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Seznam pouzitych symbolt a zkratek

A absorbance
AMK aminokyselina/y
CD cirkulérni dichroismus
G Gibsova energie
G gram-negativni
G gram-pozitivni
H entalpie
HEWL slepi¢i lysozym z vajeéného bilku
IR infradervena oblast
NAG N-acetyl-D-glukosamin
NAM N-acetylmuramova kyselina
NMR nuklearni magneticka rezonance
pKa zaporny dekadicky logaritmus aciditni disocia¢ni konstanty
S entropie
] sekunda
SDS dodecylsulfét sodny
SPDS perturba&ni diferenéni spektrofotometrie pomoci rozpoustédla
T teplota
TPDS teplotné perturbacni diferenéni spektrofotometrie
uv ultrafialova oblast
\Y% objem
VIS viditelna oblast
extinkéni koeficient
A vinova délka
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1 Piehled literatury

1.1 Prostorové uspoiadani a stabilita bilkovin

Globularni bilkoviny zaujimaji mezi ostatnimi pirodnimi i syntetickymi
polymery zvla$tni postaveni, protoZe vytvéieji pomérné definovanou prostorovou
strukturu. Tato nativni struktura zstdvd i ve vodném roztoku kompaktni a do jejiho
nitra nepronikaji molekuly rozpoustédla. Celkovou energetickou bilanci vytvofeni

nativni struktury molekuly lze napsat v symbolickém tvaru (1).
AG::elk = A}Imol + AI{rozp - T ASmol - TASrozp (1)

Hodnota Gibsovy energie (AGcn) rozhoduje o stabilit¢ nativni struktury,
vyjadiuje tedy schopnost, se kterou bude bilkovina odoldvat denaturaci. Jednotlivé
¢leny na pravé stran€ rovnice symbolizuji pfispévek vazebné energie intramolekularnich
interakei (AHno1), entalpicky zisk interakce s rozpoustédlem (AH,,.,), entropickou ztratu
fetézce, kterd je dama vzristem jeho uspofddanosti v nativni struktufe (ASmor)
a entropickou bilanci interakce s rozpoustédlem (AS;.;;), T 0znaluje teplotu.l’2

Na stabilizaci nativni struktury se podileji rtizné typy intramolekuldrnich
interakei (obr. 1).2* Vedle disperznich sil jsou to riizné typy elektrostatického piisoben,
kovalentni a koordina¢né-kovalentni vazby, pfedev§im s nebilkovinnymi slozkami
molekuly. Vyznamnou roli maji také interakce s rozpoustédlem.

Z kovalentnich vazeb mezi postrannimi fetézci aminokyselin se uplatiiuji
zejména disulfidové miuistky. Ty vznikaji oxidaci thiolovych skupin postranniho fetézce
cysteinu. Formuji se obvykle aZz po utvofeni celkové struktury molekuly a pfispivaji
tedy ke stabilizaci jiz vytvofenych struktur nebo modifikuji jejich mechanické
vlastnosti.

Vyzkum kovalentnich a koordinaéné kovalentnich vazeb mezi postrannimi
fetézci a prostetickymi skupinami, resp. ionty, pro stabilizaci a tvorbu struktury neni
dosud plng& objasnén. Tyto interakce se mohou vyznamng podilet na stabilizaci a tvorb&
terciarni struktury pfislu$nych postrannich fetézcli, ale i struktury pfilehlych segmentt

hlavniho fet&zce.



Asymetrické rozloZeni valen¢nich elektroni v heteronuklearnich vazbéach
zpusobuje nerovnomérné rozloZeni nédboje v molekule. Molekula bilkoviny pfedstavuje
sloZitou soustavu naboji a elektrostatické interakce mezi nimi jsou vyznamnym
faktorem pro stabilitu a tvorbu prostorové struktury. Pfikladem elektrostatické interakce
je iontovy par (obr. 1). Nejvyznamnéj§i iontové pary jsou tvofeny ionizovatelnymi
postrannimi fetézci. Hodnoty pK, t&chto skupin velmi zavisi na jejich bezprostfednim
okoli v molekule. Iontové péary se podileji na stabilizaci tercidrni struktury a jejich
plsobeni je jesté vyraznéj$i v nepoldrnim prostfedi. Energie elektrostatické interakce
mezi dipdly je fadov€ mensi, avSak jeji ptispévek ke stabilizaci celkové struktury miize
byt znasoben pravidelnym uspotfadanim dip6la jako je tomu napt. ve struktuie a-helixu.

Jako zvlastni pfipad elektrostatické interakce mezi dipdly lze povaZovat
vodikové vazby (obr. 1). Jejich vyznam v rozpustnych proteinech se projevil o néco
men§i, neZ se pivodné soudilo. Hraji vyznamnou roli pfi utvéfeni struktury v oblasti
s nizkou relativni permitivitou. Pravidelné sekundarni struktury jsou pravé vysledek
existence pravidelnych systémil vodikovych vazeb. Tim tedy poukazuji na vyznam

tohoto typu interakce pro vytvéfeni nativni struktury i pro jeji stabilitu.>*
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Obr. 1: Schéma vodikového a disulfidového miistku, iontové vazby (solny miistek) a van der
Waalsovy interakce.

V zasadé elektrostatické povahy jsou také tzv. van der Waalsovy interakce
(obr. 1), které se uplatituji mezi dvojicemi zcela nepoldrnich atomi. Vznik téchto sil lze
pfisuzovat vzajemnému piitahovani doCasnych dipdld, které se vytvareji v disledku
asymetrického rozloZeni elektronti. Van der Waalsovy interakce maji pfes svou
pomérn& malou energii zna¢ny vyznam pro strukturu bilkovin. Vzhledem k velkému

poctu atomi a kontakti mezi nimi je jejich celkovy energeticky efekt dosti velky.



V neposledni ¥adé m4 vliv na strukturu bilkovin tzv. hydrofobni efekt.**
V dnesni dobé& je tomuto jevu pfipisovan rozhodujici vyznam pro stabilizaci a tvorbu
struktury bilkovin. Timto pojmem se oznaCuje tendence nepolarnich latek ve vodném
prostfedi ke vzajemné asociaci. Jeho podstatou je spie absence vazby mezi rozpusténou
latkou a vodou, neZli existence n&jakych specifickych interakci mezi nepolarnimi
molekulami. Molekuly bilkoviny maji snahu zaujmout strukturu sco nejmen3im
povrchem a jejich nepolarni postranni fetézce maji tendenci se vzdjemné seskupovat

a vytvafet tak nepolarni jadro molekuly.

1.2 Denaturace proteint

Nizka stabilita nativni konformace proteini umoZiiuje jejich denaturaci zménou
rovnovahy slabych nevazebnych sil, které je zachovavaji v nativni konformaci. V1ivi,

které zptisobuji denaturaci, je mnoho.>*

e ZvySeni teploty zplsobuje zménu vlastnosti zavislych na konformaci (opticka
rotace, viskozita a absorpce UV), vlastnosti se ndhle méni v vuzkém teplotnim
rozmezi, tyto nespojité zmeény naznauji, Ze nativni struktura proteinu se rozvinuje
kooperativné - jakékoliv ¢aste¢né rozvinuti struktury destabilizuje zbytek struktury.

o Zmény pH méni ionizaci postrannich fetézcl aminokyselin, diisledkem toho se méni
rozloZeni ndboje proteinu.

o Nékteré detergenty nebo také vysoké koncentrace organickych latek rozpustnych
ve vodé (alifatické alkoholy) narusuji hydrofobni efekt a tim i nativni strukturu
proteinu.

e Vliv soli, resp. iontl je rozmanit&j$i. Ionty se sklonem k denaturaci proteind se
nazyvaji chaotropni. Tyto ¢inidla zvySuji rozpustnost nepolarnich latek ve vodeé,
jejich udinnost jako denaturadnich &inidel je disledek jejich schopnosti narusit
hydrofobni efekt. Latky, které stabilizuji proteiny, zvy$uji hydrofobni efekt, a tim

zvy$uji schopnost vody proteiny vytlatovat.



