (jednoduché
vazby), absorbuji zafeni s 1<180 nm. Oblast pod 180 nm (tzv. vakuova ultrafialova
oblast) je pro v&tSinu spektrofotometri nedosazitelnd, protoze v této oblasti absorbuji
kfemenné soucasti pfistroji a aparatur, jednoduché anorganické ionty i naptiklad
molekuly O, atd.™*3],

Peptidova vazba absorbuje ve vzdalené UV oblasti spektra okolo 188 nm a dale
v oblasti vlnovych délek 200-225 nm. Absorpéni pasy aromatickych chromofori
nalezneme v oblasti pfiblizné okolo 280 nm. Ve spektru fenylalaninu se vyskytuje
absorpéni pas pfi 188 nm, a n€kolik maxim pfi 206 a 261 nm. Absorpéni spektrum
tryptofanu obsahuje n€kolik maxim pti vinovych délkach 195 a 220 nm. VéEtsi vyznam
maji pasy pii vinovych délkédch 280 nm a 286 nm. Struktura tyrosinu je zavisla na pH
roztoku (disociace hydroxylové skupiny na aromatickém kruhu). Absorpéni maxima ve
spektru nedisociované aminokyseliny nalezneme pfi vinovych délkach 193 nm, 222 nm
a 275 nm. Pii disociaci hydroxylové skupiny dojde ke zvySeni intenzity a k posunu
maxim k vy3$8im vinovym délkam 200 nm, 240 nm a 293 nm.

Minoritni ptispévky v absorpénich spektrech bilkovin naleZi histidinu a
aminokyselindm obsahujici atom siry. Ostatni UV chromofory bilkovin jsou zastinény
intenzivn€j§imi absorpénimi pasy tryptofanu, tyrosinu, fenylalaninu nebo peptidové
vazby nebo absorbuji zafeni s 4 < 180 nm (tzv. vakuova oblast spektra). Kromé
aminokyselinovych zbytki a peptidové vazby mohou v UV/VIS spektrech proteini
absorbovat i jiné soulasti proteinové struktury (kofaktory a koenzymy)® ®. Typick4 a
vyrazna je tato absorpce pro hemové proteiny. O jejich spektrech bude (na piikladu

cytochromu c) pojednéno dikladnéji v dal$im textu (odst. 1.4.3.).

11
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Tabulka 1: Chromofory v bilkovindch (pfevzato cit.')

r Chromofor
Zbytek
(absorbujici Amax (nm) log &max Typ pFechodu
aminokyseliny
struktura)
C-H Viechny 125 - LB
Cc-C Vsechny 135 - 650
150 3,2 o0
O-H Ser, Thr .
183 2,2 n—ac
173 3,4 o0
N-H Lys, Arg, N-konec .
213 2,8 n—oc
S-H Cys 195 3,3 n—c
S Cys’ 235 3,5 n—c
C-S-C Met 205 3,3 n—>c
-S-S- Cystin 250 2,5 n—c
COOH Asp, Glu, C-konec 205 1,6 non
Asn, Gln 188 3,9 >
CO-NH )
Peptidova vazba 225 2,6 n—m
188 4,8
Fenyl Phe 206 3,9 T
261 2,4
193 4,7
Fenol Tyr 222 3,9 T
275 3,1
200 5,0
Fenolat Tyr 240 4,0 T
293 3,4
195 4,3
220 4,5 .
Indol Trp TN
280 3,7
286 3,3
Imidazol His 211 3,8 T

12
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Vysledné UV/VIS absorpéni spektrum bilkoviny nelze nahradit sumou
ptispévkl samostatnych chromofornich skupin, protoZe tyto skupiny jsou ovlivnény
pozici v molekule, sloZenim rozpoustédla a dal$§imi interakcemi. Z téchto divodu
odréazeji realna spektra nejen aminokyselinové sloZeni bilkoviny, ale i jeji konforma¢ni
stav.

JelikoZ poloha absorpénich pasi pro dané chromoforni skupiny zavisi na polarité
prostfedi, je studium zmén poloh a intenzit absorpénich maxim z experimentalniho
hlediska velmi zajimavé. Ke zméné pribéhu nebo intenzity absorpéni kiivky dochazi v
disledku zmény polarity prostfedi. Pfi sniZeni polarity v okoli chromoforu je obvykly
posun absorp¢énich pasi k vy$§im vinovym délkédm (Cerveny posun). Pokud se absorpéni
maxima posouvaji k niz§im vlnovym délkdm (modry posun) indikuje to casto
rozbalovani nativni konformace proteinu® %),

Zmény poloh absorpénich maxim nebo intenzit jednotlivych pasi mohou byt jen
velmi nepatrné a obtiZzn€ vyhodnotitelné pfimym méfenim spektra. Techniky diferen¢ni
a derivacni spektrofotometrie jsou vhodnymi metodami ke sledovani téchto malych

zmé&n v absorpénich spektrech proteintl*.

13
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1.1.3. Diferencni spektrofotometrie

Pisobenim vné&jSich faktord (tzv. perturbaci) muZe v absorpénim spektru
bilkoviny dochéazet ke zménam v polohdch ¢&i intenzitich absorpénich maxim ve
srovnani s puvodnim spektrem bilkoviny. Mezi chemické nebo fyzikalni faktory
ovliviiujici polohy a intenzity absorp&nich pasti patii napfiklad zména teploty, ptidavek
dalsi latky k roztoku bilkoviny (rozpoustédla, nizkomolekularni latky, ionty, substraty,
ligandy, denatura¢ni ¢inidla atd.), zména koncentrace proteinu nebo zména pH roztoku.
Pro sledovani malych zmén v poloze pasi je vhodné pouziti diferenéni
spektrofotometrie!® °!.

Diferenéni spektrum ziskame odectenim dvou srovnavanych spekter.
Experimentaln€ na dvoupaprskovém spektrofotometru se provadi ode€itani optické, kdy
jako referentni vzorek slouzi ptivodni roztok bilkoviny. U jednopaprskovych piistrojii
pouzZijeme metod matematického odeéitdni v paméti pfistroje nebo na piipojeném
pocitaci.

Tvar diferen¢niho spektra pti posunu o 44 zhruba sleduje pribéh prvni derivace
(obr. 2):

Obr.2: Schématické zndazornéni vzniku diferencniho spektra

PFi posunu absorpcéniho pdsu o A). ( prevzato cit.!”)

14
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Pii vzniku diferen¢niho spektra nedochéazi pouze k posunu absorpénich pasti.

V realnych spektrech se maxima mohou posouvat, ménit svoji intenzitu a nebo dokonce
vvvvvv [4, 5]

1.1.3.1. Perturbace spektra vlivem teploty

Petrubace spektra vlivem teploty (TPDS ,, Thermal perturbation difference
spectroscopy ) je technika, pfi které se sleduji zmény absorpéniho spektra pti zménach
teploty. Zmény ve spektrech bilkovin miizeme pozorovat jiz v zavislosti na malé zméné
teploty. Takové zmény jsou ptedevsim charakteristické pro perturbaci tyrosinovych a
tryptofanovych zbytkli ve vodnych roztocich bilkovin. Metoda je zaloZena na
predpokladu, Ze nepfistupné ,,pohibené“ chromofory (bez kontaktu s rozpoustédlem)
nepfispivaji ke vzniku diferen¢niho spektra. Spektrum je pak pouze tvofeno pfispévky
chromofornich skupin, které jsou <&asteéné nebo zcela pfistupné molekuldam
rozpou$tédla. Srovnanim amplitudy diferenéniho spektra a modelové latky lze ziskat
piehled o piistupnosti chromofori na povrchu proteinu* *. Metoda TPDS byla vyuzita
ke studiu stability mnoha proteinii napiiklad pepsinu, aldolasy, imunoglobini nebo

ribonukleasy atd.!'*'3),

1.1.3.2. Peturbace spektra vlivem pridavku dalsi latky do roztoku

Perturbace spektra vlivem pfidavku daldi latky do roztoku (SPDS , Solvent
perturbation difference spectroscopy”) je metoda, pfi které se sleduji zmény spektra
v zavislosti na pfidavku daldi latky (perturbantu) kroztoku bilkoviny.
K nejpouzivanéjSim perturbantim patfi organickd rozpoustédla, kterd ovliviiuji

hydrata&ni obal bilkoviny a zapfi&itiuji tak zménu jeji konformace!'®!.

15
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Uziti techniky SPDS je podobné jako TPDS. V diferenénim spektru bilkoviny se
projevi jen piispévky chromofornich skupin na povrchu bilkoviny. ,,Pohfbené
aminokyselinové zbytky uvnitf bilkoviny nejsou zménou sloZeni rozpoustédla nijak
dotceny. Interpretace SPDS spekter je analogickd TPDS, kdy se kvantitativné srovnava
spektrum modelové latky se spektrem latky perturbované. Technika SPDS je hojn¢
vyuzivanou metodou pro studium proteini a jejich perturbacil' ",

Porovnanim TPDS a SPDS zjistime, Ze vysledky technik nejsou stejné. Zména
sloZeni rozpoustédla ¢asto vede ke znaénym konformaénim zménam struktury bilkovin.
TPDS pouZivad jen malych teplotnich rozdild, které vétSinou zavaZzné konformaci

nenarui®,

1.1.3.3. Dalsi zpusoby perturbace spektra

Diferen¢ni spektrofotometrie mize byt napiiklad déle vyuZita ke sledovani zmén
provazejici interakci iont a malych molekul s molekulou proteinu. Interakce nejsou
pti€inou vzniku diferen¢nich spekter pfimou perturbaci, ale vedou ke specifickym
zménam konformace celé molekuly nebo okoli chromoforu. Tyto interakce substrati a
ligandi s bilkovinou maji velky vyznam pti fad€ biologickych déjt. Sledovanim vazby
vapniku na fosfolipasu A se naptiklad ve své praci zabyval Slotboom a spol.[?2.

Spektrum mlzZe byt ovlivnéno i zménou koncentrace bilkoviny jako
perturbujiciho €initele. Metoda je zaloZzena na méfeni odchylek od Lambertova-Beerova
zakona, které jsou zptisobené asociaci makromolekul v roztoku.

