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Wprowadzenie

Inspiracja do badan przemian konformacyjnych biatek zachodzacych pod
wplywem czynnikdéw fizykochemicznych jest wiele niewyjasnionych w petni
kwestii dotyczacych zaleznoSci pomiedzy zmiana natywnej struktury bialek
w wyniku oddzialywania ze Srodowiskiem a skutkami, jakie te modyfikacje
niosg dla organizméw zywych. Narazenie Srodowiskowe jest zazwyczaj naraze-
niem mieszanym na wiele czynnikow o réznych stezeniach badZ natgzeniach.
Efekt koicowy jednoczesnego dziatania wielu czynnikdéw zalezy od interakcji
migdzy nimi, a w przypadku organizméw zywych takze od ich indywidualnych
reakcji i odpowiedzi na bodZce Srodowiskowe. Prowadzenie badan in vitro,
majacych na celu poznanie wptywu kazdego z czynnikéw oddzielnie lub ich
ograniczonej kombinacji nie na obiekty zywe, lecz na ich wyodrgbnione sktad-
niki, nie jest w stanie zastapi¢ badan in vivo. Jedna z wielu przyczyn jest trud-
no$¢ wiernego odtworzenia warunkéw fizjologicznych, na przyktad tzw. za-
tloczenia molekularnego panujacego w komorce, od ktérego w bardzo istotny
sposéb uzaleznione sa konformacje makromolekut, aktywnos¢ enzyméw i szyb-
kos¢ reakcji biochemicznych (MinTon, 2001, 2005; ELuis, 2001; CHEBOTAREVA
et al., 2004). Na obecnym etapie wiedzy selektywne badania modelowe, mimo
okreslonych zatozen upraszczajacych, nadal wnosza istotny wktad w poznanie
i zrozumienie zjawisk fizycznych lezacych u podtoza proceséw, wywotujacych
okreslone skutki w danych warunkach srodowiskowych.

Biatka, podstawowe sktadniki kazdej komorki, biorg udziat w licznych pro-
cesach fizjologicznych: przenoszeniu i magazynowaniu réznych substancji, utle-
nianiu tkankowym, krzepnigciu krwi, procesach odpornosciowych, procesach
widzenia, przewodzeniu bodZcéw nerwowych, skurczu migsni, dostarczaniu
energii, regulacji proceséw metabolicznych — stgzenia jonéw, ciSnienia osmo-
tycznego. Wszystkie te funkcje wypetniaja one dzigki odwracalnym zmianom
specyficznej struktury przestrzennej kazdego z nich.



Zdobycie wszechstronnych informacji na temat trwatosci struktur biatko-
wych jest wazne w aspekcie wspoétczesnych badan farmaceutycznych. W ostat-
nich latach powstaje wiele nowych lekdw na bazie biatek, przy czym najwigk-
szym problemem jest zwykle mata trwato$¢ tych farmaceutykéw. Dodatkowo
procesy technologiczne prowadzace do ostatecznej formy bezpiecznego i sku-
tecznego (aktywnego) preparatu, sktadaja si¢ z procedur, ktére moga modyfiko-
waé biatko w niepozadany sposéb. WyjSciowy material poddawany jest np.
dziataniu promieniowania jonizujacego, UV (254 nm) czy termicznej steryliza-
cji w celu zniszczenia bakterii i wirusow. Te dziatania nie pozostaja prawdopo-
dobnie bez wptywu na strukture i wtasciwosci makromolekut.

Albumina jest to biatko surowicy krwi, ktére obficie wystgpuje w organi-
zmach ssakéw. Pomimo tego ze zaréwno struktura, jak i podstawowe funkcje al-
buminy zostaly stosunkowo dobrze poznane, nie przestaje ona by¢ obiektem
wszechstronnych badain naukowych. Wybrane, zdaniem autorki wazne w kon-
tekscie pracy, informacje na temat tego biatka przedstawiono w rozdziale 2. Po-
znanie wptywu réznych czynnikéw fizykochemicznych na wiasciwosci albumi-
ny przyczynia si¢ do zrozumienia zaburzen jej funkcji. Termiczne
charakterystyki albuminy dostarczaja cennych wskazéwek w kontekscie jej za-
stosowan praktycznych, np. w laserowym zespalaniu tkanek (BLEUSTEIN et al.,
2000 a, b), metodzie alternatywnej do zszywania chirurgicznego. Albuminy
uzywa si¢ jako ,lutu” w celu poprawy konsystencji i zwiekszenia wytrzy-
matosci blizny. Termiczna pasteryzacja roztworéw albuminy poprzedza ich za-
stosowania kliniczne (przeprowadza si¢ ja ze wzgledu na mozliwo$¢ obecnosci
wiruséw, np. HIV, opryszczki, zapalenia watroby).