1.3 Lysozym

Vroce 1922 Alexandr Fleming objevil enzym zpisobujici rozpad urgitych
bakterii. Tento enzym byl pojmenovan lysozym. Jednd se o protein, ktery se hojné
vyskytuje v pfirod€. U €loveka byl zjistén v slzach, nosnim sekretu, slinach, krevnim
séru a plazmé, ale nalezen byl také ve tkanich a sekretech riiznych druhti Zivogicht
(obratlovci i bezobratlych) a u rostlin. Rozpoznin byl rovn&Z u nékterych bakterii.
Pfitomnost vSech téchto enzymi byla odhalena diky Iytickému pusobeni
na gram-pozitivni  koky, izolované Flemingem a pojmenované Microccocus

lysodeikticus.®

1.3.1 Vlastnosti lysozymu

Lysozym je glykosidasa, kterd hydrolyzuje N-acetylhexosaminovou vazbu
v chitinu a f-1,4-glykosidickou vazbu mezi N-acetyl-D-glukosaminem (NAG)
a N-acetylmuramovou kyselinou (NAM) v bun&&nych sténach bakterii (obr. 2).°

Stdpent
& CHLOM <l:u,.,nu bsorynrem
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Obr. 2: Struktura § - 1, 4 - glykosidické vazby mezi jednotkami NAG a NAM v bakteridlni st&né&.
(podle®, upraveno)

Tento enzym je zndm pfedev§im svou baktericidni aktivitou na gram-pozitivni
(G") bakterie. N&které studie viak prokézaly, Ye pfi urdité Upravé a za urditych
podminek ma baktericidni G¢inky i na gram-negativni (G") bakterie. Touto Gpravou
miize byt lipofilizace lysozymu mastnymi kyselinami, kterd zplisobuje snaz$i priinik
skrze ochrannou bariéru a tim i rozpad peptidoglykanové vrstvy u G™ bakterii. Také
glykosylace v kombinaci s touto metodou projevuje stejné uginky.”®

Lysozym se osvédCil také jako konzervaéni Einidlo rozmanitych potravin,
napiiklad Cerstvého ovoce, zeleniny, masa, mofskych plodi a vina.’
Vlastnosti lysozymu zévisi pfedev§im na typu lysozymu, tedy z jakého zdroje

byl izolovan. Spole¢nou vlastnosti je pravé plsobeni na B-1,4-glykosidickou vazbu
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mezi NAG a NAM. Molekulova hmotnost je pomé&rné nizka, pohybuje se okolo 14700,
vyjimku tvofi rostlinny lysozym s molekulovou hmotnosti kolem 25000. Slepici
lysozym z vajeéného bilku mé izoelektricky bod mezi pH 10,5 - 11 a pH optimum
pro lyzi bunék je kolem 7. Tento druh lysozymu dokéaZe $tépit vysokomolekuldrni
i nizkomolekularni substraty. Téméf vechny druhy lysozymu maji podobné vlastnosti
jako slepiéi lysozym z vajeéného bilku. Tento lysozym a jeho podobné formy se
ozna&uji jako tzv. c-typ.!® Rozdily mezi jednotlivymi typy lysozymu budou podrobngji
popsény v kapitole 1.3.3.

1.3.2 Struktura a prostorové uspoiadani slepi¢iho lysozymu
z vajec¢ného bilku

Slepi¢i lysozym z vaje¢ného bilku (HEWL - hen egg white lysozyme) je
globularni protein, ktery se sklada ze 129 AMK zbytkt. Tato struktura je rozdé€lena
na dvé domény s aktivhim mistem v hluboké $§térbin€ mezi nimi. Zbytky AMK 1 - 35
a 85 - 129 tvofi doménu se ¢tyfmi o-helikdlnimi strukturami a kratkou 3;¢ Sroubovici
pobliz C konce. Druhd doména, zahrnujici zbytky AMK 36 - 84, obsahuje dlouhou
smycku, trojity pas antiparalelni struktury P a 3;9 Sroubovici. Dal$i kratkd oblast
B-struktury spojuje zbytky AMK 2 a3 se zbytky AMK 39 a 40. Celkové prostorové
uspofadani proteinu je na obr. 3. Struktura je upevnéna ¢tyfmi disulfidovymi mistky
mezi AMK 6 a 127, 64 a 80, 76 294,30 a 115."

Obr. 3: Schematicky diagram znazoriiujici hlavni Fetézec HEWL. Cty¥i A-helikalnf struktury jsou
oznaleny pismeny A - D. (pFevzato')
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1.3.3 Dalsi typy lysozymu
Lidsky lysozym

Lidsky lysozym mé podobnou strukturu jako lysozym izolovany ze slepi¢iho
vajeéného bilku. Zisadnim rozdilem je vloZeny aminokyselinovy zbytek glycinu
na pozici 48. Diky tomu se lidsky lysozym sklada ze 130 aminokyselinovych zbytk.
Tyto dva proteiny vykazuji také rozdily v kinetice skladani jejich nativni struktury,
pfi¢emZ celkové rychlost renaturace nativni struktury lidského lysozymu je rychlejsi
neZ u slepi¢iho lysozymu, pfestoZe zakladni proces skladani téchto dvou proteinti je
podobny. %1

Pomoci iontové chromatografie byl zleukocyti zdravého ¢&lovéka izolovan
pouze jeden biologicky aktivni pik lysozymu. Ale z leukocytl pacienta s chronickou
leukemii byly izolovany a charakterizovany tyto biologicky aktivni piky dva. Také
ve vzorku moci pacienta byly nalezeny dv€ formy lysozymu. Prvni aktivni pik
ze vzorku pacienta byl eluovéan ve stejném rozsahu jako obvykly enzym, ale druhy mél
zasaditéj§i chovéni. Studium moldrni hmotnosti, aminokyselinového sloZeni, UV
spektra a elektroforetického chovéni nerozliSilo dva enzymové piky, ackoliv jejich
chovani pfi rechromatografii prokazalo odli$ny obsah dusikatych amidii. SniZeny obsah
amidd je pfipisovan niZ§i amidaci, kterd je disledkem mens$i Zivotnosti lysozymu u

mladych bun&k pacienta s leukemii.'°

Mysi lysozym

Také u mysi byly nalezeny dva typy lysozymu, lysozym M a P. Lysozym M
pfevazuje ve vét§in€ my$i tkdn€ kromé tenkého stfeva, kde dominuje naopak
lysozym P.'* Oba tyto typy, které jsou produkty riznych gent a lidi se sedmi
substitucemi v prvnim exonu,'® projevily podobné fyzikalni, chemické i enzymové
vlastnosti jako lidsky a vaje¢ny lysozym, ale rozdilnou funkci v organismu mys$i. Prvni
polovina sekvence mysiho lysozymu je podobna sekvenci lidského lysozymu. Je zde
zahrnut opét vloZeny Gly na pozici 48. Oba lysozymy vykazuji typické rysy sekvence
savéich lysozymi.'
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Kachni lysozym

Gelovou filtraci a iontovou chromatografii byl lysozym purifikovdn ze vzorki
vajeéného bilku n&kolika druhd kachen. U vSech vzorkd bylo zjisténo, Ze tfi piky
obsahuji materil aktivni proti Micrococcus lysodeikticus. Ze dvou pikid byl izolovan
lysozym, ktery neobsahoval Zadny His zbytek. Tyto dva enzymy mély elektroforetické
i imunologické vlastnosti stejné jako jejich chovani v pfitomnosti inhibitoru mirné
odli$né. To miZe byt zplisobeno rozdilnou sekvenci AMK, nebot’ bylo zji§téno, Ze

ve své sekvenci se li$f Sesti substitucemi. '°

Lysozym 7 vajecného bilku husy

Husi lysozym je odli$ny od lysozymi izolovanych z vajeéného bilku ostatnich
ptakd zahrnujicich i kachnu. To je pon¢kud ptekvapivé vzhledem k piibuznosti téchto
dvou druhii ptakd. Husi lysozym je tepeln€ nestabilni, zfejmé& kvili niZ§imu obsahu
cysteinu a tryptofanu. Neni inhibovan stejnymi molekulami jako ostatni lysozymy

(napf. acetylglukosaminem) a ne$t&pi nizkomolekuldrni substraty.'°

Lysozymy bezobratlych

Byly provedeny studie lysozymii izolovanych z velkého po&tu bezobratlych
zivogichli. Stopy enzymu byly nalezeny témé&f ve vSech pfipadech. VE&t§i mnoZstvi bylo
zji$t€no u hmyzu, ostnokoZci a krouzkovci. VSechny tyto enzymy se mohou zafadit
do ttdy enzyma, ktera zahrnuje i slepi&i lysozym z vajeného bilku a lidsky lysozym.'°

Rostliné lysozymy
Také u rostlin byla zjiSt€na pfitomnost lysozymu, pfedevsim v latexu. Tento typ
lysozymu ma vét§i molekulovou hmotnost, niz$i pH optimum a vy33i teplotni optimum

pro lyzi Microccocus lysodeikticus ve srovnani se slepi¢im lysozymem. 10
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1.3.4 Stabilita, inaktivace a denaturace lysozymu

V kyselé oblasti pH je lysozym velmi stabilni, dokonce i pfi vysokych teplotach.
Naopak v alkalickém prostfedi termélni stabilita klesd a lysozym ztraci lytickou
aktivitu. Tato extrémni stabilita je zplsobena pfedevsim disulfidovymi vazbami, proto
kazda reakce, ktera naru$uje disulfidové mustky vede ke sniZeni stability nebo k uplné
inaktivaci.>'” Nizk4 koncentrace chloridu sodného stabilizuje lysozym proti tepelné
inaktivaci, zatimco p¥itomnost cukru m4 stabilizaéni efekt spie p¥i nizsi teplots.’

Trypsin, chymotrypsin a papain nedokaZou $tépit nativni lysozym, oproti tomu
pepsin tuto schopnost méd. KaZdy ztéchto proteolytickych enzymi je schopen
hydrolyzovat denaturovany lysozym.