Perturbace vlivem zmény pH (spektrofotometricka titrace) piedev§im meéni
spektrofotometrické vlastnosti tyrosinovych zbytkl. VyuZiva se zde skute€nosti, Ze
disociovand hydroxylovd skupina tyrosinu mé jiné absorpéni vlastnosti neZ
nedisociovany tyrosin. ZvySujicim se pH roztoku se nejdfive disociuji zbytky zcela na
povrchu bilkoviny, poté ty ¢aste€n¢ exponované a nakonec zcela pohfbené zbytky, které

se do kontaktu s rozpoustédlem dostavaji aZ po tiplné denaturaci proteinu!® 4,

16
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1.1.4. Derivacni spektrofotometrie

Technika derivaéni spektrofotometrie podobné jako diferenéni spektrofotometrie
umoziiuje zvyraznéni malych zmén v absorpénim spektru bilkovin a to pfedev§im zmén
ve tvaru absorpénich pasd. Zakladem techniky je schopnost odlisit od sebe ptekryvajici
se absorp¢ni pasy. Této skute€nosti vyuzili ve své praci naptiklad Jones a spol.?! pii
stanoveni porfyrini v moc¢i. Derivaéni spektrofotometrie pomahd k lepSimu
kvantitativnimu i kvalitativnimu vyhodnoceni absorpéniho spektra proteinu.

Metoda deriva¢ni spektrofotometrie se zaCala rozvijet pfedev§im diky pokroku
v ptistrojovém vybaveni koncem Sedesatych let. Dne$ni moderni spektrofotometry ¢asto
umoziiuji pozorovat derivaci spektra pfimo *l.

Derivace Lambertova-Berrova zdkona (4) (¢ koncentrace absorbujici latky, /

opticka délka , € absorp¢ni koeficient) podle A:

A=cle 4)
% =c-l. % prvni derivace o)
2 2
d ’24 =c-l d—f druhd derivace (6)
dA dA
d’4 _ c-l d n-td derivace (7)
di” dA

Pokud se absorbance pti kazdé vinové délce chova dle Lambertova-Beerova
zakona (4), je amplituda deriva¢niho spektra pfimo imérna koncentraci dané slozky

v roztoku 41,
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Deriva¢ni zpracovani spekter je ilustrovano na obrazku 3. V kazdém sloupci je
znézornéna nulta, prvni a druha derivace souétu dvou ptekryvajicich se absorpénich
pasi. NiZ§i pas (znazornény C&arkované€) je prekryt intenzivné&j$im a $irSim péasem.
Pomoci prvni a druhé derivace lze tento pas snadno odkryt, zvySovanim fadu derivace

se pasy ,.zuzuii“ a zvysuje i rozliSeni mezi nimil®!,
29

/,\/\/ /\\ //ﬂ\\ /
~

SN AN AN
VAT RN VAR IV

derivace

Obr. 3: Schématické zndzornéni prvni a druhé derivace

dvou prekryvajicich se absorpcnich pdsi
[51)

( - - - - prekryty pds) (pFevzato cit.

Kfivka prvni derivace nabyva nulovych hodnot v mistech, kde mélo pivodni
absorptni spektrum maximum. Minimum druhé derivace odpovida poloze maxima
pivodniho absorp&niho spektra. Vyssi liché stupné derivace se chovaji obdobné jako
prvni, stejn€ tak jako vy$38i stupn€ sudé derivace maji podobny prubéh jako druhd
derivace®* 3.

Derivaéni spektrum je dobrym nastrojem k zvyraznéni ptitomnych bo¢nych pasa
(ramének), které se v pivodnim absorpénim spektru mohou snadno zaménit za Sum
pfistroje.

Metody ziskani deriva¢niho spektra muizZeme rozdélit do dvou skupin. Prvni
skupinu tvofi metody zaloZené na modifikaci optické €asti spektrofotometru. Metody
druhé skupiny vyuZivaji dodate¢né zpracovani zaznamu pfipojenim ptidavného systému
k b&€Znym pfistrojim nebo matematickym zpracovanim pomoci pocitaového programu.

Pfinosem derivaéni spektrofotometrie je mala citlivost této metody
k interferujicimu pozadi (pozadi viceméné monoténni nebo jsou jeho zmény jen velmi

pomal€). Toho lze vyuzit naptiklad k eliminaci rozptylu svétla u zakalenych vzorkd,
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napiiklad z diivodii agregace proteini®!, Nevyhodou derivadni spektrofotometrie je
sniovéni odstupu signilu od Sumu pfistroje pfi zvySovani fadu derivace;® 2! to
fakticky omezuje pouzitelnost vyssich fadi derivaci.

Derivaéni spektrofotomerie se uplatituje pti viceslozkové analyze, ktera spo¢iva
v ureni jednoho ¢i vice analyti ve sloZité matrici. Tato technika slouZi ke kvantifikaci
jednoho nebo nékolika analytii bez nutné pocate¢ni separace nebo purifikace. Technika
derivaéni spektrofotometrie mnoho uplatnéni ve farmaceutickém priimyslu ke stanoveni
slozek 1é€iva. V klinické a biochemické analyze lze diky této metodé stanovit urcité
latky v lidském séru, mogi nebo plazmé jiz ve velmi nizkych koncentracich®®. Obecn
lze tict, Ze derivacni technika je dobrym nastrojem ke studiu bilkovin, zvlasté je to pak

vyuziti druhé a &tvrté derivacel?’>%

19



Prehled literatury

1.2. Prostorova struktura, stabilita a denaturace

proteinu

Proteiny v buiice zastavaji mnoho riznych funkci (regula¢ni, zasobni, signalni,
katalytické, strukturni, transportni, pohybové atd.). Kazda bilkovina zaujimé svoji
specifickou prostorovou strukturu, ktera uréuje jeji biologickou funkei®": *2.

Podle doporu¢eni mezindrodni komise pro nadzvoslovi IUPAC-IUB se ¢leni
struktura proteinii nasledovna®® 4!;

1. Primarni struktura proteinu je dana pofadim (sekvenci) aminokyselinovych
zbytkl v polypeptidovém fetézci, bez ohledu na jejich prostorové uspofadani.

2. Sekunddrni struktura molekuly (segmentu) je prostorové uspoiadani hlavniho
fetézce bez ohledu na uspofadani postrannich fetézci a na vztah k ostatnim
molekuldm (segmentiim).

3. Tercidrni struktura bilkoviny (podjednotky) je prostorové uspofadani vSech
jejich atomd v prostoru bez ohledu na vztah k ostatnim molekulam
(podjednotkam).

4. Kvartérni struktura proteinu je prostorové uspofadani podjednotek bez ohledu

na jejich vnitini strukturu.

Energetickou bilanci tvorby nativni konformace bilkoviny je mozné vyjadfit

nasledujicim vyrazem (8):
AGeep= AHpo + AHrozp - T ASpor - TASrozp (8)

Zména celkové Gibbsovy energie (4G .x) rozhoduje o stabilit€ nativni struktury
proteinu. Pravd strana vyrazu reprezentuje prispévek vazebné energie
intramolekuldrnich interakci (4H,.;), enthalpicky =zisk interakce s rozpoustédlem
(4H,,p), entropickou ztratu, kterd je dana vzristem uspofadanosti v nativni struktufe
bilkoviny (4Ss01) a entropickou bilanci interakce molekuly proteinu s rozpoustédlem
(ASrozp)>).
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Nativni  struktura bilkoviny je stabilizovina velkym mnoZstvim
intramolekularnich interakci rizného typu: disperzni sily, van der Waalsovy interakce,
elektrostatické interakce (iontovy par, vodikova vazba). Strukturu déle mohou
stabilizovat kovalentni vazby (disulfidické mustky) a koordina¢né-kovalentni vazby
(vazby ligandi v metaloproteinech). Vyznamné jsou také interakce proteinu
s molekulami rozpoustédla (hydrofobni efekt). Obecné intramolekularni interakce spolu
s kontakty s okolnim prostfedim udrzuji sloZitou strukturu bilkoviny®*> %),

Vlivem vngj$ich faktord, napiiklad zvySenim teploty, zménou iontové sily,
zménou pH roztoku nebo vlivem denatura¢nich €inidel miiZze bilkovina ztratit svoji
nativni konformaci a dochézi k denatruraci. Mozna definice zni®®": | Denaturaci
nazyvame kaZdou podstatnou zménu prostorového uspordadani biopolymeru, ktera vede
ke ztraté jeho biologické aktivity.

Faktort, které zpiisobuji denaturaci, je mnoho®'~);

e Zmeéna teploty zplsobuje zmé&nu vlastnosti zdvislych na konformaci bilkoviny
(opticka rotace, viskozita, absorpce UV zafeni). Stoupa-li teplota pomalu a
postupné, struktura proteinu zustava dlouho stala a uvedené vlastnosti se méni
jen malo. Pfi dosaZeni ur€itého tepelného rozmezi vSak dochézi k nahlé,
skokové zmeén€ vlastnosti proteinu a tedy také jeho struktury. Teplota, kdy
protein ztraci svou nativni konformaci, se nazyva teplota tani 7m (,, temperature
of melting’). Nahlost pfechodu naznaluje, Ze struktura je rozvinovana
kooperativng, tento d€j je €asto popisovan pomoci dvoustavového modelu.

e Zmény pH roztoku méni ionizaci postrannich fet€¢zci aminokyselin. V disledku
téchto prechodi dochézi ke zméné celkového ndboje proteinu a jeho rozloZeni, a
k odpuzovani souhlasné nabitych skupin a ,,roztrhani“ nativni struktury.

o Také detergenty vyznamné narusuji strukturu bilkovin. Interaguji s nepolarnimi
postrannimi fetézci proteinu i s hlavnim fet€ézcem. Naru$uji tak plsobeni
hydrofébniho efektu, které se vyznamné podili na udrZeni nativni konformace
proteinu.

e Organické latky rozpustné ve vodé (napf. alifatické alkoholy) a jejich vysoké
koncentrace také ovliviiuji hydrofobni jev, ktery stabilizuje strukturu bilkoviny.

Nékteré mohou strukturu proteinti stabilizovat (glycerol), jiné jsou silnymi

denatura¢nimi ¢inidly (aceton).
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Mechanicka denaturace proteinu je nejéastéji spojena se vznikem mezifazového
rozhrani (roztok proteinu-nepolarni povrch, roztok proteinu-plyn, atd.). Na
tomto rozhrani se nemiZe pln¢ uplatnit hydrofobni efekt. Pfi intenzivnim
michani, pénéni atd. se podil molekul bilkoviny, denaturovanych na rozhrani,
vyrazné zvySuje. Mén¢ cCasto je mechanicka denaturace pfimo spojena s
pisobenim mechanické sily (stfih), nebo se zvy$enim hydrostatického tlaku.