Badania termicznej denaturacji albuminy dostarczaja waznych informacji na
temat wewnatrz- i migdzydomenowych oddziatywan istotnych dla stabilizacji
aktywnej formy biatka. Zachowanie si¢ albuminy pod wptywem temperatury
badano réznymi metodami, a najczesciej technika dichroizmu kotowego (CD)
(TAKEDA et al., 1989; ARAKAWA ef al., 2000; WATANABE et al., 2001;
KRAGH-HANSEN et al., 2005) i réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)
(ANRAKU et al., 2007; BARONE et al., 1995; FARRUGGIA, Pico, 1999; GiaNcoLA
et al., 1997; MicHNIK, 2003; Ross, SHRAKE, 1988; TIKToPULO et al., 1985;
YAMASAKI et al., 1990, 1991, 1992).

Nowoczesna aparatura pozwala na badanie zmian zachodzacych w struk-
turze biatek na poziomie molekularnym. Uchwycenie tych zmian i powiazanie
ich z funkcjami biatek wzbogaca wiedzg dotyczaca prawidlowosci funkcjo-
nowania naszych organizméw, a takze podloza niektdrych choréb. Zaburzenia
konformacyjne biatek leza u podstaw takich choréb uktadu pozapiramidowego
jak: choroba Parkinsona, otgpienie, z ciatami Lewy’ego (ang. Dementia with
Lewy bodies — DLB), postepujace porazenie nadjadrowe. Nieprawidtowa
struktura bialek ma takze zwiazek z choroba Alzheimera i choroba prionowa
BSE.



Relacje migdzy struktura a funkcja biatek zaleza silnie od oddzialtywan
z rozpuszczalnikiem. Problem ten jest szeroko badany od wielu lat i mimo to
wciaz zywo dyskutowany. Poniewaz wigkszos¢ biatek funkcjonuje w roztworach
wodnych, znaczenie wody i zrozumienie réznych aspektéw oddziatywan w Sro-
dowisku wodnym jest szczegélnie wazne. Aktywnos¢ biatka oraz jego konfor-
macyjna elastyczno$¢ sa w duzym stopniu uwarunkowane obecnoscia wody.
Struktura natywnych biatek jest okreslona przez réwnowage wewnatrz- i mig-
dzymolekularnych oddziatywari pomigdzy réznymi resztami aminokwasowymi
oraz tymi resztami i molekulami wody otaczajacymi biatka. Ta réwnowaga
okresla tendencje poszczegdlnych reszt aminokwasowych do preferowania wne-
trza lub powierzchni biatka. Moze by¢ zmieniona np. przez denaturanty czy sta-
bilizatory obecne w roztworze, jak réwniez przez zmiany temperatury, ci$nie-
nia, pH czy sity jonowej. Ogdlna struktura biatek jest wtedy ostabiana lub
wzmacniana, zaleznie od witasciwosci molekut. Badanie tych zmian dostarcza
wartoSciowej informacji na temat roli rozpuszczalnika w utrzymaniu konforma-
cji natywnego biatka. Krétkie omdéwienie oddziatywan istotnych dla stabilizacji
struktury biatka oraz czynnikéw modyfikujacych ja zawarto w rozdziatach D II
1 D III Dodatku.

Od dawna bada si¢ wplyw podstawowych czynnikéw fizycznych: temperatu-
ry i ci$nienia, na trwatos$¢ struktur biatkowych. Paradoksalnie, Sledzenie procesu
denaturacji, a wiec niszczenia struktury biatka, pozwala lepiej poznaé i zrozu-
mie¢ oddziatywania kluczowe w procesie fatdowania biatka do specyficznej dla
niego konformacji oraz istotne dla stabilizacji tej struktury. Wigkszos¢ zagad-
niefi dyskutowanych w tej pracy skupia si¢ wokot termicznej denaturacji biatek,
a pewne aspekty denaturacji ciSnieniowej przedyskutowano w rozdziale D III
Dodatku.

Konformacja biatka moze by¢ réwniez zmieniana pod wpltywem innych
czynnikéw fizycznych, np. jonizujacego promieniowania gamma (SZWEDA-
-LEWANDOWSKA et al., 1976; FEssas et al., 1998; LEE et al., 2000; LEE, SONG,
2002; CHo, SONG, 2000; CIeESLA et al., 2000). Autorzy niektérych prac zwracajg
uwage, ze takze podczas badan krystalograficznych struktury biatek promienia-
mi X ulega ona zmianie, co powoduje réznice pomigdzy strukturami: natywna
i stwierdzong na podstawie eksperymentu dyfrakcyjnego (NAve, 1995; CARUGO,
CaRruGo, 2005).

Wyniki badain mikrokalorymetrycznych prezentowane w tej pracy wykazaty,
ze takze promieniowanie elektromagnetyczne niejonizujace z zakresu UV oraz
radiowego prowadzi do strukturalnych modyfikacji jednego z giéwnych biatek
osocza — albuminy (MICHNIK ef al., 2004 a, b, 2008).