V piitomnosti jodu je lysozym neaktivni. Tato reakce je vysledek vzniku
nestabilniho N-jodidhistidinového zbytku. Pfi fotooxidaci a plisobenim rentgenového

zéfeni je enzym také neaktivni. Denaturace UV zafenim muiZe byt disledek naruSeni

tyrosinovych zbytkd.>

1.3.5 Porovnani lysozymu a a-laktalbuminu

Lysozym a o-laktalbumin maji velmi podobné AMK sloZeni a terciarni
strukturu, ale jejich biologické funkce jsou odliné. Lysozym je lyticky enzym, ktery
katalyzuje hydrolyzu B-1,4-glykosidové vazby mezi NAG a NAM v bunééné sté€né
bakterii. Laktalbumin je velmi vyznamny protein, ktery hraje ddleZitou roli
pfi biosyntéze mlééného cukru. Katalyzuje produkci laktosy z UDP-galaktosy
a glukosy.'®

Dali odli$nou vlastnosti t&chto dvou proteint je schopnost vézat ionty vapniku.
HEWL nevytvafi specifické vazby sionty vapniku, zatimco a-laktalbumin tyto ionty
véaZze pevné, dokonce pomoci této interakce upeviiuje tercidrni strukturu.
Krystalografické studie odhalily, Ze vazebné misto vapniku a-laktalbuminu mé né&které
charakteristické vlastnosti, které byly zaznamenany u proteinti s motivem EF-hand
(obr. 4)."”° Tato struktura m4 ustdlenou oblast, kterd je tvofena smy&kou, v jejim

blizkém okoli jsou dva helixy (helix-smy&ka-helix).2%*!

14



Obr. 4: Znézornéni vazebného mista vapniku, tzv, struktury EF-hand. (pi"evzato”)

Porovnénim AMK sloZeni lysozymu a a-laktalbuminu bylo zji$téno,
Ze odpovidajici Asp zbytky, které jsou souéasti EF-hand motivu v a-laktalbuminu jsou
zachovany v lysozymu z kotiského mléka a v lysozymu z vaje¢ného bilku holuba. Bylo
prokazano, Ze oba tyto druhy lysozymu jsou schopné siln€ navazat jeden kation
vépniku.'® Podle dalsich studii také lysozymy, které byly izolované zmléka jetury
a psa, mohou navézat kation vapniku, protoZe rovnéZ maji ve své struktufe zachovanou
smy&ku podobnou EF-hand motivu.® A&koliv c-typ lysozymu nema schopnost vézat
véapnik, struktura podobna EF-hand motivu je zachovana. Byly provedeny studie
mutovaného lidského lysozymu, které dokazuji, Ze pfi zdméné¢ AMK v oblasti smy¢ky
dojde k navézani kationtu vapniku a také ke zvy3eni strukturalni stability.'®

Podle fylogenetického stromu, sestavené¢ho pravé na zaklad€ schopnosti vazat
ionty kovu a AMK sloZeni, se usuzuje, Ze o-laktalbumin se vyvinul zlysozymu
schopného vazat vapnik. Pfi evoluci a-laktalbumin neziskal schopnost vézat ionty kovu,

ale naopak lysozym tuto vlastnost ztratil.2*

1.4 Spektrofotometrické metody pro studium bilkovin

Mezi velmi &asto pouZivané metody pro studium proteinové struktury patii
krystalografie a nukledrni magnetickd rezonance (NMR), které uréuji ,.absolutni®
strukturu bilkovin a tzv. nepfimé metody, mezi které patii absorpéni spektrofotometrie
v oblasti ultrafialové (UV), viditelné (VIS) nebo infralervené (IR), Ramanova
spektroskopie, cirkularni dichroismus (CD) a fluorescendni metody.?> Ty vypovidaji

pfedev$im o zménéch struktury. Spektralni techniky jsou $iroce uZivanou metodou také
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pro studium zmén v okoli aminokyselinovych postranich fet&zci. Je to diky jejich velké
citlivosti, relativng snadnému provedeni a nedestruktivnimu charakteru.?>2

ProtoZe absorpéni UV-VIS spektroskopie vyuzivd pomé&rn& jednoduchi
aobvykle dostupnd provozni zafizeni, které je souddsti vétSiny biochemickych

laboratofi, je jednou z nejéasté&ji pouzivanych metod pro studium bilkovin.

1.4.1 Vznik absorpénich spekter bilkovin

Absorpéni spektra bilkovin v UV-VIS oblasti vznikaji diky elektronickym
pfechodim. Spektra jsou vyvoldna absorpci svétla, kterd zplsobuje pifechod
ze zédkladniho do excitované¢ho stavu. Pfechody mezi vazebnymi a antivazebnymi
orbitaly @ (r — & *) jsou nej€ast&jsi pti¢inou absorpce v UV-VIS oblasti (vinové délky
od 200 do 800 nm) a maji nejveétsi intenzitu. Také pfechody z nevazebnych orbitald
(n — o*, n — 7*) zplsobuji absorpci v této oblasti, byvaji viak o néco mén¢ intenzivni.
Pfitomnost komplexnich a velkych konjugovanych systému se projevuje absorpci zafeni
pfevazné ve viditelné oblasti spektra (vinové délky od 380 do 750 nm). Ve vzdélené
ultrafialové oblasti (vinova délka pod 200 nm) absorbuji kromé bilkovin je$té
jednoduché anorganické ionty. Méfeni v této oblasti neni b&€Zné, protoZe tato oblast

spektra je z experimentélniho hlediska obtiZng p¥istupna.?’

1.4.2 Absorp¢éni spektra bilkovin

Hlavnimi chromoformnimi skupinami u bilkovin jsou zejména systémy
obsahujici nasobné vazby, coZ spliuji zvla§t€ aromatické postranni fetézce
aminokyselin a peptidova vazba. Aromatické aminokyseliny maji dominantni pfisp&vky
v blizké UV oblasti okolo 280 nm. Peptidova vazba absorbuje ve vzdalené oblasti UV
vrozmezi vinovych délek 190 - 220 nm. Absorbujici slozky proteini jsou tedy
peptidové vazby, aromatické AMK jako je tyrosin, tryptofan a fenylalanin, AMK
obsahujici siru, mezi které patii cystein, cystin, methionin a také absorbuje histidin 22

Nejvyznamnéj$i chromofory bilkovin jsou uvedeny v tab. 1.
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Tab. 1: Nejvyznamn&j¥i chromofory bilkovin. (pFevzato?’ )

Chromofor Odp;\:)iﬂiii;; Cast Polol;il :lnnz:xima &
—S- CysS- 235 3200
—SS— Cystin 250 500
—CONH— peptidicka vazba 225 400
fenyl Phe 206 8000
261 220
fenol (ionizovany) TyrO- 235 9300
287 2600
fenol TyrOH 222 8000
270 1450
indol Trp 220 3400
280 5550
imidazol His 211 6000

Z absorpénich spekter je moZzné ziskat informace o aminokyselinovém sloZeni
nebo konformaci bilkoviny, avSak vice informaci pfi pfimém meéfeni absorpénich
spekter v UV oblasti nelze zfetelné pozorovat. Vhodnou technikou méfeni miZeme
potfebné informace z absorpéniho spektra zpfistupnit. Touto technikou muZze byt

diferenni a deriva¢ni spektrofotometrie.”’

1.5 Diferenéni spektrofotometrie

1.5.1 Vznik diferenéniho spektra

Pfi malé zmé&n€ tvaru & polohy absorpénitho pasu ve spektru bilkoviny
(napt. nasledkem zmény teploty nebo polarity prostfedi) je vhodné pozorovat tuto
zménu porovnanim s absorpénim spektrem piivodniho vzorku bilkoviny. To je moZno
provést napfiklad ode&tenim absorpénich spekter. Experimentalné se provadi ode€itani
optické ve dvoupaprskovém spektrofotometru, ktery pouzZiva jako srovndvaci vzorek
pivodni vzorek bilkoviny.**’ -

JelikoZz poloha absorpéniho pasu pro danou chromoforni skupinu zavisi

i na polarit® prostfedi, je tato zm&na polohy absorpéniho pésu zajimava z praktického

17



hlediska. Tvar diferenéniho spektra pak pfibliZzn€ odpovidd prib&hu prvni derivace

absorpéniho spektra, coZ vyplyva z nésledujici ivahy:

absorpéni spektrum: ¢ = £(4) )
pertubované (posunuté) spektrum: &= e(l + A/l) ?3)

Rozvinutim funkce &” v Taylorovu fadu podle hodnoty A se ziska vztah:

AL (d ALY (d?
g(,10+M)=a(,10)+T-(d—:l +%-(d—;l +.. )

0

Je-li posunuti AA malé, je moZné tieti ¢len na pravé strané zanedbat a psat pro rozdil
spekter € a € v okoli bodu Ay

e(A+A1)-¢g(1)= Aﬂ,-% &)

Na obr. 5 je grafické znazornéni vzniku diferenéniho spektra posunem absorpéniho
pasu.