Vliv soli na strukturu bilkoviny je rtizny. Nekteré soli jako naptiklad (NH4)2SO4
nebo KH,POj4 strukturu nativniho proteinu stabilizuji. Naproti tomu jiné soli
(napt. KSCN) strukturu proteinu destabilizuji. Stupeni d¢innosti iontl na stabilitu
proteinu se shoduje s jeho schopnosti vysolit protein z roztoku, jak ji udava tzv.

Hoffmeistrova fada:

Anionty: SO4* > H,PO,% > CH;COO > CI > Br > I'> ClO4 > SCN
Kationty: NH*" | Cs*, K*, Na"> Li*> Mg" > Ca"> Ba*

Ionty ke konci této fady, které maji sklon k destabilizovani proteinu, se
nazyvaji chaotropni (I, ClO4, SCN", Ca*, Ba"). K chaotropnim &inidltm fadime
také guadiniovy ion a neiontovou mocovinu. Chaotropni ¢inidla zvy$uji
rozpustnost nepolarnich latek ve vodé€. Jejich U€innost, jako denaturaénich
¢inidel, je disledek schopnosti narusit strukturu vody a tak oslabit hydrofobni
efekt. Latky, které stabilizuji strukturu vody, naopak tento efekt zvysuji, a tim
protein stabilizuji (tzv. kosmotropni ¢inidla). Piikladem kosmotropnich iontd
jsou Cs', K" nebo Li*, jako kosmotropy piisobi také nékteré alkoholy nebo

sacharosa. Vliv iontii na stabilitu proteinu je kumulativni ' 32,
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1.3. Sbalovani proteini

Proces, kdy protein ziskdva svou trojrozmérnou strukturu se nazyva sbalovani
(,,folding“). Opaénym dé&jem je rozbalovani proteinu (,, unfolding), tento pojem se
prekryvd s pojmem denaturace. Prostorové uspofaddni molekuly bilkoviny je
zakodovano v jejim aminokyselinovém slozeni*® 3",

Struktura proteinu je urCena snahou dosahnout konformace s co nejmens$im

B8 Rozpor vrychlosti sbalovani a mnozstvi konformaci

obsahem volné energie
s nizkou hodnotou volné energie se nazyva Levinthaliv paradox®). DosaZeni nativni
konformace predchazi tvorba meziprodukti, ktera je fizena kineticky. Proces sbalovani
proteint je tedy fizen termodynamicky i kineticky.

Sémotny déj probihda ptes tvorbu nékolika nukleanich center (segmentt
s uspofadanou strukturou) v riznych ¢astech bilkoviny. Vznik téchto center v pocatcich
procesu omezi mnoZstvi moZnych konformaci s nizkou hodnotou volné energie!*".
V této fazi se pfedev$im ve formovani struktury uplatiiuji vodikové vazby. V dalsi fazi
se vytvofené segmenty pod vlivem hydrofébniho efektu formuji do nativni konformace.
Cely proces sbalovani proteinu je vysoce kooperativni dé; (331,

Pro , folding“ nativni konformace proteinu bylo navrZeno nékolik modeli
popisujici tento proces. Jednim =z ptikladd je tzv. model ,sbalovaci nalevky*
(,free-energy funnel), kdy je prib&h sbalovani uréen specifickym energetickym
profilem. Z modelu vyplyva, Ze sbalovani proteint je tim rychlej$i, ¢im strméj$i jsou
sttny nalevky. V této pomysiné energetické hyperploSe vSak existuji energetické
,»Zahyby“ (energetické minima), kterda odpovidaji stabilnim meziproduktim
vytvofenych pii procesu sbalovani proteinal*'].

Meziprodukty vzniklé béhem procesu sbalovani maji obecné velmi kratkou dobu
Zivota. Ohgushi a Wada!*?! pozorovali pti sbalovéni proteinii vznik meziproduktu, které
nazvali ,, molten globule “ (MG).

~Molten globule” je pomé&mé¢ kompaktni utvar s vysokym podilem nativni
sekundarni struktury (zachovani pravidelnych struktur), s fluktujici terciarni strukturou
a velkym poctem obnaZenych hydrofébnich usekli. Meziprodukty typu MG byly

pozorovény pfi sbalovani celé fady proteint!* !,
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U nékterych proteinti byla jako intermediat sbalovéni, pfedchazejici vytvoreni
MG, navrZena je$té struktura tzv. ,, pre-molten globule “, v niZ dochazi k naruSeni ¢asti
segmentd s pravidelnou sekundérni strukturou. Stejné jako MG vykazuje ptfitomnost
hydrofébnich oblastit” 481,

Studium stabilnich nebo ¢&aste¢né stabilnich meziproduktd vznikajicich pfi
denaturaci a nasledné renaturaci je dobrym modelem k pfiblizeni vzniku a stability
pfechodnych konformac¢nich stavi. Jednim ze zkoumanych intermediatt je i MG.
Neékteré globularni proteiny (cytochrom c, a-laktalbumin atd.) pfechédzeji do struktury
MG pod vlivem mirnych denaturaénich podminek (zvySeni teploty, zménou pH,
ptidavkem mocoviny nebo alkoholid atd.)*’),

Metody sledovani vzniku a vlastnosti konforma¢niho stavu MG jsou ruzné.
K nejvice pouzivanym patii zejména spektroskopické metody. Absorpéni
spektrofotometrii v UV/VIS oblasti pouzili ve své praci pro sledovéni stability MG
naptiklad Pineda a spol.’%). Diferen¢ni a derivaéni techniku spektrofotometrie vyuzili
ve svych pokusech Pawer a spol.*]. Metodu cirkularniho dichroismu ve svych
experimentech aplikovali naptiklad autofi prace!® ke zkoumani vzniku stavu MG p-

(51

laktamasy nebo Kamiyama''' ve své praci, zabyvajici se stabilitou konformace MG

cytochromu c. Fluorescen¢ni resp. Ramanova spektroskopie se stala nastrojem pro
experimenty na molekule cytochromu ¢ v pracich®® resp.**!.

Pfi vytvafeni nativni struktury proteini in vivo je v n€kterych piipadech
podminkou pfitomnost dalSich struktur bilkovinné povahy, chaperoni. Chaperony
chrani nov€ syntetizované proteinové fetézce pfed asociaci s nespravnymi partnery.
Chaperony nezvyS$uji rychlost reakce, a proto je neoznaCujeme jako enzymy. Protein

ureny ke sbaleni se nevaZe na chaperon ve své zcela rozbalené podobé, ale az ve formé

&astetnd sbaleného meziproduktu, blizZici se stavu MGP? 3% 3¢,
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1.4. Cytochrom c

1.4.1. Zakladni vlastnosti, funkce a vyskyt cytochromu c

Cytochrom c (cyt ¢) (obr. 4) je redoxné€ aktivni protein, které ve své molekule
obsahuje hemovou skupinu. Jde o periferni membranovy protein, ktery se voln& vaze
k vn&j§imu povrchu vnitfni mitochondridlni membrany. Zprostfedkovava transport
elektroni mezi integrdlnimi membranovymi komplexy v dychacim fetézci buriky.
Pfenasi elektrony z proteinového komplexu ubichinol-cytochrom c¢ oxidoreduktasy
(komplex III) na cytochrom c oxidasu (komplex IV).

Cytochrom ¢ je vSudypfitomny protein vyskytujici se ve v8ech organismech
kromé& né€kolika malo obligatornich anareobti. Jedna se o maly (pfiblizné¢ 12,5 kDa),
relativné stabilni, dobfe rozpustny protein s izoelektrickym bodem v zasadité oblasti

(pI=10,6)" >4,

Obr.4: Cytochrom c ( prevzato cit.*¥)
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1.4.2. Struktura a evoluce cytochromu c

Cytochrom c¢ je jednodoménova globuldrni bilkovina. Molekula je tvofena
prosthetickou hemovou skupinou a polypeptidickym fetézcem, obsahujicim 100-120
aminokyselinovych zbytkli. Pfesny pocet aminokyselinovych zbytkt se 1i§i podle
pfislugného druhu organismu'®*.

Pro hem typu c je charakteristické, Ze je kromé& koordina¢nich vazeb atomu
Zeleza k apoproteinu vazan pomoci dvou kovalentnich thioetherovych vazeb. V ptipadé
cytochromu c je porfyrinovy skelet spojen s aminokyselinovymi zbytky Cys-14 a Cys-
17 (obr. 5). Atom Zeleza hemové skupiny je oktaedralné koordinovan s atomy dusiku
v porfyrinovém skeletu, atomem dusiku His-18 a atomem siry Met-80. Hemova skupina
je kapoproteinu pfipojena po biosyntéze v endoplazmatickém retikulu.
V syntetizovaném proteinu je pro hem jiZ vytvotena hydrofobni kapsal®>.

Hem obsahuje ion Zeleza vyskytujiciho se ve dvou moznych oxida¢nych stavech
Fe (II) a Fe (1I)1" 4],

[ | Protein ]

e

3

CH-cH,  CH, Cps

s

He— CH—CH,
Hom o,

¢, ?Hz

tH, CH ,

coo - co0 -~

Obr.5: Vazba hemové skupiny k proteinu, thioetherové vazby ( pfevzato cit.”")