Pomiar kalorymetryczny umozliwia bezposrednie wyznaczenie makroskopo-
wej wielkosci termodynamicznej — entalpii badanego procesu. Ze wzgledu na
kompensacje entalpowo-entropowa sama warto§¢ zmian energii swobodnej
Gibbsa (entalpii swobodnej), miary konformacyjnej stabilnosci biatka nie jest



wystarczajaca do prawidlowego opisu termodynamiki przemiany. Znaczace
udoskonalenie aparatury kalorymetrycznej oraz pojawienie si¢ komercyjnie do-
stepnych kalorymetrow o wysokiej czutosci, np. réznicowych kalorymetréw
skaningowych DSC, charakteryzujacych si¢ czutosciag utamka mikrowata, przy-
czynilo si¢ do zastosowania metod kalorymetrycznych w badaniach przemian
zachodzacych w biatkach pod wptywem temperatury. Dobrej jakosci mikroka-
lorymetry umozliwiaja detekcje nawet stosunkowo stabych, subtelnych zmian
wywotywanych w energetyce tych przemian réznorodnymi czynnikami. Mikro-
kalorymetr VP DSC (MicroCal Co.), stosowany w badaniach, ktérych wyniki
prezentowane sg w tej pracy, nalezy do klasy takich wysokoczutych kaloryme-
tréw, przeznaczonych do badania prébek w stanie ciektym i w szczegdlnosci
bardzo dobrze nadaje si¢ do badania roztworéw bialek.

Obecnie zgromadzono pokazny materiat doswiadczalny dotyczacy badar
termicznej denaturacji bialek metoda DSC. Ztozonos$¢ obserwowanych prze-
mian, ich zalezno$¢ od specyfiki badanych struktur biatkowych, jak i wielu
czynnikéw doswiadczalnych stanowi o atrakcyjnosci problematyki, a jednocze-
$nie utrudnia poréwnywanie wynikéw uzyskiwanych przez réznych autoréw.
W niniejszym opracowaniu ograniczono si¢ do zaprezentowania i przedyskuto-
wania na podstawie dostgpnych danych literaturowych zagadnieri dotyczacych
termicznych przemian albuminy. Wiele z zawartych tresci ma jednak uniwersal-
ny charakter i ilustruje réznorodno$¢ oraz specyfike problemdéw zwiazanych
z analizg proceséw przebiegajacych w roztworach bialek pod wptywem wzrostu
temperatury.

Termiczne rozfatdowanie biatka uwaza si¢ za przejscie globalne, co ozna-
cza, ze procesowi temu w okreslonych warunkach ulega czasteczka jako catosc,
a nie polega ono na stopniowym ostabieniu struktury ze wzrostem temperatury
(JacksoN, 2006). Dla matych biatek globularnych proces ich termicznej denatu-
racji moze by¢ czesto rozpatrywany jako dwustanowy, na co wskazuje zgodnosé
entalpii kalorymetrycznej i van’t Hoffa (PrivaLov, 1979), tzn. ze w temperatu-
rach bliskich przejSciu wspoélistnieja dwa stany: natywny i rozfaldowany.
W przypadku wigkszych biatek, wielodomenowych lub ztozonych z kilku pod-
jednostek, opis procesu staje si¢ bardziej skomplikowany. Jesli wszystkie pod-
jednostki ulegaja rozfaldowaniu réwnoczesnie, przejScie nazywane jest koopera-
tywnym. Kooperatywnemu rozfaldowaniu biatka zlozonego z n identycznych
podjednostek towarzyszy efektywna zmiana entalpii na mol n-meru, czyli ental-
pia van’t Hoffa n razy wigksza od entalpii rozfaldowania pojedynczej podjed-
nostki. Entalpia van’t Hoffa okresla stromos$¢ przejscia: im wigksza koopera-
tywnos¢, tym wigksza efektywna entalpia 1 przejScie bardziej strome.
Poréwnanie entalpii kalorymetrycznej i van’t Hoffa dostarcza informacji na te-
mat liczby kooperatywnych podjednostek ujawniajacych si¢ podczas przejscia.
Denaturacje niektérych duzych bialek mozna opisa¢ jako sume¢ proceséw dena-
turacji ich sktadowych domen.
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Potaczenie danych kalorymetrycznych z odpowiednim modelem teoretycz-
nym pozwala uzyska¢ informacje na poziomie molekularnym. Celem autorki tej
pracy byto zaadaptowanie dostgpnych modeli analizy dekonwolucyjnej danych
kalorymetrycznych, opisanych w rozdziale 4, do opisu przemian konformacyj-
nych zachodzacych w czasteczce albuminy. Sledzac doniesienia literaturowe,
mozna si¢ dopatrzy¢ stosowania uproszczen interpretacyjnych i niezgodnosci
migdzy modelami proponowanymi do opisu procesu termicznego rozfatdowania
albuminy. Zostato to uwzglednione w dyskusji zagadnieii przeanalizowanych
W niniejszej pracy.