1

08 |

0,6

04

02

0o

0,2

04 . . . " : ;

220 240 260 280 300 320 340 360

vinovd délka [nm]

Obr. 5: Grafické znézorn¥énf vzniku diferentniho spektra posunem absorp&niho pasu. (pFevzato’,
upraveno)

V redlnych diferenénich spektrech obvykle probihaji sloZit&jsi d&je neZ jen
pouhy posun absorp&niho péasu. P¥i zméné€ expozice nebo obecné zméné polarity v okoli

chromoforu &asto dochazi nejen k posunuti maxima, ale i ke sniZeni intenzity.
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Pfi sniZeni polarity u vétSiny chromofort typickych pro bilkoviny dochézi k posunuti
absorpéniho maxima k v&t§im vinovym délkam, jde o tzv. éerveny posuv. Pfi posunuti
absorpéniho maxima k men$im vinovym délkdm nastava tzv. modry posuv, ktery je
zpravidla pozorovan pfi zvySeni polarity v okoli chromofort, popf. pfi denaturaci

proteinu.26'28

1.5.2 Perturbace spekter bilkovin

Nejéastéji pouzivanym zptisobem perturbace je zména teploty, koncentrace a pH
¢i pridavek jiné latky kroztoku bilkoviny (napf. nizkomolekularni latky, ionty,
rozpousteédla).

Perturbace spektra vlivem teploty

Zména teploty vyrazn€ ovliviluje spektrum bilkoviny, vrozmezi n€kolika
desitek stupiit Celsia miZe zplisobit denaturaci proteinu. Také disledkem mensich
teplotnich rozdili se projevuji malé, ale vyznamné zmeény spekter bilkovin v UV
oblasti, i kdyZ jeSt¢ nedochazi k denaturaci. Tyto zmény jsou charakteristické
pro perturbaci hlavné Tyr a Trp zbytkti ve vodnych roztocich. Poskytuji informace
o pfistupnosti t&chto aminokyselinovych zbytkli na povrchu bilkoviny. Tato metoda se
nazyvd teplotné perturbani diferenéni spektrofotometrie (TPDS). Je zaloZena
na ptedpokladu, Ze nepfistupné chromofory, umisténé v nepolérnim vnittku bilkoviny
se neucastni na vzniku diferen¢niho spektra. Teplotné diferenéni spektrum je tedy
disledek rozdilu interakci rozpoustédlo-chromofor bilkoviny pfi zméné teploty.
Konforma¢ni zmé&ny molekuly bilkoviny se tedy nemuseji nutn& podilet na vzniku
tohoto spektra. Je moZné se o tom presvédéit z pribéhu zavislosti zmény absorbance
narozdilu teplot, kterd by meéla byt pro nedenaturujici systémy linedrni.
Pii vyhodnoceni spekter obdrZzenych z TPDS je tieba vzdy porovnani se spektry
modelovych latek. Porovnanim amplitudy diferenénich spekter s modelovymi latkami
muzeme ziskat odhad podtu pfistupnych chromofornich skupin na povrchu bilkoviny.
V tab. 2 je uveden piehled hlavnich charakteristik TPDS modelovych latek.2”**
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Tab. 2: Charakteristiky TPDS modelovych litek. (podle”, upraveno)

yil
Chromofor Vlnova délka A, nm* [—8)
A

AT
Phe 270 0,49
Tyr 288 2,71
Trp 292,5 6,50

wewr

Perturbace spektra vlivem pFidavku dalsi latky (perturbantu)

Tato metoda je star$i neZ TPDS a oznacuje se SPDS z anglického nézvu ,,solvent
perturbation difference spectrophotometry”. Jako perturbant se pouZivaji mirné
hydrofobni latky vtakové koncentraci, kterd neovliviiuje konformaci nativniho
proteinu, ale dochazi pfi ni k posunu spekter. Mezi nejpouZivangjsi perturbanty patti
organické nizkomolekularni latky, pfedev§im rozpoustédla. SPDS vyuZiva citlivosti
chromoforovych zbytki, které volné pfichdzeji do kontaktu s rozpoustédlem, na zmény
fyzikalnich vlastnosti rozpoustédla. Podstatou je, Ze perturbaénimu efektu rozpoustédla
jsou vystavené jen AMK zbytky umisténé na povrchu bilkoviny nebo v jeho blizkosti.
Naopak skupiny uvnitf molekuly nejsou zménou sloZeni rozpoustédla zasaZeny.!
Zaklad je tedy velmi podobny jako u TPDS, proto i interpretace je
analogicka - porovnéni se spektrem modelové latky ve stejném systému. Pfi porovnani
vysledkdi z obou metod lze zjistit, Ze se od sebe pfeci jen vnéfem lisi. Zména
rozpou$tédla miZe vést ke konforma¢nim zméndm molekuly bilkoviny a tim zkreslit
vysledky spekter. Na rozdil od TPDS, kde se pouziva jen malych teplotnich rozdild,
které vétSinou neovlivni konformaci molekuly. Uréitou nevyhodu je také to, Ze pfidana

latka miiZe p¥imo reagovat s bilkovinou.?”»3!

Dali zpiisoby perturbace spektra®’*®

o perturbace spektra vlivem piidavku ionti
Pii interakci iontt s molekulou bilkoviny neni podstatou diferen¢nich spekter
pfima perturbace dostupnych aminokyselinovych zbytkl, ale ¢asto zplsobuji
specifické zmény konformace celé molekuly bilkoviny nebo blizkého okoli
chromoforu. Udaje z diferenéniho spektra mohou naptiklad poslouZit k zjisténi

disocia¢ni konstanty komplexﬁ bilkoviny s ligandem.
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e perturbace spektra vlivem zmény koncentrace
Tato metoda pouZiva rozdilné koncentrace bilkoviny v kyvetich o riznych
délkach jako perturbujiciho C&initele. Je zaloZena na meéfeni odchylek

od Lambertova-Beerova zdkona, zpisobenych asociaci makromolekul v roztoku.

o perturbace spektra vlivem malych molekul
Zadkladem mnoha biologickych dé&jii je interakce malych molekul, jako jsou
ligandy nebo substrat, s bilkovinnymi makromolekulami. Z diferen¢nich spekter
1ze ziskat hodnotu disociaéni konstanty komplexu enzymu se substratem. Touto
metodou byly také pozorovany konformaéni zmény molekuly bilkoviny jako
disledek interakce, je vSak tfeba tuto metodu jeSt€¢ kombinovat s dalimi

metodami.

1.5.3 Méreni diferenéniho spektra

K méfeni diferenénich spekter se pfistupuje podle typu pouZité metodiky. Stejné
jako se méfi absorpéni spektra lze méfit také TPDS - ve dvou kyvetach (vzorkova
a referen¢ni) s pouZitim drzakd kyvet termostatovanych na dvé rizné teploty. Rozdil
teplot zplsobuje zménu objemu a tim i molarni koncentraci rozpus$téné latky.
Pro rozdily teplot do 20 °C a pro vodné roztoky se mohou tyto koncentrani zmé&ny
zanedbat, protoZe jsou mensi nez 0,5 %. Pfi pouZiti organickych rozpoustédel dochazi
k vét§im rozdilim koncentraci, je tedy tfeba je bud’ podetné korigovat na roztaZnost

kapaliny nebo pouzit étyfkyvetové uspofadani (obr. 6), které eliminuje vliv absorbance

jednotlivych slozek.”’
T+AT
€1 c2

paprsek prochazejici
kyvelami se vzorkem

T

§ —» |G C4=0
srovnéwvaci

paprsek

Obr. 6: Schéma &tyFkyvetového uspoFidani pro méfeni TPDS. Srovnavaci paprsek S prochazi
kyvetami o teploté T, koncentrace bilkoviny je c¢;; kyveta se vzorkem o teploté T+AT obsahuje
vlivem tepelné roztaZnosti rozpoustédla bilkovinu o koncentraci ¢;. Pro kompensaci vzniklého
rozdilu koncentraci je pFidana kyveta s roztokem bilkoviny o koncentraci c,. (podle”, upraveno)
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1.6 Derivacni spektrofotometrie

V blizké UV oblasti absorpéniho spektra se projevy jednotlivych chromofornich
skupin v proteinu znatn€ piekryvaji. Jejich spektra jsou tedy <&asto obtiZné&ji
interpretovatelnd a to omezuje kvalitativni i kvantitativni vyuZiti metody. Vychodiskem
z této situace muze byt vypodet a vyneseni prvni, druhé &i vy$$i derivace. Tato technika

se nazyva deriva&ni spektrofotometrie.?