Cytochrom c je téméf univerzalni eukaryotni protein, ktery je evolu¢né velmi
dobfe konzervovan. Nachazi se ve vSech organismech obsahujici elektronovy
transportni fetézec. Pfedpoklada se, Ze elektronovy transportni fetézec vznikl asi pted
1,5-2 miliardami let a od té doby zménil se jen nepatrné. Jeho funkce a struktura byla
vysoce konzervovana bé&hem celého vyvoje. Dtikazem je, Ze cyt ¢ jakéhokoliv

eukaryotického organismu reaguje in vitro s cytochrom c¢ oxidasou jiného druhul®®!,
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V molekule cytochromu ¢ nalezneme takové aminokyselinové sekvence, které
jsou naprosto konzervovany, ale i tuseky vice ¢ mén€ variabilni. Srovnani
Margoliashe®”! ukazuje, Ze primarni struktury Sesti cytochrom@ ¢ riiznych druhd jsou
z 53% totoZna. Pokud je srovnani provedeno pouze u obratlovci, je totoZnost az 73%.
Velikost rozdili mezi cytochromy riznych druhti odpovida ofekdvani podle udaju
klasické taxonomie. Fylogeneticky vzdalené druhy maji vice odlisnosti v primarni
struktufe cytochromu ¢ neZ druhy si navzajem pfibuzné®!l,

Struktura cytochromu c je vysoce konzervovana. Aminokyseliny, které zastavaji
vyznamné funkéni nebo strukturni role, jsou zcela invariabilni nebo podléhaji substituci
jen malokdy. Naproti tomu aminokyseliny povrchové vykazuji vys§i variabilitu.
Substituce invariabilniho aminokyselinového zbytku, ktery =zastavd v molekule
vyznamnou biochemickou tlohu, inaktivuje cely protein®®" 3%,

o Cys-14, Cys-17, His-18, Met-80 jsou aminokyseliny tvofici vazbu s hemovou
skupinou.

e Devét invariabilnich glycinovych zbytki obsazuje v molekule cytochromu c
takovd mista, kde by vét§i aminokyseliny vyrazné ménily trojrozmérnou
strukturu proteinu.

o Lysinové zbytky v polohach 8, 13, 25, 27, 72, 73, 86 a 87 jsou umistény v kruhu
okolo exponovaného okraje jinak zanofené hemové skupiny. Kladné nabité
lysinové zbytky jsou komplementarni k povrchovym oblastem fyziologickych
reak¢énich partnerti s pievladajicim negativnim nabojem.

o Tyr-48, Tyr-67, Tyr-74 a Tyr-97 jsou kritickymi aminokyselinami pro udrZeni
nativni konformace cytochromu v blizkosti hemu®®!.

e Dal3im konzervovanym zbytkem molekuly cytochromu c je Phe-82. Aromaticky

kruh je téméf rovnobéZny s hemem a tvoii ziejmé zakladni sloZku proteinového

vodice elektront v reakcich dychaciho fetézce.
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Molekula proteinu zaujimd témét sféricky tvar. Cytochrom c obsahuje pét
samostatnych helixd. Prvni helix od N-konce obsahuje pfibliZn€ aminokyselinové
zbytky v polohach 1-15. V tomto useku molekuly cytochromu c¢ nalezneme His-18
koordinujici ion Zeleza. Ddéle pokrauje oblast zbytk 16-22 netvotici Zadnou
uspofadanou sekundéarni strukturu. Aminokyseliny 23-27 tvofi tzv. B-otd¢ku a za ni
nasleduje znovu fada aminokyselin bez vétsi znamky strukturniho uspofadani. V oblasti
aminokyselinovych zbytkli 50-56 nalezneme v molekule cytochromu ¢ druhy helix, po
kterém nasleduje kratka smycka a v pofadi tfeti helix zahrnujici zbytky v polohéach 61-
69. Po c¢tvrtém helixu (71-74) néasleduje smycka, obsahujici dal§i vyznamnou
aminokyselinu Met-80 koordinujici ion Zeleza v prosthetické skupiné proteinu. Kone¢né
paty helix pokracuje od aminokyseliny s pofadovym ¢&islem 90 aZz ke karboxylovému

konci peptidového fetézcel™.

1.4.3. Absorpéni spektrofotometrie cytochromu c v UV/VIS

oblasti

Cytochrom c¢ je protein s charakteristickym absorpénim spektrem. Obrazek 6
(str. 29) pfedstavuje absorpéni spektra cyt ¢ v oxidovaném a redukovaném stavu. Ve
spektrech dominuje silny absorpéni pés v oblasti 380-420 nm tzv. Soretiv pas (y-pas).
Mensi intenzitu maji dva pasy mezi 500-600 nm (a-pas a -pés). V absorpénim spektru
je samoziejmé pfitomny pas voblasti 200-220 nm (na obrazku neni naznacen)
charakteristicky pro absorpci peptidové vazby a nékolik maxim v oblasti mezi 250-290
nm pfislusejici absorpci zbytkl aromatickych aminokyselin.

Redukovanou formu proteinu charakterizuje pfitomnost a-pasu pti 550 nm a f-
pasu pfi 521 nm. V oxidovaném stavu dochdzi v absorpénim spektru cytochromu ¢ k
n€kolika zmé&nam. Soretiv pas se posouva od 410 nm k 408 nm, a-pas a B-pas kolabuji
a spojuji se v jeden pas pfi 530 nm s raménkem u 565 nm. Tzv. ,, charge transfer pas
pfi 695 nm je spojen s pfechodem elektronu z orbitalu hemu do orbitald ligandu (tedy
formalné s pfenosem naboje mezi Fe a ligandy™ . Je velmi citlivym indikatorem

nativni konformace oxidovaného cytochromu c.
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Obr.6: Absorpcni spektrum cytochromu c,

— oxidovany stav, - - - redukovany stav (prevzato cit.”””)

1.4.4. Cytochrom c a konformacni stav ,,molten globule*

Cytochrom c¢ je velmi ¢asto studovanym proteinem. SlouZi jako modelova
bilkovina ke studiu konformaénich stavli, zmén a pfechodd proteini. Dostatek
informaci o struktufe &asteCn€ sbalenych proteinti je zdkladnim pfedpokladem pro
porozumeni procesu sbalovani.

In vitro muze byt cytochrom c¢ transformovan do struktury MG pomoci nizkého
pH, mimé koncentrace denaturatnich ¢inidel, zvySené koncentrace alkoholti vysoké
teploty atd., obecn€¢ v podminkdch odliSnych od normalniho fyziologického

prostredi*®),

»Molten globule neni nativni konformaci cytochromu c, existuje vSak
pravdépodobné i v Zivych buiikdch a je patrné soucasti fyziologickych procesd.
Bychkova a spol. vyslovili ve své praci®! hypotézu, Ze by protein pki své interakci s

membranou mohl zaujimat konformacni stav podobny ,, molten globule “.
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Jako modelovou bilkovinu cytochrom ¢ ve své praci pouZili i Goto a spol.[¢2]

Ptidavkem HCI k roztoku proteinu za nizké hodnoty iontové sily pfijal cytochrom c
v podstaté rozbalenou strukturu (pH vys$8i neZz 2,5). Po pfidavku dalSiho objemu
kyseliny do roztoku pifi pH 2,2 ziskal protein opét kompaktni strukturu s vlastnostmi
konformad¢niho stavu MG, ktefi autofi nazvali A-stav.

Hlavnimi faktory zodpovédnymi za ¢aste¢né znovusbaleni je navazani anionti,
které minimalizuji intramolekulové nabojové odpuzovani. Pravé tyto odpudivé sily byly
na pocatku pfidani kyseliny do roztoku zodpovédné za rozbalovani nativni struktury.

Ve své praci autofi dale poukazuji na kooperativnost vzniku A-stavu pfi
linedrnim sniZovanim pH. Diky naméfenym CD spektrim odhadli, Ze kooperativnost
déje je silngjsi v pfitomnosti KCl (0,5M).

Goto a spol.[®’! dale svou praci rozsifili o vysledky efekti riizné silnych kyselin
na strukturu a stabilitu MG cytochromu c. Spektroskopii CD a méfenim absorpénich
spekter v oblasti Soretova pasu zjistili, Ze kyselina sirova, dusi¢nd a trichloroctova maji
na strukturu cytochromu c stejny vliv jako kyselina chlorovodikova. Konformaéni
A-stav s vlastnostmi MG zaujima cytochrom c v oblasti pH 2,2.

Struktura MG cytochromu ¢ ma podobné rysy jako u dal$ich proteind, u kterych
byl tento konformaéni stav pozorovan. VyznaCuje se nativnim obsahem uspofadanych
sekundérnich struktur (a-helixy), av§ak rozvolnénou terciarni strukturou. Autofi Goto a

621 ve své praci uvadgji, Ze konformadni stav MG zaujima prostorovou

Calciano
strukturu o 10-20% méné& kompaktni neZ nativni cytochrom c. K tomuto zavéru dospéli
na zakladé¢ vysledka ziskanych z chromatografickych méfeni konforma¢niho stavu s
vlastnostmi MG, tzv. A-stavu, ktery ziskali po pfidavku HCl (pH 2,2) k roztoku
cytochromu ¢ s nizkou iontovou silou.

Shrneme-li vysledky praci riznych autord, je cytochrom ¢ dobfe charakterizovan
koordina¢nim stavem Zeleza v hemové skupin€. V nativnim stavu se vyskytuje v
nizkospinovéhom stavu s aminokyselinami His-18 a Met-80 koordinovanymi na ion
Zeleza. Pfi sniZeni pH dochazi k protonaci a odtrZeni histidinu. Stav ,, molten globule “ je

charakterizovan vysokospinovym stavem hemové skupiny a zruSenou koordinaci His-
18 i Met-80.1> %
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Studiem vlivu systému methanol-voda za mimé kyselého pH na molekulu
cytochromu ¢ se ve svém ¢lanku zabyvé naptiklad Bychkova a spol.!*) Tento systém
navozuje podminky podobné podminkdam v blizkosti membrany, kde dochazi
k lokédlnimu sniZeni pH vlivem zaporné nabitého povrchu. CD a fluorescencni spektra
odhalila, Ze nativni protein pfejde u€inkem alkoholu do konformace s nizkym obsahem
terciarnich struktury, naproti tomu nativni sekundarni strukturou a relativné
kompaktnim uspofdddnim s vlastnostmi MG. Po piidani dalS§tho methanolu je tato
struktura MG pievedena na strukturu se zvySenym obsahem helikalnich struktur
typickou pro proteiny v roztoku s vysokou koncentraci alkoholu.

Sedlak a Antalik!®! se ve své praci zamgfili na studium vlivu polyaniontii na
vznik konformace MG cytochromu c. Polyanionty (polyvinylsulfaty) v tomto p¥ipadé
zastupovaly v systému negativné nabity povrch membrany. Pifedev§im pozorovanim
absorp¢nich vlastnosti v oblasti Soretova pasu a oblasti Q-pasii bylo zjiSténo, Ze
konformacni stav s vlastnostmi MG se ustanovuje v pfitomnosti polyvinylsulfatd jiz pii
pH 5 a niZe.

V praci Bongiovanniho a spol.’”!

byla kysele denaturovand molekula
cytochromu c stabilizovana vysokou koncentraci glycerolu (98%). Cytochrom c pfijal
konformaci s vlastnostmi MG, kdy byla zachovana nativni sekundarni struktura, ale
terciarni struktura byla méné€ kompaktni s porovnani s nativnim stavem proteinu.
Spektrofotometrické studie (absorpéni spektra, CD) potvrdily podobné vlastnosti
konformaéniho stavu s vlastnostmi MG indukovaného pomoci vysoké koncentrace
glycerolu jako pro indukeci jinymi faktory.