Waznym celem podjetych prac badawczych byto wykazanie réznic w prze-
biegu procesu termicznego rozfatdowania albuminy pozbawionej kwaséw ttusz-
czowych oraz nieodtluszczonej. Problem przytaczania kwaséw ttuszczowych do
albuminy byt w ostatnich latach szeroko badany, co zrelacjonowano krétko
w rozdziale D 1 Dodatku. Konsekwencje dowiedzionych zmian konformacyj-
nych albuminy, zwigzanych z przytaczaniem kwaséw tluszczowych (CURRY
et al., 1998; Suclo et al., 1999; BHATTACHARYA et al., 2000), nie zostaty jeszcze
dostatecznie poznane. W biezacej pracy duzo uwagi poswigcono dyskusji na te-
mat odmiennych reakcji obydwu form albuminy na dzialanie stosowanych
czynnikéw fizykochemicznych. Na osiagnigcie tego celu ztozyto sig kilka po-
Srednich zadan badawczych: charakterystyka termicznego rozfaldowania albu-
miny odttuszczonej i zawierajacej kwasy tluszczowe w roztworach wodnych
oraz w roztworach etanolu, zbadanie réznic w wiazaniu etanolu oraz poréwna-
nie wpltywu promieniowania UV na rézniace si¢ zawartoscia kwaséw ttuszczo-
wych formy albuminy.

Aby uwiarygodni¢ wnioski ptynace z poréwnania wyznaczonych para-
metréw termodynamicznych oraz obserwowanych tendencji ich zmian, prze-
prowadzono analize¢ statystyczna prezentowanych wynikéw w programie
STATISTICA 7.0 (Dodatek D V).
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1. Biatka: konformacja, pojemno$¢ cieplna

1.1. Stan konformacyjny hiatka

Natywna struktura biatka reprezentuje réwnowage energetyczng réznego
typu oddzialywan migdzy grupami (fragmentami) makromolekuly oraz migdzy
tymi grupami i otaczajacym Srodowiskiem, zwykle woda. Forma natywna
biatka ma konformacje najbardziej stabilng energetycznie. Nalezy zdawaé sobie
sprawe z tego, ze opisanie stanu natywnego jako posiadajacego jedna konfor-
macj¢ jest uproszczeniem. Bardziej realistyczne wyobrazenie tego stanu to ze-
staw (klaster) strukturalnie podobnych konformacji lub stan globalny,
mieszczacy w sobie mata, ale znaczaca liczbe mikrostanéw.

Opisujac stan konformacyjny biatka w jezyku mechaniki statystycznej, moz-
na zatozyé, ze mikrostan ma konformacje, ktéra jest zdefiniowana z duzymi
szczeg6tami, tzn. ze moga by¢ znane pozycje wszystkich atoméw makromole-
kuty i katy wszystkich rotujacych wiazan. Mikrostany przeksztatcaja si¢ gwat-
townie i stan globalny odzwierciedla Srednie zachowanie si¢ tych mikrostanéw.

Energie swobodna Gibbsa G (entalpi¢ swobodng) uktadu zawierajacego N
niezaleznych molekut mozna wyrazié¢ jako:

G =—kTIn(Q"), (1.1)
gdzie: Q jest suma statystyczna (funkcja podziatu), kT jest iloczynem statej

Boltzmanna i temperatury. Q jest suma statystyczng po zbiorze mikrostanow
wlaczonych w jeden stan globalny:

0= ze‘E'”‘T, (1.2)
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gdzie: E; jest energia i-tego mikrostanu, a e """ jest jego waga boltzman-

nowska. Skupiajac si¢ na jednym szczegdlnym stanie globalnym, ograniczymy
te sum¢ do wybranego podzbioru lub podzespotu mikrostanéw, nazwanego GS.
Calkowita liczbe mikrostanéw w ramach danego stanu globalnego oznacza n ;.
Prawdopodobieristwo znalezienia danego mikrostanu j o energii E; wsrod
wszystkich mozliwych mikrostanéw danego stanu globalnego wynosi:

—E /KT

P(j)= (13)

ngs

~E, /KT
2t

i

Definicja mikrostanu jest bardzo ptynna i moze by¢ rozszerzona. Na przy-
ktad kazdy mikrostan ma entropi¢ wynikajaca z nieuporzadkowania zwigzanego
z efektem wibracji wiazania. Biorac to pod uwage, musimy rozszerzy¢ sume
w réwnaniu (1.2), tak by zawierata wibracyjne poziomy energii. Dodatkowo,
mikrostany biatka moga by¢ rozréznialne przez rézne pozycje i orientacje ota-
czajacych czasteczek wody i, prawdopodobnie, takze jonéw w roztworze. Jesli
te wklady sa wiaczone w réwnaniu (1.2), to energia swobodna Gibbsa w réwna-
niu (1.1) bedzie dokladniejsza.