1.6.1 Pojem derivaéni spektrum
Pro vypocet derivacnich spekter 1ze vychazet z obvyklého Lambertova-Beerova
zakona:
A, =¢,-c-l ©)
kde A, je absorbance, &, je molarni absorpéni koeficient, ¢ je koncentrace a / je délka

kyvety.
Derivaci podle vinové délky vznikne:

prvni derivace a =c-l ﬂi N
di dA
2 2
druha derivace ‘;ﬂf =c-l- % ®)
n-t4 derivace d"4 =c-l. d’s &)
ar’ di’

Je ziejmé, Ze spole€nou vlastnosti derivatnich spekter je jejich linedrni zévislost
na koncentraci. Pribé&h prvni aZ &tvrté derivace pro gaussovsky pik a pro pik, ve kterém

dochazi k prekryti absorpénich pasti je zndzornén na obr. 7.3

22



‘ } ‘ '4. derivace i 1 \ 4. derivace
3. derivace q l‘ 3. derivace

2. denivace %Lv& 2. derivace

Phekryvani dvou
Gaussovskych piki
1. derivace
1. derivace
Spektrum { E Spakirum
Gaussovsky pik Dvojpik

Obr. 7: Grafické zndzornéni priibéhu prvni aZ &tvrté derivace pro gaussovsky pik a dvojpik.
(pFevzato®)

1.6.2 Ziskani deriva¢nich spekter

Metody k ziskani derivaéniho spektra mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin.
V jedné skuping je zdkladem modifikace optické &asti spektrofotometru, ve druhé
skupiné pak metody, které vyuZivaji dodateéné zpracovani zdznamu z b&Znych pfistrojl
pfipojenim ptidavného zafizeni nebo matematickym zpracovanim. |

Piikladem méfeni derivaénich spekter modifikaci optické &asti spektrofotometru
je technika dvoji vinové délky. Ta vyuziva svétla rozdéleného na dva paprsky, které
prochazeji dvéma monochromaétory, jejichZ nastaveni se li§i o maly interval vinovych
délek. Rotujici sektor svétlo pferusuje a to pak stfidavé prochazi jedinou kyvetou se
vzorkem a dopad4 na fotonasobi€. Schéma takového spektrofotometru je na obr. 8.
Nevyhodou je vy3§i pofizovaci cena piistrojii s¢ dvéma monochrométory a také to, Ze

u t&chto zafizeni nelze ziskat derivace vy$$ich ¥add, proto se dnes jiZ moc nepouZivaji.
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Obr. 8: Zjednodusené schéma spektrofotometru pro techniku dvoji vinové délky. (podle?,
upraveno)

Dal3i metodou je modulace vinové délky dopadajiciho spektra, kde vinova délka
nastavena na monochromatoru osciluje v malém intervalu AA okolo zvolené hodnoty A.
Ackoliv je tato metoda velmi komplikovand, je ¢asto vyuZivana v atomové absorpéni
a fluorescenéni spektrofotometrii.

Jinou mozZnosti, jak ziskat derivaéni spektra je numericky vypocet derivace
podle vinové délky. Vypodteni derivace spektra miZe byt provadéno bod po bodu podle

vzorce (10) nebo sloZit&j$imi matematickymi postupy.”’

dd _ A(A+A4) - A(A-AQ)
di 204

(10)
Jedna z nejpouZivanéjSich metod pii digitdlnim zpracovani dat pro tvorbu
derivaénich spekter je metoda podle Savitzkyho a Golaye. Tato metoda vyuZiva
k vypoctu derivace sestrojeni k¥ivky z n€kolika bodl v nejbliZ§im okoli bodu, ve kterém
se pocita derivace. Bere v ivahu body nejen za danou hodnotou, ale i pfed ni, prochazi
tedy body x-n, x, x+n. Dochazi tak k jakémusi vyhlazeni spektra. P¥i vy$8im poctu bodii
zahrnutych do konstrukce k¥ivky dochdzi k velkému vyhlazeni a tim aZ k deformaci
spektra. Efektivita derivace tedy zavisi na poétu bodd, ze kterych je kiivka sestrojena.
Savitzky a Golay tabelovali koeficienty pro rizné stupng derivace® a jejich metoda je

dnes bé&Znou soudasti programovych bali¢ki pro zpracovani a graficky vynos dat.
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1.6.3 Vyuziti derivaénich spekter

V analytické chemii je derivatni spektrofotometrie uZite¢nym prostfedkem
k ziskani kvalitativni i kvantitativni informace. Zakladem rozsédhlého pouZiti této
techniky je schopnost odliSit od sebe vzajemné se prekryvajici pasy. Tato technika
umozituje kvantifikaci jednoho nebo né&kolika analytli bez podatedni separace nebo
purifikace. Také vede ke zvySeni selektivity, citlivosti a spravnosti stanoveni.>* Téchto
vlastnosti bylo vyuZito v mnoha studiich ke stanoveni zastoupeni aromatickych
aminokyselin ‘v fad€ bilkovin porovninim druhé derivace absorpénich spekter se
spektry modelovych latek (obr.9).?” Dalsi moZnost pouZiti je urdeni reakénich
rovnovéhy, vypolet fyzikédlné-chemickych konstant (vazebnd konstanta, konstanta
komplexu) a studium reakéni kinetiky. V posledni dobé& tato technika naléza uplatnéni
vriznych analytickych odvétvich. Predev§im ve farmaceutickém primyslu
ke stanoveni hlavni sloZky lé¢iva v pfitomnosti riznych pifidavkid, zkoumani stability
1é¢iva nebo zjisténi rozkladu produktu. V klinické a biochemické analyze 1ze stanovit
ur¢ité latky v lidském séru, moéi nebo plazmé jiz ve velmi nizkych koncentracich.
V potravinafském a kosmetickém oboru slouZi k uréeni barviv a konzervaénich latek.

Praktické uplatnéni mé tato metoda také v anorganické a organické analyze nebo

v oblasti Zivotniho prost¥edi.>*=
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Obr. 9: Druh4 deriva&ni spektra N-acetylethylester tryptofanu (vievo) a N-acetylthylster tyrosinu
(vpravo) ve fosfiatovém pufru o pH 7 (¢drkovand &ira) a v n-propanolu (pInd &ara). (pFevzato®)
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1.6.4 Derivaéni spektra lysozymu

Vpraci’’ bylo vyuZito derivatnich spekter pro studium tyrosinovych
atryptofanovych zbytkd v n&kolika proteinech a bylo studovdno také plisobeni
dodecylsulfatu sodného (SDS) a guanidinium chloridu na tyto bilkoviny. Vysledna
derivaéni spektra lysozymu jsou zobrazena na obr. 10. Spektrum nativniho lysozymu je
velmi podobné spektru Trp v n-propanolu (obr. 9). Jsou zde viditelna tfi maxima a tfi
minima, jejich vinové délky jsou v tab. 3 (str. 33). Lysozym obsahuje tfi tyrosinové
a Sest tryptofanovych zbytkid. Jeho spektralni vlastnosti jsou obdobné vlastnostem Trp,
protoZe Tyr zbytky jsou pln€ zamaskovany vétsi absorbanci Trp zbytkd. Proto spektrum
lysozymu v oblasti vinové délky vétsi nez 270 nm dominuji pfedevsim Trp zbytky.

Viechna maxima i minima ve spektru lysozymu v prostfedi 6 mol/dm
guanidinium chloridu jsou mensi oproti t€m, ktera jsou ve spektru nativniho lysozymu.
A navic prokazuji nepatrny modry posuv (0,5 - 1,0 nm). Tyto spektrdlni zmény jsou
charakteristické pfi pfenosu Trp zbytkl z nepolarniho prostfedi do polarniho prostfedi.

Piidavek SDS do roztoku nativniho lysozymu zplsobil néarist vSech pikd, ale
s malou zménou jejich pozice. TakZe pfidanim SDS dochazi k uzavieni Trp zbytkd
do hydrofobniho prostfedi ve srovnani s nativnim lysozymem. Pravdépodobné se stavaji
soudasti SDS-lysozymového komplexu a mohou tak vytvafet ¢ast vazebného mista
pro SDS.

d?A /dA?

370 380 290 300 310
Wavelength (nm)

Obr. 10: Spektra druhé derivace lysozymu za riznych podminek. Carkovana &ra - lysozym
ve fosfatovém pufru p¥i pH 7, &erchované - lysozym s pFidavkem guanidinium chloridu, pln4
&4ra - lysozym s p¥idavkem SDS. (pFevzato®)
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2 Cil prace

Cilem prace bylo seznidmit se s moZnostmi vyuZiti spektrofotometru s diodovym
polem typu HP 8453 k méfeni diferen¢nich a derivaénich spekter proteinti a vyuZiti
tohoto pfistroje ke studiu konformace a stability lysozymu pii riznych hodnotach pH.
Déle vyuZit perturbace spektra vlivem pfidavku methanolu ke studiu konformac¢nich
zmén lysozymu. V této souvislosti bylo cilem bakalafské prace také zpracovani reSerSe
o soudasnych znalostech lysozymu. Tato bakaléfsk4 prace navazuje na pfedchozi prace
v laboratofi Skolitele, které obdobnymi metodickymi postupy studovaly lidsky a hovézi

sérovy albumin a cytochrom c.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Pouzité chemikalie

o lysozym z vaje¢ného bilku (PRO. MED.CS, Praha, Cesk4 republika)
e HCI (Lachema, Praha, Ceské republika)
e Methanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

o Destilovana voda

3.1.2 Pouzité laboratorni pfistroje

o spektrofotometr Hewlett-Packard 8453 (Agilent Technologies, USA)

e pH metr perpHecT logR 370 (ATI Orion, USA), kalibrace standardnimi pufry
od vyrobce

e analytické vahy (Adam Scholler, Némecko)