Vlivem kyseliny a methanolu na strukturu cytochromu c¢ se zabyvali kromé
jinych i Drew a spol.’®! Konformagni stav MG zaujme molekula proteinu pfi nizké
hodnoté iontové sily pfi pH 2 a niz8im. Tento fakt se dobfe shoduje s vysledky praci
jinych autort. Efekt kyseliny se projevi v absorpénim spektru molekuly posunem poloh
a intenzit absorp€nich pasli. Zmény nastavaji pfedev§im ve viditelné oblasti spektra.

Pokud je cytochrom ¢ ptfitomny ve své nativni podob¢, Soretiiv pas nalezneme
pti 408 nm, Q-pas pfi 530 nm. Oxidovanou formu molekuly indukuje p¥itomnost CT
pasu pii 695 nm. Na hemovou skupinu jsou navazany obé koordinujici aminokyseliny,
His-18 a Met-80. Pokud je cytochrom c pfitomen v roztoku s pH 2 a nizkou iontovou
silou dochazi k posunu Soretova pasu k niZ§im vinovym délkam (396 nm) a zéniku pasu

pfi 530 nm a naopak vzniku dvou zcela novych pasi pfi 496 nm a 620 nm. Tento posun
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vrwe

pasu a vznik dvou novych je zapfi¢inén pfechodem nativniho nizkospinového stavu
proteinu do stavu vysokospinovy stavu. Dochazi dale k odpoutani Met-80 od Zeleza v
hemové skupin€é a zruSeni oktaedrdlni koordinace. Zmény v absorpénim spektru
cytochromu ¢ nastavaji i v roztoku s pH 2 a za pfitomnosti 1M NaCl. Dochazi opét
k posunu Soretova pasu, ov§em pouze k 401 nm. Q-pas pfi 530 nm se pouze posune

k 527 nm a vzniké novy pas pfi 622 nm'®*!.
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo pomoci absorpéni, derivatni a diferen¢ni
spektrofotometrie studovat vliv pH v kyselé oblasti na strukturu a stabilitu cytochromu
¢ se zaméfenim na vznik konformace ,, molten globule .

Dal$im cilem prace bylo studium vlivu iontové sily na stabilitu konformaéniho
stavu ,,molten globule” a nativni struktury cytochromu c s vyuZitim absorpéni a
derivaéni spektrofotometrie.

Diplomova prace z ¢asti navazuje na mou bakalatskou préci, jejimZz hlavnim
cilem bylo optimalizovat méfeni absorpénich spekter na spektrofotometru HP 8453.
V bakaléfské praci bylo dale zkouméno chovani cytochromu ¢ v UV oblasti spektra pfi
né€kolika vybranych hodnotach pH. V diplomové praci byly experimenty rozsifeny i na

viditelnou oblast spektra a detailni studium chovani cytochromu ¢ v kyselé oblasti.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pouzity material a chemikalie
Loba Feinchemie (Rakousko) cytochrom ¢ (z mitochondrii srde¢niho svalu koné¢).

Ostatni chemikalie (Na,HPO4.12H,0, KCl, HCIl, C¢H3O7;.H,O) byly C¢istoty p.a. a
pochazely od firmy Lachema (Ceska republika).

3.2. Pouzité laboratorni pristroje
Spektrofotometr HP 8453, Agilent Technologies (USA)
Automatické mikropipety: BioHit (Finsko), Nichiryo (Japonsko)
Vahy:
analytické vahy PESA 40SM-200A (Svycarsko)

ptedvazky KERN EW600-2M (Némecko)

pH metr perpHecT logR 370, ATI Orion (USA) s kombinovanou elektrodou,

kalibrovanou standardnimi pufry od vyrobce.

magneticka micha¢ka: Variomag Monotherm, (Némecko)
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3.3. Metody
3.3.1. Piiprava pufru a roztoki

Pro pfipravu roztokid pouZitych k méfeni absorp¢nich spekter cytochromu c a
jejich naslednou derivaci byl pouZit 0,005 M fosfat (1,79 g Na,HPO4.12H,0 rozpusténo
v 1000 ml destilované H,0). V tomto roztoku byla rozpusténa navazka cytochromu ¢ o
pfiblizné koncentraci (c=0,5 mg/ml, ¢=0,05 mg/ml) (obvykle pro celkovy objem
roztoku 10 ml).

Roztoky byly dotitrovany (1 M HCI) na poZzadovanou hodnotu pH 7,0; 3,0-1,0
(3,0,2,7; 2,5, 2,3, 2,0; 1,7; 1,5; 1,3 a 1,0).

Pro studium vlivu iontové sily bylo pouZito navrhu tlumivych roztokid podle

Mcllvaina (tabulka 2)!®®!. Jinak bylo postupovano obdobné jako vyse.

Tabulka 2: Tlumivy roztok kyselina citrénovda-Na,HPO, .12H,0 (Mcllvaine), upraveno na

konstantni iontovou silu 1%/

Mnozstvi KCl na 1 dm’®
Mnoistvi litky na 1 dm® roztoku (g) roztoku pro I=konst.
pH I (moV dm®)
NazHP04.12H20 C6Hgo7. Hzo I=1,0 I=0,5
2,2 1,43 20,6 0,0108 74,5 37,2
7,0 58,9 3,70 0,427 42,7 5,44
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3.3.2. MéFeni absorpCnich spekter cytochromu c

Absorpéni spektra cytochromu ¢ byla méfena na spektrofotometru HP 8453.

Piistroj byl pfipojen na pocita¢ a ovladan programem ChemStation (Agilent). Parametry

méfeni spekter byly nastaveny jednotné:

Rozsah vinovych délek 190-1100 nm ptedstavuje cely rozsah vinovych délek
pfistroje. Pfistroj vzhledem ke své konstrukci prakticky neumoZiiuje pouZiti
jiného rozsahu. Omezeni rozsahu vlnovych délek, ktery nabizi ovladaci
program, se tyka pouze vystupniho formatu dat a nijak neurychluje ani
neovlivituje vlastni méfeni, proto nebylo pouZito.

Integracni cas 5 s, byl zvolen na ziklad€ pfedchozi optimalizace v mé
bakalaiské praci®®). Jedna se o kompromisni nastaveni, které vyrazné potlacuje
vliv Sumu pfistroje a pfitom nadmérné neprodluzuje ¢as méfeni.

Byla pouZita maskovana kfemennd semimikrokyveta s optickou délkou 1 cm.
Kazdy vzorek byl meéfen tiikrat, aby se vyloudil vliv ndhodnych chyb. Data
uvadéna ve vysledcich jsou aritmetickym primérem téchto méfeni. Velikosti
smérodatnych odchylek primé&ru se pohybovala mezi 5.10° a 5.10°, coz

odpovida relativni chyb& mensi nez 1%.

3.3.3. Zpracovani experimentdlnich dat

Experimentalni data byla pomoci programu Chemstation ukldddna ve formé

textovych soubord ,,csv“. Vysledky byly dale zpracovany a graficky vyhodnoceny

v programu Origin (ver. 7.5)

V programu Origin (ver. 7.5) byla pomoci funkce Add Plot to Layer vynesena

absorp¢ni spektra cytochromu ¢ a upraven rozsah vinovych délek. Pro vypocet

deriva¢niho spektra byl vybran pfislusny sloupec hodnot a vyneseno absorp¢ni

spektrum pomoci funkce Add Plot to Layer. V nabidce ,,Analysis“ byl zvolen ptikaz

»Calculus® ,,Diff/Smoothing” — ,,Smoothing: Polynomial Order Second, Points to the

Left 2, Points to the Right 2“. Program pouzZivd k vypoctu derivaci metodu
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Savitzky-Golay!"”, zvoleny postup vybird proloZeni polynomem druhého stupn& s
minimalnim vyhlazovanim (pétice bodti). Dale byla zvolena prvni nebo druhé derivace
pfislusného spektra — ,,Order of Derivative: First/Second®. Pro diferenéni spektra bylo
provedeno: ,,Analysis*“ — ,,Subtract“ — ,,Reference data“ — ,,Vybrani sloupcti a jejich

odeéteni®.
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4. VYSLEDKY

4.1. Absorpéni a derivacni spektra nativniho

cytochromu c

Typicky pribéh absorpéniho spektra nativniho cytochromu ¢ (oxidovany stav;
pH 7,0; nizké4 iontova sila) v oblasti vinovych délek 200-1000 nm je zndzornén na
obrazku 7 (spektrum je uvedeno v podob¢, kterou poskytuje pfistroj; pouze byl upraven
rozsah vlnovych délek). Ve spektru je patrno nékolik charakteristickych absorpénich

pasu.
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Obr.7: Absorpcni spektrum cyt c v oblasti vinovych délek 200-1000 nm
(Cep =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 7,0)

V oblasti A<225 nm se projevuje pfedev§im absorpce chromoforu peptidové
vazby, mohou zde v8ak absorbovat i nizkomolekularni ptimési. V UV oblasti spektra je
déle jasné patrny absorpéni pas s vrcholem kolem 280 nm, ktery odpovida absorpci
chromofornich skupin aromatickych aminokyselin a hemové skupiny. Nevyrazny pas

pfi cca 360 nm (,raménko”) je zpisoben absorpci hemové skupiny, stejné jako

38



Vysledky

dominantni pas pfi cca 400 nm a dal$i pasy v dlouhovlnné &asti spektra. Podrobné;jsi
pohled na jednotlivé oblasti spektra poskytuji obrazky 8-11 (str. 39-42).