Alternatywnym sposobem myslenia o funkcji podziatu stanu globalnego
jest uznanie dyskretnych stanéw w réwnaniu (1.2) za continuum. Suma staje
si¢ wtedy catka po obszarze wszystkich wewngtrznych wspétrzednych mole-
kuty

0= [eE gy, (1.4)
GS

gdzie: r jest wektorem zawierajacym pozycje wszystkich atoméw, E(r) zas jest
energia potencjalna molekuly jako funkcji tych potozen.

Nalezy zauwazy¢, ze réwnania (1.2) i (1.4) pomijaja wkiady pochodzace od
energii kinetycznej. W fizyce klasycznej (gdy nie rozpatrujemy efektéw kwanto-
wo-mechanicznych) nie ma to znaczenia, poniewaz kazdy atom ma Srednig
energi¢ kinetyczna 3/2 k7. Tak samo jest w przypadku wszystkich mikrosta-
néw. Efekty kwantowe sa wazne dla silnych wiazai kowalencyjnych. Jednak
podczas rozwazanych w tej pracy przejs¢, zwigzanych z termiczna denaturacja
biatka, wigzania kowalencyjne nie sg zrywane.

Aby wyliczy¢ catkowitg energi¢ potencjalng biatka w szczegdlnej konfigura-
cji, nalezy zapisa¢ wktady od poszczegdlnych oddziatywan w funkcji pozycji
wszystkich atoméw:



U= Da,(x,=x,)0+ Db,(6,—6,) +
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Pierwszy czlon reprezentuje energi¢ rozciagania wszystkich kowalencyjnych
wiazan w biatku; a, sa statymi sitowymi dla wiazaf, x,, jest dlugoscia wiaza-
nia, dla ktérego energia rozciagania osiaga minimum. Drugi czlon reprezentuje
energi¢ zginania wszystkich wigzan, a bg i 6, maja znaczenie analogiczne do
odpowiednich parametréw z pierwszej sumy. Trzeci czlon reprezentuje po-
tencjaty rotacyjne katéw dwusciennych z parametrami zdefiniowanymi jak
w dwoch pierwszych sumach. Czwarta suma jest dla oddziatywarn elektrosta-
tycznych ze stata dielektryczng €, ktéra zalezy od pozycji w biatku. Piaty czion
reprezentuje niewiazace oddziatywania opisane potencjatem Lenarda—IJonesa.

Teoretycznie zatem mozna znalezé strukturg¢ stanu natywnego, minimali-
zujac energi¢ potencjalna, ktéra jest wyrazona wzorem (1.5). Réznica energii
migdzy dwoma réznymi minimami lokalnymi okresla wzgledng stabilnos¢
dwéch stanéw globalnych. Powaznym problemem jest jednak dtugi czas obli-
czen, ktéry rosnie eksponencjalnie z rozmiarem molekuty. Nawet dla matych
biatek zadanie to jest niewykonalne z wykorzystaniem dostgpnych obecnie kom-
puteréw (JACKSON, 2006).

Innym problemem jest ograniczona doktadnos$¢ kazdego z cztonéw funkcji
energii potencjalnej. Trudno jest np. wyliczy¢ dokladnie cztony elektrostatycz-
ne, poniewaz stata dielektryczna zalezy od pozycji i rzadko jest znana z lepsza
doktadnoscig niz 2. Stabo zrozumiate s Srodowiskowe zaleznosci innych od-
dzialywan. Ostatecznie, btad moze by¢ wigkszy niz réznice energii pomigedzy
wieloma minimami lokalnymi w tej funkcji energii potencjalne;.

1.2. Pojemno$¢ cieplna hiatek

Pojemnos$¢ cieplna wyraza si¢ stosunkiem iloSci ciepla pobranego przez
cialo do wywotanej w wyniku tego zmiany temperatury. W warunkach izoba-
rycznych mozna ja wyznaczy¢ z temperaturowych zmian entalpii H:
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(1.6)

Doswiadczalnie wtasciwa pojemnos¢ cieplna jest energia cieplna, AQ, wy-
magang do spowodowania wzrostu temperatury jednostkowej masy substancji
o 1 K. Zgodnie z zaleceniami ITUPAC, jest ona wyrazana w JK 'g~!, natomiast
molowa pojemnosé cieplna jest wyrazona w JK 'mol~'. Inne powszechnie uzy-
wane na okreslenie pojemnosci cieplnej wyrazenia to:

_pdS_ . dG_(0H?)_(65)
R (47

gdzie: S — entropia, G — energia swobodna Gibbsa, <6X 2> — §redni kwadrat
fluktuacji wielkosci X. Analogiczne réwnania mozna napisa¢ dla AC,, podsta-
wiajac zamiast H, S i G ich zmiany, czyli AH, AS, AG.