3.2 Postup

Lysozym byl rozpu$tén v destilované vod& na vyslednou koncentraci 1 mg/ml.
Poté bylo upraveno pH na hodnotu 1,87 pomoci 1 mol/dm HCI a na hodnotu pH 3,08
pomoci fedéné 1 mol/dm HCI (fedéni 1:3). Absorpéni spektra obou vzorki byla
promé&fena vrozsahu 190 - 1100 nm na spektrofotometru HP 8453 za laboratorni
teploty, jako srovnavaci vzorek byla pouZita destilovand voda. Poté byl do obou vzorkt
postupn& pfidavan methanol v poméru 1:10 aZ 1:1 (objemovy podil methanol:voda)
a pro kazdy pfidavek bylo u obou vzorkli promé&feno absorpéni spektrum ve stejném

rozsahu. Kazdé méfeni bylo opakovéno tfikrat.
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3.3 Metody

3.3.1 Méieni absorpcénich spekter

Absorpéni spektra byla méfena na spektrofotometru s diodovym polem typu
HP 8453. Tento spektrofotometr je jednopaprskovy. Polychromatické zéfeni ze zdroje
prochazi vzorkem a je soustfed€no na vstupni $t€rbinu polychromatoru. Polychromator
rozkldd4 zafeni na povrch diodového pole, ve kterém kazdd dioda méfi uzky pas
vlnovych délek. Sitka tohoto pasu zavisi na velikosti vstupni $térbiny polychrométoru
a na velikosti diod. Oba tyto parametry jsou u nami pouZitého pfistroje nastaveny pevné
a nelze je ménit, urduji spektralni rozliSeni, které je zhruba 1 nm.*® Nastavitelnym
parametrem je integraéni &as, jehoZ hodnota byla na zaklad€¢ zkuSenosti z pfedchozich
praci s podobnou tématikou nastavena na 5 s. Tato doba integrace efektivné potlauje
Sum, dal§i prodluZovéni integraéniho &asu jiZ nepfindS$i pozorovatelny uZitek.
Spektrofotometr byl ovlddén pfipojenym pocitatem, na kterém se zobrazovala zmétena
absorpéni spektra prostiednictvim programu Chemstation (Agilent). Napojeni pocitate

na spektrofotometr umoZnilo matematicky zpracovat experimentélni data.

3.3.2 Zpracovani experimentalnich dat

Experimentdlni data byla uklddéna prostfednictvim programu Chemstation
do textovych soubord formétu ,,csv*. Nasledné byla exportovéna a zpracovdna pomoci
programu Origin (ver. 6.0). Absorp&ni spektra byla pfevadéna na diferenéni a derivaéni
pomoci pfislunych funkci. Pro derivaéni spektra bylo provedeno: , Analysis“ —
,» Calculus“ — ,, Diff/Smooth* — ,,Smoothing: Polynomial Order Second, Points to the
Left 2, Points to the Right 2“ dle metody Savitzky a Golay (kapitola 1.6.2) — ,, Order of
Derivative: First/Second”. Pro diferenéni spektra bylo provedeno: ,Analysis” —

»Substract” — ,, Reference data* — ,, Vybér sloupcii a jejich odecet “.
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Pro vSechna spektra byla provedena korekce absorbance na zménu objemu
vlivem pfidavku methanolu vzhledem k po¢ateénimu objemu. Pro vypodet korigované

absorbance byl pouZit vzorec:

Acorr = Vmesi *Asmésn‘/Vpoé

kde 4., je korigovanéd absorbance, Vmes je objem smési methanolu s vodou, Agmesi je
meéfend absorbance smési a Vyos je poatecni objem. Pro zji§téni hodnot hustoty smési

pti daném obsahu methanolu byly pouzity tabelované hodnoty®.

Tab. 3: Data pouZita pro korekei absorbance na zm&nu objemu s pFfiddvanym methanolem

d

Piidavek® Koncentrace’ Hustota smési® Objem smési

0 0 1,000 1,000
10 7.4 0,986 1,097
20 13,7 0,977 1,189
30 19,3 0,969 1,281
40 24,1 0,962 1,373
50 28,4 0,956 1,465
60 32,3 0,950 1,558
70 35,8 0,944 1,652
80 38,9 0,939 1,746
90 41,7 0,934 1,840
100 443 0,929 1,936

? ptidavek methanolu vzhledem k po&ateénimu objemu (%)
® hmotnostni koncentrace methanolu (%)
° specifickd hustota sm&si methanolu s vodou

4 relativni objem smé&si methanolu s vodou
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Vliv pH

4.1.1 Absorpc¢ni spektra

Na obr. 11 jsou uvedena absorp¢ni spektra lysozymu z vajeéného bilku (déle jen
lysozymu) pii dvou riznych hodnotach pH (1,87 a 3,08). Z obrazku je vidét, Ze maly
rozdil hodnot pH vyznamnym zpiisobem neovliviiuje absorpéni spektra. Tvary spekter
jsou téméf totoZzné, liSi se jen naméfena velikost absorbance. Ve studovaném
intervalu absorpéniho spektra dominuje maximum kolem 280 nm, které je pro bilkoviny
typické a je zplisobeno pfedev§sim absorpci zafeni postrannimi fetézci tyrosinu
a tryptofanu. ,,Raménko“ u vlnové délky pfiblizn€ 290 nm je zplisobeno absorpci
tryptofanu, ktery spektru lysozymu celkové dominuje.

——pH 1,87
—pH 3,08
2
8
c
©
£
2
2 11
©
0 T v - r T 7 T v T
260 280 300 320 340

vinova délka (nm)

Obr. 11: Absorpini spektra lysozymu v destilované vod& za laboratorni teploty pii pH 1,87
a pH 3,08 .

4.1.2 Spektra prvni derivace

Ve spektrech prvni derivace (obr. 12) jsou zfetelné rozpoznatelnd dv€é minima
piibliZzné pfi 286 nm a 294 nm a dvé maxima pfi 279 nm a 289 nm. Pro obé pH se
objevuji tato maxima i minima pfi prakticky stejné vinové délce, tudiZz maly rozdil pH
se vyrazné neprojevi ani ve spektru prvni derivace. Velmi nepatrny rozdil je pouze

ve vySce, pficemZ vétsi amplitudu ma spektrum prvni derivace pfi pH 3,08.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Vliv pH
4.1.1 Absorp¢ni spektra

Na obr. 11 jsou uvedena absorpéni spektra lysozymu z vajeéného bilku (dale jen
lysozymu) pfi dvou riiznych hodnotach pH (1,87 a 3,08). Z obrazku je vidét, Ze maly
rozdil hodnot pH vyznamnym zplsobem neovliviiuje absorpéni spektra. Tvary spekter
jsou témeéf totozné, liSi se jen naméfend velikost absorbance. Ve studovaném
intervalu absorpéniho spektra dominuje maximum kolem 280 nm, které je pro bilkoviny
typické a je zplsobeno pfedev§sim absorpci zafeni postrannimi fetézci tyrosinu
a tryptofanu. ,, Raménko“ u vlnové délky pfiblizn€ 290 nm je zptisobeno absorpci
tryptofanu, ktery spektru lysozymu celkové dominuje.
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Obr. 11: Absorpini spektra lysozymu v destilované vod&€ za laboratorni teploty pii pH 1,87
a pH 3,08 '

4.1.2 Spektra prvni derivace

Ve spektrech prvni derivace (obr. 12) jsou zfeteln€ rozpoznatelnd dv€ minima
pfiblizn€ pti 286 nm a 294 nm a dv€ maxima pfi 279 nm a 289 nm. Pro ob& pH se
objevuji tato maxima i minima pfi prakticky stejné vinové délce, tudiz maly rozdil pH
se vyrazné neprojevi ani ve spektru prvni derivace. Velmi nepatrny rozdil je pouze

ve vysce, pfi¢emz vétsi amplitudu ma spektrum prvni derivace pfi pH 3,08.
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Obr. 12: Priibéh prvni derivace absorpéniho spektra lysozymu v destilované vodg za laboratorni
teploty p¥i pH 1,87 a pH 3,08

4.1.3 Spektra druhé derivace

Zlepsené rozliSeni poskytuje spektrum druhé derivace (obr. 13). Je zde né€kolik
vyraznych maxim a minim, jejich ptehled zobrazuje tab. 4. Také této oblasti spektra
dominuje absorbance zbytkli aromatickych aminokyselin tyrosinu a tryptofanu. “Vinky*
voblasti kolem 260 nm odraZeji pfitomnost fenylalaninu. Lysozym obsahuje tfi
tyrosinové a Sest tryptofanovych zbytkd.’” Na prvni pohled je jeho spektrum velmi
podobné spektru modelové slou€eniny s tryptofanovym chromoforem (obr. 9, str. 25).
Tato podobnost je zplisobena tim, Ze spektralni vlastnosti tyrosinu jsou prakticky zcela
zamaskované siln&j3i absorbanci tryptofanovych zbytki.>” Derivaéni spektra lysozymu
ziskand vtéto prici se tvarem velmi podobaji spektrim publikovanym v praci’’
pro neutralni pH (obr. 10, str. 26). Vinové délky maxim a minim se pouze nepatrné 1i$i
(viz tab.4). Rozdil miZe byt zplsoben m&fenim za odli¥nych podminek, nebo je
diisledkem pouziti jiné instrumentace, p¥ipadné jinou metodou derivace (v praci®’ bylo

pouZito pfidavné elektronické analogové deriva¢ni zafizeni).
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Obr. 13: Priibéh druhé derivace absorp&niho spektra lysozymu v destilované vodé za laboratorni

teploty p¥i pH 1,87 a pH 3,08

Tab. 4: Polohy maxim v druhé derivaci absoréniho spektra lysozymu (hodnoty pro destilovanou vodu
a kyselé pH z této prace, pro fosfitovy pufr pH 7 z prace’®’)