Na rozhranni UV/VIS oblasti dominuje absorpénimu spektru cytochromu c
velmi intenzivni tzv. Soretiv pas (y-pas) pfiblizn€ mezi vinovymi délkami 380-470 nm.
Rozsah absorbance uvedeny na obrazku 7 nedovoluje pfesné odeéist polohu maxima
Soretova pasu kviili jeho vysoké intenzité. Proto bylo pouZito desetkrat niZsi koncetrace
cytochromu c, pfislusné spektrum v rozmezi vinovych délek 300-500 nm (viz obr. 8)
umoziiyje zjistit polohu maxima Soretova pasu (408 nm), intenzitu v maximu (0,624) a

pfibliznou polos$itku pasu (A, = 26 nm).
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Obr.8: Absorpcni spektrum cyt ¢ v oblasti vinovych délek 300-500 nm
(Cepi =0,05 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 7,0)

V intervalu vinovych délek 450-600 nm (obr. 9, str. 40) je patrny ve spektru
dalsi charakteristicky pas, tzv. Q-pés. Jeho maximum leZi pfi 530 nm a poloha
pobo¢ného maxima je pfiblizn€ pfi 550 nm, nevyrazné poboéné raménko miZeme najit
pfi 565 nm. Pfesnou polohu téchto maxim nelze dobfe ur¢it vzhledem ke klesajicimu

nenulovému pozadi spektra v tomto intervalu vinovych délek.
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Obr.9: Absorpcni spektrum cyt ¢ v oblasti vinovych délek 450-600 nm
(Cep =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 7,0)

Interval vinovych délek 660-750 nm piedstavuje obrazek 10 (str. 41). V této

oblasti je moZné pozorovat jedno nevyrazné absorpéni maximum (695 nm) s velmi

nizkou intenzitou. Pas je oznaovan jako tzv. ,, charge transfer“ .
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Obr.10: Absorpcni spektrum cyt ¢ v oblasti vinovych délek 660-750 nm
(Cep =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 7,0)

Tato prace je zaméfena zejména na studium strukturnich zmén peptidového
fetézce, které se mohou projevit zejména v oblasti vinovych délek 250-310 nm, ktera je
charakteristickd pro absorpci aromatickych aminokyselin. Tuto oblast detailngji
znazoriuje spektrum na obrazku 11 (str. 42). Ve sledované oblasti spektra nelze od sebe
ptesné odlisit jednotlivé pfispévky chromofornich skupin aromatickych aminokyselin a
hemové skupiny. Proto byla spoétena a vynesena spektra prvni a druhé derivace

absorp&niho spektra v oblasti vinovych délek 250-310 nm (obr. 12, str. 43).
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Obr.11: Absorpcni spektrum cyt c v oblasti vinovych délek 250-310 nm
(Cep =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 7,0)

Spektra na obrazku 12 znédzorfiuji prvni a druhou derivaci v rozsahu vinovych
délek 250-310 nm. Maximim ve spektralni kiivce odpovidaji na k¥ivce prvni derivace
(Cerné kiivka) prise€iky s nulovou hodnotou, druha derivace (Cervena kfivka) ma na

jejich mist€ mimima.
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Obr.12: Prvni a druha derivace absorpcniho spektra cyt c
v oblasti vinovych délek 250-310 nm
(¢ =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 7,0)

Ktivka prvni derivace (na obrazku vyznacena ¢ern€) vykazuje vyraznd minima
pfi vlnovych délkach 292 a 286 nm a maximum pfi vlnové délce 289 nm. Druha
derivace (¢ervena ktivka) absorpéniho spektra cytochromu ¢ obsahuje v oblasti 270-295
nm pésy naleZici absorpci postrannich fetézcli aromatickych aminokyselin tyrosinu a
tryptofanu (&tyfi resp. jeden zbytek)!’'). Dale jsou ve spektru druhé derivace cytochromu
¢ patrné piispévky absorpce fenylalaninu v oblasti 250-270 nm. Cytochrom ¢ ma ve své
molekule tuto aminokyselinu obsaZenou celkem v po&tu &ty zbytky!’'. V této oblasti
muze pfispivat k tvorbé absorpéniho spektra i hemové skupina. Pfesné pozice past ve
spektru druhé derivace jsou uvedeny v tabulce 3 (str. 44).

Z uvedeného obrazku vyplyva, ze druhé derivace poskytuje lepsi rozliSeni mezi
jednotlivymi ptispévky chromofornich skupin v této oblasti a déle proto bylo pouzivano

jenom této derivace.
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Tabulka 3: Prehled nejvyraznéjsich maxim a minim
ve spektru druhé derivace cyt c v oblasti vinovych délek 250-310 nm
Vinova délka (nm)
max 256,3 263,2 267,0 271,3 276,2 281,6 287,7 294,1
min 253,3 259,5 265,4 269,0 273,7 279,3 284,1 290,7
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4.2. Studium vlivu pH a iontové sily na stabilitu a

strukturu cytochromu c

Viiv pH:

Vlivu pH na strukturu cytochromu ¢ je mozné posoudit na zéklad¢ spekter pro
pH z intervalu 3 az 1 (obrazek 13). JiZ z pfimého srovnani absorpénich kfivek vyplyva,
Ze kvyraznym zménadm v pribéhu absorpéniho spektra dochézi pfi pH 2,0-1,0.
Podrobné&j$i srovnani pro oblast jednotlivych absorp¢nich pasti je moZné na zékladé
detailli na obrazcich 14-16 (str. 46-48).
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Obr.13: Absorpcni spektrum cyt c v oblasti vinovych délek 200-1000 nm
(¢ c=0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat pH 3,0; 2,7; 2,5; 2,3; 2,1; 2,0; 1,7; 1,5, 1,3; 1,0)
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Rozmezi vinovych délek 300-500 nm (Soretiiv pas) ptedstavuje obr. 14. Je

mozné vysledovat, Ze poloha a intenzita Soretova pasu se s klesajicim pH méni.

1,0

——pH3,0——pH2,7

——pH25—pH23

——pH2,0 pH 1,7

——pH1,5——pH 1,3
pH 1,0

T T v Y T T T
300 350 400 450 500

Obr.14: Absorpcni spektrum cyt c v oblasti vinovych délek 300-500 nm
(Ccyec=0,05 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 3,0; 2,7; 2,5; 2,3, 2,1, 2,0; 1,7, 1,5; 1,3, 1,0)

Absorpéni kfivky pro hodnoty pH 3,0 a 2,7 maji maximum pfi 408 nm.
S klesajicim pH se sniZuje intenzita v tomto maximu. Pfi pH 2,5 a pH 2,3 dochazi
k posunu maxima Soretova péasu k niz§i vlinové délce (400 nm) a dalS$imu poklesu
intenzity. S dal$im poklesem pH (pod pH 2,0) se maximum Soretova pasu opét
posunuje aZ k hodnoté¢ 395 nm. V této poloze maximum jiz zistdvd i pro dalsi

studované pH, ale intenzita se nadale s klesajici hodnotou pH sniZuje.
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Ve viditelné oblasti spektra v rozmezi vinovych délek 450-650 nm dochazi
k vyraznym zménam spektra mezi pH 2,3 a pH 2 (obr.15).

05
A

——pH3,0——pH2,7
——pH25——pH23
~—pH20——pH17

0.4 pH15——pH13

pH 1,0

0,3

0,2 5

0,1 g '

0.0 . T ’ ' , ' .

450 500 550 600 650

Obr.15: Absorpcni spektrum cyt c v oblasti vinovych délek 450-650 nm
(e =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 3,0, 2,7; 2,5; 2,3; 2,1; 2,0; 1,7; 1,5; 1,3; 1,0)

Prib¢h absorpénich kfivek v oblasti Q-pasu pii pH 3,0-2,5 je v podstaté shodny.
Dochazi pouze k mirnému postupnému sniZovani intenzity absorpéniho péasu pti 530
nm. K vyraznym zménam v8ak dochazi pti pH 2,3-1,0. Pfi pH 2,3 dochézi k vyraznému
sniZeni pasu pfi 530 nm a postupnému vzniku nového pasu pfi 620 nm. Trend zaniku
pasu pti 530 nm a vzniku past pfi 620 a 500 nm je patrny od pH 2,0. Ve spektrech
roztokd s pH niz8$im neZ 2,0 je uZ zcela patrny dokonéeny vznik pasu pii 500 a 620 nm,
jejich intenzita se ptili§ neméni.

Obrazek 16 (str. 48) absorpéniho spektra cytochromu ¢ v oblasti vinovych délek
660-750 nm ukazuje zanik CT pasu (695 nm) pro pH niz$i nez 2,3. V oblasti pH 3,0 az
2,3 se intezita pasu sniZuje, po dal3im okyseleni CT pés zcela mizi.
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A 0,05
—pH3,0——pH27
——pH25——pH23
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——pH 1,0
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0,00 T

—T —————— T
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Obr.16: Absorpéni spektrum cytochromu c v oblasti vinovych délek 6000-750 nm
(con =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 3,0; 2,7; 2,5; 2,3; 2,1; 2,0; 1,7; 1,5; 1,3; 1,0)

Pro srovnéni jsou na obrazcich 17-19 (str. 49, 50) vyznaeny zmény intenzit
vyznamnych absorpénich pasi ve spektru cytochromu c v zavislosti na hodnot¢ pH
(3,0-1,0).

48



Vysledky

07 Ii—- 408 nm|
. ] /'
0,5 -
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Obr. 17: Zména intenzity pri 408 nm v zavislosti na hodnoté pH
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Obr. 18: Zmény intenzit pri 500, 530 a 620 nm v zavislosti na hodnoté pH
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Obr. 19: Zména intenzity pri 695 nm v zavislosti na hodnoté pH

Pro viechny studované vinové délky je pribéh zavislosti intenzity na pH roztoku
v zasad€ obdobny, k vyraznym zménam dochazi zejména v oblasti pH 2,5-2,0.

Zmény spektra v oblasti absorpce aromatickych chromofori (250-310 nm)
shrnuje obr. 20 (str. 51). Ackoliv jisté zmény jsou patrné i zde, k podrobnéj$imu

zkoumani je vhodné€jsi grafické vyneseni druhé derivace na obr. 21 (str. 51).
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1,0

—pH30——pH27

——pH2,5——pH 2,3
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pH1,5——pH 1,3
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Obr.20: Absorpcni spektrum cyt c v oblasti vinovych délek 250-310 nm
(co: =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 3,0; 2,7; 2,5, 2,3; 2,1; 2,0; 1,7; 1,5; 1,3; 1,0)

0,01
d’a/dA’
(nm?)
0,00 -
0,014
pH 3,0 pH 2,7 pH 2,5
——pH23——pH 2,0 ——pH 1.7
pH 1,5 ——pH 1,3 pH 1,0
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Obr.21: Druha derivace absorpcniho spektra cyt c v oblasti vinovych délek 250-310 nm
(o =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 3,0; 2,7, 2,5, 2,3; 2,1; 2,0; 1,7; 1,5; 1,3; 1,0)
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Ze spektra druhych derivaci pozorujeme, Ze pribé&h absorpénich ktivek v oblasti
absorpce fenylalaninu 250-270 nm je téméf totozny, dochazi pouze k celkovému
posunu spektra k niz§im vilnovym délkam. K vyraznym zméndm v pribézich
deriva¢nich kfivek v8ak dochazi v oblasti mezi 275 a 285 nm. Absorp¢ni kiivky pro pH
3,0-2,5 obsahuji v této oblasti ve spektru druhych derivaci dv€ jasnd maxima a dvé
minima. Naproti tomu kfivky pro pH 2,3-1,0 obsahuji v této oblasti pouze jediné
maximum a dv€ minima. Dal§i prub¢h absorpénich kfivek pro pH 3,0-1,0 v oblasti 285-
310 nm je témé&f totoZny, aZ na rozdily v intenzit€¢ maxim a minim, ktera s klesajicim
pH postupné klesa.