Catkowita pojemnos¢ cieplna, C,, roztworu przy statym cisnieniu, p, moze
by¢ wyrazona przez pozorng pojemnos¢ cieplna, C, 4, oraz stgzenie w; kazdego
z N sktadnikéw nastepujaco:

N
C,=2C,0 W, (1.8)

i=l1

Pozorna pojemnos¢ cieplna i-tego sktadnika, C, 4, jest zdefiniowana jako
zmiana catkowitej pojemnosci cieplnej na jednostke masy przy dodaniu skon-
czonej ilosci sktadnika i w statej temperaturze i przy stalych st¢zeniach wszyst-
kich pozostatych sktadnikéow w;:

ow

i

aC
C,o =( ") G #j). (1.9)

Mozna ja uzyskac przez pomiar pojemnosci cieplnej serii roztworéw, w ktérych
tylko stezenie i-tego sktadnika jest zmienione. Zaréwno pojemnosci cieplne roz-
tworéw, jak i rozpuszczalnika wykresla sie¢ wzgledem w;. Nachylenie linii pro-
stej migdzy pojemnosciami cieplnymi rozpuszczalnika i roztworu odpowiada
wtedy pozornej pojemnosci cieplnej i-tego sktadnika. Warto$¢ graniczna przy
w;=0 jest uznawana za czastkowa pojemnoS¢ cieplna Cg’q)’_ sktadnika i

0 . . aC‘P
C,o, =lmC, , =liml—— . (1.10)
T, w

w;=>0 ! w; =0 awi

W konsekwencji pozorna pojemno$¢ cieplna przy danym st¢zeniu substancji
rozpuszczonej, w;, 1 czastkowa pojemnos¢ cieplna sa powigzane réwnaniem:
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=C° 90, (1.11)
Cp’(Di—Cp,d,’+ Fve W, .

1
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d
Przy niskich stgzeniach (rzgdu 10>—10*M) czton - w, jest bliski zeru,
a pozorna i czastkowa pojemnos$¢ cieplna maja taka sama wartos¢ (Mak-
HATADZE, 1998).

Prowadzac badania temperaturowych zmian pojemnosci cieplnej biatka
w roztworze w celu wyznaczenia czastkowej wtasciwej pojemnosci cieplnej
biatka C,,(T), nalezy uwzgledni¢ réwniez czastkowa wlasciwa pojemnosé
cieplng rozpuszczalnika C, (7). Mamy (JELESAROV, BOSSHARD, 1999;
PrivALOv, POTEKHIN, 1986; ZIELENKIEWICZ, 2003):

. \7b Ac;ol—solv
c,,(T)=C: - : (112)

m,

solv

gdzie: AC)"™" = AC"—AC" jest réznica pojemnosci cieplnej migdzy roz-
tworem i rozpuszczalnikiem, v, iv_, sa czastkowymi objetoSciami wiasciwymi
odpowiednio biatka i rozpuszczalnika, a m, jest masa biatka.

J.M. STURTEVANT (1977) wyodrebnit szeS¢ mozliwych Zrédet duzych zmian
pojemnosci cieplnej i entropii obserwowanych dla proceséw zachodzacych
z udzialem bialek. Sg to:

— efekt hydrofobowy,

— tadunki elektrostatyczne,

— wigzania wodorowe,

— entropia konformacyjna,

— wibracje wewnatrzczasteczkowe,

— zmiany w réwnowadze pomigdzy stanami,

przy czym szczegdlne znaczenie maja efekty konformacyjne, hydrofobowe oraz
wibracyjne.

Ogolnie wkitady do zmian C, przy denaturacji mozna podzieli¢ na te po-
chodzace od oddziatywan biatko — biatko oraz zwiazane z hydratacja:

AC — AC biatko — biatko + (Abialko — rozpuszczalnik + AC rozpuszczalnik —rozpuszczalnik) —
P P P P (1 13)

_ biatko — biatko hydratacji
AC! + AC e,

Stwierdzono, Ze czastkowa pojemnos¢ cieplna bialka w stanie zdenaturowanym
jest wigksza niz w stanie natywnym. Zmiany pojemnosci cieplnej biatka spowo-
dowane sg przede wszystkim hydratacja polarnych i niepolarnych grup znaj-
dujacych si¢ wewnatrz makromolekuly w stanie natywnym, a odstonigtych na
dziatanie rozpuszczalnika (wody) podczas denaturacji (MAKHATADZE, PRIVALOV,

2 — Mikrokalorymetryczne... 11



1995; MAKHATADZE, 1998; PRIVALOV, MAKHATADZE, 1990; DiLL, 1990; MURPHY
et al., 1990, 1991). Potwierdzono eksperymentalnie poprzez podstawienia od-
powiednich aminokwaséw, ze ,,zagrzebaniu” grup polarnych i niepolarnych
w bialku towarzysza zmiany pojemnosci cieplnej AC, przeciwnych znakow:
ujemna — niepolarnym, dodatnia — polarnym (LoLADZE et al., 2001). Wkitady
wszystkich innych czynnikéw, takich jak: wzrost swobody konfiguracyjne;j,
zniszczenie wiazan wewngtrznych, efekty elektrostatyczne i inne nie przekra-
czaja prawdopodobnie 15% catkowitej zmiany pojemnosci cieplnej biatka przy
denaturacji (MAKHATADZE, 1998). Wielkos¢ obydwu cztonéw réwnania (1.13)
i ich udzial we wzroscie C, przy rozfaldowaniu biatka jest nadal dyskutowany
(PrABHU, SHARP, 2005).