Rozpoustédlovy

. Vlnova délka (nm)
system
Minimum Maximum
voda pH 1,87 273,0 2840 291,0 277,0 288,0 296,0
voda pH 3,08 275,0 2840 292,0 277,0 288,0 296,0
fosfatovy pufr pH 7,00 273,5 283,5 290,5 277,0 287,5 2945

4.2 Vliv mgthanolu pri pH 3,08

4.2.1 Absorp¢ni spektra

Na obr. 14 jsou zobrazena absorpéni spektra lysozymu pti pH 3,08 s ptidavky

methanolu pfed objemovou korekci a po objemové korekci (obr. 15). Z obrazku je

patrné, Ze pied korekci se v absorpénim spektru vyrazné méni velikost amplitudy diky

zméné€ koncentrace. V obou piipadech je vyrazné maximum okolo 280 nm, které je

zpisobeno piedevsim absorpci tyrosinu a tryptofanu. Vliv methanolu lze z absorpénich

spekter jen t€Zko interpretovat.
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Obr. 14: Absorpéni spektra lysozymu ve vodé pfi pH 3,08 za laboratorni teploty s pFidavky
methanolu pfed objemovou korekci. PFidavky methanolu jsou vyjidieny objemovym pomérem
methanol:voda vzhledem k podateénimu objemu.
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Obr. 15: Absorp&ni spektra lysozymu ve vodé pfi pH 3,08 za laboratorni teploty s pFidavky
methanolu po objemové korekci. Pfidavky methanolu jsou vyjadFeny objemovym pomérem
methanol:voda vzhledem k podate¢nimu objemu.

4.2.2 Spektra prvni derivace

Pribéh spektra prvni derivace s pfidavky methanolu na obr. 16 vykazuje dvé
minima o vinové délce 286 nm a 294 nm a dvé maxima kolem 279 nm a 290 nm.
Ve viech pfipadech pfidavku methanolu jsou tato maxima pfi stejné vinové délce.
Pii vétSim pfiblizeni extrémi je viditelna tendence zvétSovani amplitudy s kaZzdym
pfidavkem methanolu napf. pro maximum pifi 290 nm viz obr. 17. S vét§im obsahem

methanolu se sniZzuje tempo ristu amplitudy. Pfi porovnani se spektrem bez ptidavku
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methanolu maji viechny pfidavky methanolu nepatrn€ posunuté absorpéni maximum pfi

vinové délce 290 nm smérem k vétsi vinové délce (obr. 17).
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Obr. 16: Priibéh prvni derivace absorpéniho spektra lysozymu ve vodé p¥i pH 3,08 za laboratorni
teploty spFidavky methanolu (vyjidfeno objemovym pomérem methanol:voda vzhledem
k po&ateénimu objemu).

-0,016 -
—0:10
— 110
—_—2:10
—3:10
—4:10
—5:10

6:10
———T:10
—8:10
~——9:10

-0,024 -
—10:10

dA/dn

-0,032 4

259 ' 2§o ' 291
vinova délka (nm)

Obr. 17: PFiblixeni absorpéniho maxima p¥i vinové délce 290 nm z prvni derivace absorp&nfho
spektra lysozymu ve vodé p¥i pH 3,08 za laboratorni teploty s pfidavky methanolu (vyjidieno
objemovym pomé&rem methanol:veda vzhledem k potiteénimu objemu).

4.2.3 Spektra druhé derivace
Ve spektrech druhé derivace jsou vyrazna tfi maxima o vinové délce 278, 288

a296 nm a dvé minima pfi 284, 292 nm. Pfi vSech pfidavcich methanolu jsou tyto
vinové délky prakticky stejné. Nejvyraznéj§i maxima ukazuji zejména na pfispévky
tryptofanovych zbytkid, protoZe jak jiz bylo uvedeno vySe, absorpce tyrosinovych
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zbytkli je maskovana. Tento zavér je podpofen také porovnanim tvaru derivaéniho
spektra modelové latky s tryptofanovym chromoforem na obr. 9 (str. 25). Podobné jako
ve spektru prvni derivace se zde pfidavky methanolu projevuji pfedevsim zvySovanim
amplitudy a také mira zvySovani pfi vét§im obsahu methanolu se zmensuje (obr. 19).
Velmi zdiraznéna je zde pfitomnost tzv. ramének v oblasti 250 - 280 nm, ktera
v absorpénim spektru vytvaii dojem Sumu. Spektra druhé derivace tak vyrazné

usnadiiuji rozliSeni pfispévku fenylalaninu.
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Obr. 18: Priibéh druhé derivace lysozymu ve vodé pfi pH 3,08 za laboratorni teploty s piidavky
methanolu (vyjadfeno objemovym pomérem methanol:voda vzhledem k po¢ate¢nimu objemu).
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Obr. 19: PfibliZeni maxima p¥i vinové délce 288 nm z druhé derivace absorp&niho spektra

lysozymu ve vodé p¥i pH 3,08 za laboratorni teploty s pFidavky methanolu (vyjidfeno objemovym
pomérem methanol:voda vzhledem k po¢itetnimu objemu).
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4.2.4 Diferenc¢ni spektra

Pfi sledovani priibéhu diferenéniho spektra lysozymu jsou viditelnd dvé maxima
0 vlnové délce 285 nm a 293 nm a jedno minimum pii 289 nm (obr. 20). Tyto extrémy
maji pfibliZzn€ stejnou vinovou délku p#i vSech pfidavcich methanolu, li§i se pouze
velikost amplitudy. Je patrné, Ze s pfidavky methanolu dochézi ke zvyraznéni extrémit
a ziZeni absorpénich past. Podle tvaru diferenéniho spektra lze usuzovat, Ze doslo
k nepatrnému posunu absorpéniho pésu k vétsi vinové délce - Eerveny posun. Tento d&j

nastava pfi sniZeni polarity v okoli chromoforu, je tedy moZné se domnivat, Ze doslo

k ukryti chromoforti do vnitini struktury lysozymu.
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Obr. 20: Prib¢h diferentnfho spektra lysozymu ve vod& pii pH 3,08 za laboratorni teploty
s pfidavky methanolu (vyjidFeno objemovym pomérem methanol:voda vzhledem k podatednimu

objemu).

4.3 Vliv methanolu pfi pH 1,87

4.3.1 Absorpcni spektra

Absorpéni spektra lysozymu pii pH 1,87 s pfidavky methanolu (obr. 21) se
priibéhem a tvarem pfili§ neli$i od absorpéniho spektra lysozymu s pfidavky methanolu
pfi pH 3,08. Opét zde vynika maximum typické pro bilkoviny kolem 280 nm. Pasobeni
ptidavku methanolu pfi pH 1,87 v absorpénich spektrech neni pfili§ zfetelné. Je zde
vétsi rozdil amplitudy mezi absorpénim spektrem lysozymu bez p¥idavku a s pfidavkem

methanolu.
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Obr. 21: Absorpini spektra lysozymu ve vodé p¥i pH 1,87 za laboratorni teploty s pFidavky
methanolu (vyjidfeno objemovym pomérem methanol:voda vzhledem k po¢ateénimu objemu).

4.3.2 Spektra prvni derivace

Pribéh spektra prvni derivace s pfidavky methanolu pfi pH 1,87 na obr. 22 se
pfili§ neli$i od derivacniho spektra pfi pH 3,08. Ale pfi v&t§im pfibliZeni extrémil jsou
zde viditelné rozdily. Zatimco u spekter pfi pH 3,08 zistavaji vinové délky maxim
a minim pfi stejné vinové délce a postupné se pouze zvySuje amplituda, u spekter prvni
derivace pfi pH 1,87 se maxima i minima posouvaji smérem kniz§i vlnové
délce - modry posun. Nejdtive se stejn€ jako pfi pH 3,08 postupné zvySuje amplituda aZ
do objemového poméru 2:5, poté se amplituda sniZuje a dochézi k posunu absorpéniho
maxima a pfi poméru 4:5 dochazi jiZ ke zfetelnému posunu absorpéniho pasu (obr. 23).
Lze tedy usuzovat, Ze pfidavkem methanolu dochazi k rozbaleni nativni struktury
lysozymu a chromofory, které byly dfive ,,pohfbené* uvnitf, se dostavaji na povrch
lysozymu a tim i do kontaktu s rozpoustédlem.
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Obr. 22: Priibéh prvni derivace absorp&niho spektra lysozymu ve vod€ pfi pH 1,87 za laboratorni
teploty s pFidavky methanolu. Cerna linie (Bipka) zna&i nariist amplitudy, Servend linie (Sipka)
znaéi pokles amplitudy, zelen4 linie (Sipka) zna&i posun absorp&niho pasu. Pfidavky methanolu
jsou vyjadFeny objemovym pomérem methanol:voda vzhledem k po¢iteénimu objemu.
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Obr. 23: PFibliZeni absorptniho maxima pFi vinové délce 289 nm a 294 nm z prvni derivace
absorp&niho spektra lysozymu ve vod& p¥i pH 1,87 za laboratorni teploty s pFidavky methanolu.
Cern4 linie ($ipka) zna¥i narist amplitudy, tervens linie (ipka) zna&i pokles amplitudy, zelen4
linie (8ipka) znali posun absorp&niho pasu. PF¥idavky methanolu jsou vyjadieny objemovym
pomérem methanol:voda vzhledem k poate¢nimu objemu.
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4.3.3 Spektra druhé derivace

Celkovy tvar pribéhu spektra druhé derivace pfi pH 1,87 (obr. 24) se pfili§ nelisi
od deriva¢niho spektra pii pH 3,08. Charakter spektra druhé derivace je obdobny jako
uspektra prvni derivace pfi stejné hodnoté¢ pH. Také zde se projevuje posun
absorp¢nich pasti smérem ke krat$i vinové délce (modry posun). Spektra druhé derivace
poskytuji velmi vyrazny izosbesticky bod pfi vinové délce zhruba 287,5 nm, ktery

ukazuje na postupnou pfeménu mezi dvéma formami (obr. 25).