Jako kvantitativni mira zmén v deriva¢nich spektrech cytochromu ¢ byl pouzit
,rozkmit“ vrchold spektra druhé derivace!’. Byl zaveden parametr d, jehoZz definici
vystihuje vnitini ¢ast obrazku 22. Zmény hodnoty parametru d pro rtizna pH jsou patrné
z obr. 22. Pfi poklesu pH az k hodnot¢ pH 2,3 parametr d prudce klesa, od hodnoty pH
2,0 je pak vicemén¢ stabilni az do pH 1,0.

20
3 -2 d’A/dA? (nm?)
d.10°(nm™) 1 —
18
1
164 1°®
d
14
12 —
) 250 2&0 2"’0 2;0 250 300
10 A (nm)
84
6 - (] ] ] n ]
4 T T T T T T T v T
1,0 15 2,0 25 3,0
pH

Obr. 22: Zmény parametru d ze spektra druhé derivace

eyt cpFipH (3,0; 2,7; 2,5; 2,3; 2,0; 1,7 1,5; 1,3; 1,0)
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Jako alternativa k derivanim spektrim byla pro studium vlivu pH na strukturu
cytochromu ¢ v oblasti absorpce aromatickych aminokyselin (250-310 nm) vynesena
diferenéni spektra pro hodnoty pH 7,0; pH 3,0; pH 2,0 a pH 1,0. Diferenéni spektrum

»perturované“-,,neperturbovaného* cytochromu c naznacuje obrazek 23.

AA ——pH3,0-pH7,0

——pH2,0-pH 7,0

0,1 ——pH1,0-pH 7,0
0,0 -
-0,1 4

Y T v T v T v T ' T v
250 260 270 280 290 300 310
A (nm)

Obr.23: Diferencni spektrum cyt c (,, perturbované “-,, nepeturbované “spektrum)
(Con =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 3,0 - pH 7,0; pH 2,0 - pH 7,0; pH1,0 - pH 7,0 )

Z naznaceného obrazku je vidét, Ze diferen¢ni spektrum pH 3,0 - pH 7,0 (¢erna
kfivka) je velmi ploché. Vlivem pfechodu cytochromu c¢ z neutrdlniho prostfedi do
prostfedi s pH 3,0 nedochazi v oblasti absorpce aromatickych aminokyselin prakticky
k Zddnym zménam. Naopak dal$i okyseleni roztoku na pH 2,0 (Sevena kiivka)
zpisobuje dosti vyrazny ubytek intenzity s minimem pfi 291 nm, ktery je doprovazen
dal$imi méné€ vyraznymi zménami (projevuji se jako ,,posun“ pozadi pfi 300 nm,
zvinéni prib&hu diferen¢ni kfivky voblasti 275-285 nm a dale jako S$iroky
nestrukturovany ,,pik“ mezi 260 a 275 nm). Dal$i snizeni pH (modrd kfivka pro
pH 1,0- pH 7,0) jiZ k vyraznym zménam nevede a charakter diferenéniho spektra se v

zasadé neméni.
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Vliv iontove sily:

Aby bylo moZno posoudit vliv iontové sily na konformaci cytochromu ¢ v
kyselé oblasti pH, byla nejprve zméfena spektra pro roztoky v neutralnim pH 7,0 s
rozdilnou iontovou silou (I=0,457 mol/dm?, 1=0,5 mol/dm®, I=1 mol/dm? ). Pfi tomto pH
se zména iontové sily ve spektrech prakticky nijak neprojevi (data nejsou
prezentovana); tento fakt je doloZen na obr. 24, na némzZ jsou srovnana spektra druhé
derivace v oblasti vlnovych délek. Ziskanad spektra pti pH 7,0 a riznych iontovych

siléch jsou témét nerozlisitelna.

2 2

d’A/d)r —— pH 7,0 1=0,457 (mol/dm”)
(nm?) —— pH 7,0 1=0,5 (molidm®)

0,01 1 —— pH 7,0 I=1 (mol/dm®)

0,00

0,01 J
T v T M T
260 280 300
A (nm)

Obr.24: Druha derivace absorpcéniho spektra cyt c v oblasti vinovych délek 250-310 nm
(Con =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfat, pH 7,0; 1=0,457 mol/dm’, I=0,5 mol/dm’, I=1 mol/dm’)

Naopak pfi kyselém pH se vlivem iontové sily spektra méni (obr. 25-27,
str. 55-57). Je zde naznalen prubéh kiivek pti pH 2,2 a rizné iontové sile (I=0,01
mol/dm’, [=0,5 mol/dm?, I=1 mol/dm’). Zvy¥enim iontové sily doch4zi k posunu
Soretova pésu (viz obr. 25, str. 55) k vy$8i vinové délce (posun od 395 nm k 401 nm) a

mirnému zvy3eni intenzity ve srovnani s 1=0,01 mol/dm’.
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—— pH 2,2 1=0,01 (mol/dm®)
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Obr.25: Absorpcni spektrum cyt ¢ v oblasti vinovych délek 300-500 nm
(o =0,05 mg/ml, 0,005 M fosfit, pH 2,2; 1=0,01 mol/dm’, I=0,5 mol/dm’, I=1 mol/dm’)

Také v oblasti Q pasu se absorpéni kiivky pro vy$§i hodnoty iontové sily
kvalitativn& odli$uji od kiivky pro nejniZ$i hodnotu (I=0,01 mol/dm”). Zatimco pfi nizké
iontové sile jsou ve spektru v rozmezi vinovych délek (450-650 nm) dvé maxima (500
a 620 nm), zvySeni iontové sily vede ke zméné tvaru spektra a vzniku maxima pii 530

nm.
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Obr.26: Absorpcni spektrum cyt ¢ v oblasti vinovych délek 450-650 nm
(Con =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfit, pH 2,2, I=0,01 mol/dm’, I=0,5 mol/dm’, I=1 mol/dm’)

Na obrazku 27 (str. 57) jsou vynesena spektra v oblasti CT pasu (660 —740 nm)

pro riizné hodnoty iontové sily (I=0,01 mol/dm?, I=0,5 mol/dm?, I=1 mol/dm®) a pH 2,2.
Zvy3eni hodnot iontové sily vede k objeveni CT pasu pfechodu pfi 695 nm.

56



Vysledky

0.030

A ——pH 2,2 1=0,01 (molidm®)
] ——pH 2,2 1=0,5 (mol/dm®)

- 3,

0,025 — pH 2,2 I=1 (mol/dm”)

0,020 4

0,015

0,010 4

0,005 . ; . , . : i

660 680 700 720 740

A (nm)

Obr.27: Absorpcni spektrum cyt ¢ v oblasti vinovych délek 660-740 nm
(Con =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfait, pH 2,2, I=0,01 mol/dm’, I=0,5 mol/dm’, I=1 mol/dm’)

Absorpéni spektra cytochromu ¢ vrozmezi vinovych délek 250-300 nm pro
ruzné hodnoty iontové sily poskytuji pomémé maélo informaci. Podrobnéjsi rozbor
umoziiuje vyneseni druhé derivace spekter (obr. 28, str. 58) . Také v tomto ptipadé se
prubéh spektra pro pH 2,2 a iontovou silu 0,01 vyrazné odlifuje od spekter pro vyssi
hodnoty iontové sily. Spektra pro roztoky o vyssi iontové sile jsou si velmi podobna, s

maximy posunutymi vesmés k vy$§im vinovym délkam.
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Obr.28: Druha derivace absorpcniho spektra cyt c v oblasti vinovych délek 250-310 nm
(con =0,5 mg/ml, 0,005 M fosfit, pH 2,2, I=0,1 mol/dm’, I=0,5 mol/dm’, I=1 mol/dm’)
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S. DISKUSE

Ziskana spektra neutralniho roztoku cytochromu c¢ jsou v souladu s literdrnimi
daty®! pro nativni oxidovanou formu tohoto hemoproteinu (Soretiiv pas 408 nm, Q-
pasy jsou spojeny Vv jeden pfi 530 nm s postranim raménkem na dlouhovlnné stran€-565
nm, pozorovatelny charge transferovy pas pfi 695 nm). Pfitomnost malého pasu pfi cca
550 nm miZe naznafovat, Ze mala ¢ast cytochromu ¢ v roztoku je v redukovaném stavu
(a-pas ¢&isté redukované formy pfi 550 nm je velmi vyrazny, i jeji stopy se tedy mohou
projevit ve spektru). Proto moZnym vysvétlenim raménka pfi 550 nm miZe byt CasteCny
pozustatek a-pasu. Spektrum redukované formy cytochromu c se od oxidované lisi také
polohou maxima Soretova pasu (410-413 nm)®’ a ptitomnosti dvou samostatnych Q
pasu (také B-pasu pfi cca 520 nm). Tyto spektralni ,,stopy* redukované formy, vyjma jiz
zminéného pasu pfi 550 nm, nejsou v ziskanych spektrech nijak patrné. Z orientaéniho
vypoctu bylo je usuzovano, Ze pfitomnost redukované formy cytochromu c v roztoku je
mensi nez 2,5%.

Byla déle sestrojena spektra prvni a druhé derivace cytochromu c v oblasti
vinovych délek 250-310 nm (obr. 12, str. 43). Tabulka 3 str. 44 uvadi pfesné pozice
minim a maxim pfisluSnych pasi ve spektru druhé derivace. Tvar spektra druhé
derivace se dobfe shoduje s praci Ruckpaula a spol.’” Poloha maxim a minim ve
spektru druhé derivace se viak jiZ s vysledky Ruckpaula a spol.”® zcela neshoduii.
Pozice maxim a minim v mé praci jsou posunuty v priméru o 0,7 nm ke krat§im
vinovym délkam. Rozdily ve vinovych délkéach jednotlivych maxim a minim lze pfipsat
odli¥nému postupu derivace (elektronicky deriva¢ni nastavec), ktery pouZivali citovani
autofi.

Za ulelem charakterizace vzniku konformacniho stavu ,, molten globule*
pozorovaného v prib&hu rozbalovani struktury cytochromu ¢ v kyselé oblasti pH byla
naméfena absorpéni spektra v rozmezi pH 3,0-1,0.