P.L. PrivaLov i G.I. MakHATADZE (1990, 1995) wykazali, ze pojemnos¢
cieplng biatka w stanie rozfatldowanym (C,,;,) mozna wyliczy¢ z dobra doktad-
noscia, znajac sekwencje aminokwasowa. Jesli wszystkie grupy sktadowe maja
kontakt z woda, to C,,;; mozna wyliczy¢, sumujac wktady od poszczegdlnych
taficuchéw bocznych aminokwaséw i szkieletu peptydowego:

20
C,,= (Enicm

i=1

+ (N =1Cp +Cpa, +Chooon- (114)

Indeks i odnosi si¢ do 20 aminokwaséw, n; jest liczba aminokwaséw typu i,
C,; — molowa pojemnoscia cieplna tego typu taficucha bocznego, Ny —
liczba aminokwaséw w biatku, C,,, — pojemnoscia cieplna jednostki szkieletu
peptydowego (-CHCONH-), C,ny, — pojemnoscia cieplng reszt aminowych,
C, coon — pojemnoscia cieplng reszt karboksylowych.

Jesli eksperymentalnie zmierzona warto$¢ pojemnosci cieplnej biatka zdena-
turowanego (po sfinalizowaniu przej$cia zwigzanego z procesem denaturacji)
jest mniejsza niz wyliczona na podstawie sekwencji aminokwasowej wartoS¢
C,» uzyskujemy informacje, iz zdenaturowane biatko ma pewng resztowa
strukture, tzn. ze taricuch polipeptydowy nie jest catkowicie rozfatldowany
(JELESAROV, BOSSHARD, 1999).

Nalezy pamigtac, ze pojemnosci cieplne: C,;, C, 1, Cpniys Gy coon sa funk-
cjami temperatury. Nieliniowg funkcja temperatury jest C, ;, natomiast pojem-
nos¢ cieplna biatka w stanie natywnym (C, y) jest liniowg funkcja temperatury
(w zakresie eksperymentalnym, w ktérym ponad 99% biatka jest w stanie na-
tywnym). W tym zakresie pojemnos¢ cieplna stanu natywnego (jesli znormali-
zuje si¢ ja, uwzgledniajac wage molekuly) jest bardzo podobna do wszystkich
biatek (LADBURY, CHOWDHRY, 1998). Z powodu krzywizny C, ;, i liniowosci C,, y
wartos¢ AC, maleje w wyzszych temperaturach, ale jest to efekt niewielki.
W celach praktycznych przy wyznaczaniu zmian entalpii w zakresie temperatur

0—80°C zwykle przyjmuje sig stata wartos¢ AC,,.
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Istniejg semiempiryczne metody wyznaczania AC,. Stwierdzono, ze roznica
pojemnosci cieplnej migdzy stanami: rozfatdowanym i natywnym jest wprost
proporcjonalna do zmiany w dostepnosci powierzchni polarnej i niepolarnej
(w literaturze anglojezycznej od accessible surface area wprowadzono parametr
ASA) na dzialanie rozpuszczalnika (FREIRE, 1994; MAKHATADZE, PRIVALOV,
1995; LADBURY, CHOWDHRY, 1998)

AC =AC° AA +AC° AA (1.15)
P ap r

p.ap . pol pol®
gdzie: AC Ew i Acg,po, sa elementarnymi wktadami: niepolarnym i polarnym
(wyrazonymi w J(K mol)™' na A? powierzchni), natomiast AAaP, AAPOI — r6zni-
cami miedzy dostgpnymi dla rozpuszczalnika powierzchniami niepolarnymi
i polarnymi w obydwu stanach.

Praktycznie brak dotychczas modeli fizycznych i metod symulacji stosu-
jacych podejScie na poziomie atomowym, ktére pozwolityby na wyliczenie
wktadéw do zmian pojemnosci cieplnej catej makromolekuty biatka (PRABHU,
SHARP, 2005).

Zmiana pojemnosci cieplnej podczas denaturacji biatka jest kluczowym pa-
rametrem do wyznaczenia termodynamicznej trwatosci bialek globularnych. Jej
warto$¢ okresla krzywizng temperaturowej zaleznosci energii Gibbsa (PRIVALOV,
1979) i stanowi podstawe istnienia zimnej denaturacji danego biatka (FRANKS,

1995).
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2. Albumina — struktura i funkcje

Albumina stanowi okoto 60% masy wszystkich bialek osocza, typowe jej
stezenie w krwiobiegu wynosi ~45 mg/mL. Jest biatkiem transportujacym endo-
genne i egzogenne ligandy: kwasy tluszczowe, bilirubing, steroidy, hormony,
jony, leki i ich metabolity. Dziata buforujaco na st¢zenie swobodnych lekéw,
utrzymuje cisnienie osmotyczne, odgrywa wazna rol¢ w procesie koagulacji,
oczyszcza organizm z endogennych toksyn (PETERs, 1985; CARTER, Ho, 1994;
KRAGH-HANSEN et al., 2002; SoNI, MARGARSON, 2004).