0,06

0,04

0,02 +

d*A/da?
s
S
]
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Obr. 24: Priib&h druhé derivace absorpénfho spektra lysozymu ve vod& pii pH 1,87 za laboratorni
teploty s pFidavky methanolu. Cern4 linie (Sipka) znadi nariist amplitudy, Eervena linie (¥ipka)
znadi pokles amplitudy, zelen#é linie (Sipka) zna&f posun absorpéniho pdsu. PFidavky methanolu
jsou vyjadfeny objemovym pomé&rem methanol:voda vzhledem k potitenimu objemu.
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Obr. 25: Ptiblizeni druhé derivace absorpénfho spektra lysozymu ve vod& pFi pH 1,87

za laboratorni teploty s pFfidavky methanolu s vyznafenym izosbestickym bodem. PFidavky
methanolu jsou vyjddieny objemovym pomérem methanol:voda vzhledem k polite¢nimu objemu.
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4.3.4 Diferenéni spektra

Pribéh diferenéniho spektra lysozymu pfi pH 1,87 na obr. 26 je velmi odlisny
od diferenéniho spektra lysozymu pfi pH 3,08. Velmi vyrazny je negativni péas pfi
vinové délce 240 nm, ktery se pfidavkem methanolu vice prohlubuje. Dale poskytuji
diferenéni spektra napadny posun absorpénich pasi smérem k niZ$i vinové délce. To
naznacuje, Ze dochazi ke zvySeni polarity v okoli chromoforti, popfipadé k denaturaci
lysozymu. Dochazi tedy k rozbalovani nativni struktury lysozymu a tim k expozici dfive
ukrytych chromofori do rozpoustédla. Vinové délky jednotlivych extrémii zobrazuje
tab. 5.
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Obr. 26: Priibéh diferentnfho spektra lysozymu ve vod& pfi pH 1,87 za laboratorni teploty
s pFidavky methanolu. PFidavky methanolu jsou vyjadieny objemovym pom&rem methanol:voda
vzhledem k poditeénimu objemu.

Tab. 5: Pfehled vinovych délek nejvyrazné€jSich maxim a minim v diferenénich spektrech lysozymu
p¥i pH 1,87

MeOH® 74 13,7 193 24,1 284 323 358 389 41,7 443

Max® 285 285 285 285 285 285 290 289 289 289
293 293 293 292 292 293 - 299 300 300
Min® 280 289 289 289 289 289 294 293 293 293

? hmotnostni koncentrace methanolu (%)

® vinova délka (nm)
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4.4 Vyhodnoceni vlivu methanolu pomoci parametru d

Pro vyhodnoceni vlivu methanolu na strukturu lysozymu byla vynesena zavislost
parametru d na hmotnostni koncentraci methanolu p¥i obou hodnotdch méfeného pH.
Definici tohoto parametru poskytuje obr. 27. V podstaté se jedna o tzv. rozkmit vrcholt

spektra v zavislosti na pfidaném mnoZstvi methanolu.
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0,00 -W\
002
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d’A/da?

-0,06

-0,08 , . . T .
260 280 300 320
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Obr. 27: Definice parametru d ze spektra druhé derivace.

Pfi porovnani priibéhu zavislosti parametru na hmotnostni koncentraci
methanolu z absorpéniho spektra prvni i druhé derivace a z diferen¢niho spektra je
viditelny rozdil mezi méfenymi pH. Tvar prib&hu zavislosti parametru pfi pH 3,08 je
ze viech spekter velmi podobny, ve srovnéani s pH 1,87, kde je zévislost z diferenéniho
spektra trochu odli$nd od prvni a druhé derivace (obr. 28-30).

Priibéh naméfené zavislosti pfi pH 3,08 ma rostouci charakter, 1ze se tedy
domnivat, Ze pfi tomto pH hedochézi k denaturaci lysozymu ani k Zddnym rozsahlym
konformatnim zméndm. Vysledky se shoduji stdaji v literatufe.** Za obdobnych
podminek byl zkoumén vliv methanolu pomoci metody CD a NMR a bylo zji§téno,
Ze pti pH 3,08 je nativni struktura lysozymu zachovéna aZ do koncentrace methanolu
50 % (V/v).
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Obr. 28: Pribéh zivislosti parametru d na hmotnostni kencentraci methanolu z absorpéniho
spektra prvni derivace.
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Obr. 29: Priibéh zivislosti parametru d na hmotnostni koncentraci methanolu z absorp&nihe
spektra druhé derivace.
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Obr. 30: Priibéh zavislosti parametru d na hmotnostni koncentraci methanolu z diferenéniho
spektra.

Pii pH 1,87 je zjevné, Ze k uritym zménam dochazi. Nejprve stejné jako
pfi pH 3,08 zavislost parametru na pfidavku methanolu stoupd, poté pfi objemovém
poméru 4:10 za¢ne zavislost klesat, dochazi k ur¢ité konformacéni zméné. Nakonec
pfi objemovém poméru 8:10 zaCne zavislost parametru opét stoupat. Zavislost
parametru na hmotnostni koncentraci z diferen¢nich spekter mé stejny chrakter, jen se
méni objemovy pomér - klesa od poméru 3:10 a stoupéd od 6:10. ProtoZe pti pH 1,87
dochazi vderivaénim i diferenénim spektru ke zménam intenzity i k posunu
absorpénich pasi, nelze zpouhé zévislosti parametru na hmotnostni koncentraci
methanolu pfesné charakterizovat zmény, ke kterym dochdzi. Pravdépodobné po pfidani
methanolu dochazi k postupnému rozbalovani nativni struktury a na povrch se dostavaji
chromofory, které byly dfive uloZeny uvnitf nativniho lysozymu. Dochazi tak
ke kontaktu s rozpoustédlem, které postupné s pfidivanym methanolem méni své
sloZeni a tim i polaritu. V praci* pozorovali za obdobnych podminek vliv methanolu
na strukturu lysozymu pomoci CD a NMR. Vysledky naznadily, Ze pfi pH 1,87 je
pii koncentraci 0 - 30 % methanolu nativni struktura plné¢ zachovana, pfi koncentraci
30-50% methanolu dochdzi ke kooperativnim konformaénim zménadm

a pfi koncentraci vy$si neZ 50 % dochézi k denaturaci lysozymu.
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b5 Zaver

1. Metodou deriva¢ni spektrofotometrie byla zkouména konformace lysozymu ve vodé
za laboratorni teploty pfi dvou hodnotach pH - 1,87 a 3,08. Ve spektrech prvni i druhé
derivace je vliv methanolu naznacen pouze zménou amplitudy, pfiéemZ v&t§i amplituda

je pii pH 3,08.

2. Metodou derivaéni a diferenéni spektrofotometrie byl zkoumén vliv methanolu
na strukturu lysozymu ve vod€ za laboratorni teploty pfi pH 3,08. Pfi tomto pH
nedochazi k vét§im konformadnim zméndm. V derivacnich spektrech je s pfidavky
methanolu patrny piedevsim nérist amplitudy. V diferenénich spektrech byl pozorovan
¢erveny posun, tedy posun absorpénich past smérem k vét§im vlnovym délkam, ktery
byva zplisoben sniZenim polarity v okoli chromoforil. Je tedy pravdépodobné, Ze
pfi tomto pH dochézi k ukryti chromoforti do vnitini struktury lysozymu.

3. Stejnymi metodami byl zkoumén vliv methanolu na strukturu lysozymu ve vod¢
za laboratorni teploty pii pH 1,87. Pfi tomto pH byl ve spektrech prvni i druhé derivace
zjistén modry posun, tedy posun absorpénich pasi smérem k men$im vinovym délkam,
ktery je zplisoben pievazn€ zvySenim polarity v prostfedi chromoforti. Ziejmé tedy
ptidavkem methanolu dochazi k rozbaleni struktury lysozymu a na povrch se dostavaji
chromofory, které byly dfive uvnitf nativni struktury. Také z diferenéniho spektra lze

usoudit, Ze do$lo ke znatelnym konformaénim zméndm lysozymu.
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