Pozorovanim spekter cytochromu ¢ zaméfenych na viditelnou oblast spektra
(obr.14-16, str. 46-48) lze usuzovat, Ze cytochrom c ziska strukturu konformaéniho
stavu MG mezi pH 2,3 a 2. Tato hodnota se velmi dobfe shoduje s ¢lanky autori Goto a
spol.1®%] kteHi k ziskani konformace , molten globule“ obdobné pouzili kyselé

denaturace proteinu pomoci ptidavku HCI pfi nizké hodnot€ iontové sily.
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Na vznik konforma¢niho stavu MG lze usuzovat z chovéni absorpénich spekter
ve viditelné oblasti. Soretliv pas je detailn€ji zobrazeny na obrazku 14 (str. 46) pfi
riznych hodnotach pH. Maximum Soretova pasu pro pH 3,0 a 2,7 leZi pfi 408 nm. Tato
hodnota se shoduje s polohou maxima nativni konformace cytochromu c pfi pH 7,0. Pti
postupném sniZovani hodnot pH dochazi k posunu Soretova pasu nejprve k 401 nm (pfi
pH 2,5 a 2,3). Dalsi sniZeni pH k hodnot€ 2,0 a méné vede k posunu Soretova pasu opét
k niz&im vlnovym délkam; maximum 396 nm. Tato pozice jiZ poukazuje podle citace®'!
na vznik konformace MG. Tvar Soretova pasu pi1 pH 2,5 a 2,3, stejné jako jeho vétsi
polositka, naznacuji, Ze by mohlo jit o smés stavli, odpovidajici kyselé formé (s
maximem pii 396 nm) a formé nativni (s maximem pii 408 nm). Pokus o matematicky
rozklad spektra v tomto smyslu pomoci programu Origin nebyl zcela Gspé$ny, souétova
kfivka vzdy vykazovala minimum mezi absopénimi vrcholy téchto forem.

Charakteristicky posun péasu odpovida pfechodu proteinu z nizkospinového
nativniho stavu do stavu vysokospinového!®). Charakter spektralnich zmén Soretova

pasu pfi prechodu k niZ$im pH odpovidd udajim, uvadénym v literatufe!®'-447]

pro
vznik stavu ,, molten globule “.

Také zmény v oblasti Q-pasu (obr. 15, str. 47) naznaduji postupny zanik pasu pfi
530 nm a vznik novych past pti 500 a 620 nm, coZ je v souladu s literarnimi
udajil®"**"! pro konformaci MG. Zanik CT pasu (obr. 16, str. 48) neni s touto
pfedstavou v rozporu, tento d&j je ovSem mozZné spojit s prakticky kazdym
rozbalovanim cytochromu c.

Nejsou nam znamy literarni Udaje, které by spojovaly tvar deriva¢niho spektra a
vnik MG stavu u cytochromu c. Pozorované zmény jsou v souladu s trendem,

pozorovanym jiZ v praci®®®

a v zasadé (posun maxim ke krat$im vinovym délkam)
odpovidaji rozbalovani proteinu. Postupné sniZovani parametru d odpovida zvétSovani
relativniho rozdilu mezi aromatickymi chromofory (resp. jejich okolim) a mohl by
odrézet odlisné chovani tyrosinu a tryptofanu pfi snizovani pH. Zmény tvaru spektra
druhé derivace (obr. 21, str. 50) pfi 275-285 nm mohou doraZet stejny d&j, popiipadé
mohou byt spojeny s absorpci hemu v této oblastil”*.

Na dynamiku pozorovaného ptechodu 1ze usuzovat z rozboru zavislosti velikosti
zmén ve spektrech na pH (obr. 17-19, str 49, 50). Ve vétSiné piipadd (Q-pas, CT pas,
parametr d derivaénich spekter) je pfechod jednoznaéné dvoufazovy, s pruds$i zménou

mezi pH 2,3 a 2,0. Za podminek experimentu je vznikly stav pfi dal§im sniZzovani pH az
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trend v derivatnich spektrech. Pouze zmény v intenzit€¢ Soretova pasu naznacuji
mozZnost vznik jakéhosi ,,mezistupné“ pti pH 2,5 a 2,3. Je oviem mozZné, Ze tento
pribé¢h zmén souvisi s vySe zmiflovanym ,sm&snym* charakterem spekter pro tyto
hodnoty pH. Charakter zavislosti spektralnich intenzit na pH podporuje pfedstavu, Ze
piechod v konformaci MG je kooperativni d&j!¢"%!,

Také tvar diferen¢niho spektra na obr. 23, str. 53 ukazuje na posun spektra ke
krat$im vinovym délkam pfti ptechodu do niz§iho pH a vzniku konformace MG (pH 2,0;
1,0). Tento zavér plati pfinejmensim pro oblast vinovych délek 260-275 nm, tedy pro
oblast absorbance fenylalaninu. Méné jasny je pribéh diferencnich spekter v oblasti
absorbance tyrosinil a tryptofanu. Atypicky tvar spektra naznaduje, Ze jde o kombinaci
riznych jevi, pravdépodobné se zde vedle sebe uplatituje vyraznéjsi zména polarity v
okoli tyrosyli s men$imi efekty v okoli tryptofanu. Vyloucen neni ani piispé&vek
porfyrinové skupiny hemu.

ZvySeni iontové sily se pfi pH 2,2 projevi zménami ve spektrech (ve vsech
studovanych oblastech, obr. 25-28, str. 55-58) (pozice Soretova pasu pii 401 nm, navrat
intenzity Q pasu pii 530 nm a pokles past pfi 500 a 620 nm, navrat intenzity CT pasu,
tvar derivaéniho spektra). Tento poznatek ukazuje na zvySeni stability cytochromu ¢
vlivem vy3§i iontové sily. Obdobny stabilizaéni efekt zvySené iontové sily byl jiz

popsan v literatufel”)

. Je pravdépodobné, Ze jeho podstatou je zvySené stinéni
ionizovanych skupin vlivem protiontii z roztoku s vys$$i iontovou silou. V neutralnim

prostiedi zvySeni iontové sily strukturu cytochromu nijak vyraznéji neovliviiyje.
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6. SOUHRN

1. V této praci byla zméfena absorpéni spektra cytochromu ¢ z mitochondrii
koriského srdeéniho svalu v rozmezi vinovych délek 200 az 1000 nm v roztocich
o nizké iontové sile (0,005 M fosfat), neutralnim pH a déle pro 7 hodnot pH v
kyselé oblasti v rozmezi 3,0 az 1,0. Detailn¢ byly zkoumany ¢&ésti spektra ve
viditelné oblasti, charakteristické pro absorpci hemu (300-500 nm pro Soretiv
pas, 450-650 nm pro Q pasy a okoli CT pasu, 660-750 nm). Déle byla zkoumana
spektra druhé derivace v oblasti absorpce aromatickych aminokyselin
(250-300 nm).

2. Spektra v neutralni oblasti odpovidaji literarnim udajim pro oxidovanou formu
cytochromu ¢ v nativnim stavu (Soretiv pas pii 408 nm, Siroky Q pas s
maximem pfi 530 nm a CT pti 695 nm, tento jejich charakter zlistdva zachovan i
pro mirn€ kyselou oblast (pH3,0).

3. SniZovani pH v kyselé oblasti se ve spektrech cytochromu ¢ projevuje posunem
Soretova pasu postupné nejprve k 400 nm (pH 2,5 a 2,3) a dale k 395 nm (pro
pH 2,0 az 1,0) za souc¢asného sniZovani intenzity. Také v oblasti Q pasu dochazi
k vyznaénym zménam: postupné zanikd maximum pfi 530 nm a vznikaji nové
pasy pfi 500 nm a 620 nm (tento charakter spektrum ziskava pti pH 2,0 a déle se
jiZz vyrazné€ neméni, pouze se mirné€ sniZuje intenzita pasi. Také intezita pasu CT
pfi 695 nm se sniZovanim pH kles4, po dosazeni pH 2,0 jiz tento pas neni
prakticky pozorovatelny.

4. VySe popsané zmény jsou v souladu s udaji v literatufe pro konformaéni
pfechod cytochromu ¢ do stavu , molten globule” se soufasnou zménou
spinového stavu Zeleza na vysokospinovy formu. Tento stav podle mych
spektroskopickych dat pfevlada jiz pod pH 2,0 a az do pH 1 se vyrazné€ neméni.

5. Rozbor postupného vzniku konformace , molten globule“ v zavislosti na pH
naznauje, Ze se jedna o d¢j dvoufdzovy. Pouze chovani spektra v oblasti
absorpce Soretova pasu naznaCuje mozZnost, Ze vznik ,, molten globule “ je déjem
ttifazovym s mezistupném v rozmezi pH 2,5-2,3 (spektrum pro tyto hodnoty
viceméné€ odpovida sou¢tu nativni a MG formy).

6. Zmény ve spektech druhé derivace v oblasti absorpce fenylalaninu (250-270

nm) odpovidaji posunu ke krat$im vlnovym délkam, ¢ili rozbalovani nativni
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struktury proteinu. Naproti tomu zmény v oblasti absorpce tyrosinu a tryptofanu
jsou slozit&jsi (275-295 nm) a ziejmé odrazeji odlisné chovani tyrosinu a
tryptofanu. Minimum pfi 292 nm, jehoZz pozice indikuje polaritu okoli
tryptofanu, prakticky nemeéni polohu, zatimco v oblasti kolem 280 nm, kde se
vyrazn€ji projevuje pfitomnost tyrosinovych postrannich fetézcli, dochazi k
posunu spektra (poukazujici na pfesun tyrosini do polarné€jsiho prostfedi) zmeéné
tvaru spektra. Také zmeény intenzit v oblasti 285-295 nm jsou v souladu s
pfedstavou o sniZovani polarity v okoli tyrosinti.

. Déle byl studovén vliv zvySeni iontové sily na stabilitu cytochromu c pfi
hodnotéach pH, charakteristickych pro vznik MG. Byla provedena méfeni spekter
pro pufr podle Mcllvaina o pH 2,2 a iontové sile 0,01 mol/dm?; 0,5 mol/dm® a
1,0 mol/dm>. Pro srovnani byla zm&feny vzorky proteinu také v pufru o pH 7,0 a
riznych hodnotéch iontové sily. ZvySeni iontové sily se ve spektrech roztokd
cytochromu ¢ s pH 2,2 projevuje zmenSenim efektu kysele indukované
konforma&ni zmény. Tento stabilizaéni G¢inek ma jiZ iontova sila 0,5 mol/dm’.
Ve spektrech cytochromu ¢ v neutralnim roztoku se Zadny vliv iontové sily

neprojevuje.
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