Albumina surowicy krwi ludzkiej (HSA — human serum albumin) jest po-
jedynczym, 66,5 kD monomerycznym polipeptydem zawierajacym 585 reszt
aminokwasowych i 17 mostkéw dwusiarczkowych. Ma specyficzny sktad ami-
nokwasowy: niska zawarto§¢ metioniny (Met), glicyny (Gly), izoleucyny (Ile),
a wysoka jonowych reszt kwasu glutaminowego (Glu) i lizyny (Lys), co utatwia
wiazanie anionowych i kationowych ligandéw. Obecnos¢ tylko jednego trypto-
fanu Trp (214) umozliwia badania z wykorzystaniem znacznikéw fluorescencyj-
nych. Okolo 67% struktury drugorzedowej albuminy stanowi «-helisa, 10%
p-zgigcie, brak struktury f-kartki, 23% to rozciagnigty tancuch.

Badania krystalograficzne HSA, najpierw z rozdzielczoscia 2,8 A a nastep-
nie 2,5 A ujawnily, ze albumina ma asymetryczny, sercopodobny ksztait (80 A
z boku, Srednia grubos¢ 30 A, objetos¢ 88 249 A3) (HE, CARTER, 1992; CARTER,
Ho, 1994; CURRY et al., 1998; Sucio et al., 1999; BHATTACHARYA et al., 2000).
Strukturg albuminy ilustruje rys. 1.

Z hydrodynamicznego punktu widzenia czasteczka ta moze by¢ traktowana
jako wydtuzona elipsoida obrotowa o pétosiach a = 7,5 nm i b = 1,9 nm, ktéra
pokryta jest nieréwnomiernie dwiema warstwami czasteczek wody. Warstwa
hydratacyjna zwigksza efektywnie dtugo$¢ pétosi czasteczki do a, = 8,2 nm
i b, = 2,1 nm, ale pozostawia na prawie niezmienionym poziomie jej stosunek
potosi (Monkos, 2004). Stwierdzono, ze konformacja HSA obserwowana w for-
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Rys. 1. Struktura HSA 1 lokalizacja miejsc wigzacych kwasy tluszczowe
A) natywna struktura HSA, B) struktura HSA po przylaczeniu czasteczek kwasu tetradekanowego
(mirystynowego) (BHATTACHARYA et al., 2000)
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mie krystalicznej jest takze prawdopodobna konformacja BSA i HSA w roz-
tworze o obojetnym pH (FERRER et al., 2001).

Albumina ma trzy homologiczne a-helikalne domeny, z ktérych kazda za-
wiera 10 helis: 6 tworzy subdomeng A, 4 — subdomene B. Domeny zostaty po-
numerowane jako I, II, III, liczac od korica aminowego (rys. 1A). Klasyfikacja
strukturalna jest takze klasyfikacja funkcjonalna, poniewaz poszczegdlne dome-
ny odpowiadaja za r6zne wlasnosci wiazace.

Pionierskie prace Sudlova (z lat 1975, 1976), z wykorzystaniem znacznikéw
fluorescencyjnych, pozwolity na zidentyfikowanie dwéch miejsc wiazacych leki.
Zgodnie z nomenklatura Sudlowa, 1. miejsce ulokowane jest w subdomenie IIA,
a 2. w subdomenie IIIA. Wyniki wielu badan potwierdzity, ze giéwne obszary
wigzace w HSA sa ulokowane w hydrofobowych subdomenach ITA i IIIA (HE,
CARTER, 1992; Ho et al., 1993). Stwierdzono mieszany: elektrostatyczno-hydro-
fobowy charakter miejsca wigzacego w subdomenie IIA. Dzigki ulokowaniu re-
aktywnych reszt (swobodnej Cys34, Lys195, Lys199, Tyr4l1) w subdomenach
ITA/IIIA, HSA wiaze rézne substraty kowalencyjnie. Subdomena IB uczestniczy
w kowalencyjnym wiazaniu ligandéw przez His146, Lys137 i Aspl187/Glul88.
S. CUrry et al. (1998) wykazali miejsce wiazace leki (sgsiadujace z miejscem
wiazacym kwasy ttuszczowe) w subdomenie IA. GHUMAN et al. (2005) przeana-
lizowali struktur¢ kompleksow HSA z réznymi lekami. Wykazali, ze wiazanie
kwaséw tluszczowych powoduje zmiang polarnosci i1 objetosci miejsca
wigzacego 1.

Zebrany bardzo pokazny material doswiadczalny na temat wigzania wielu
r6znych lekéw do albuminy, charakterystyki miejsc wiazacych, efektow kompety-
cyjnych i ich konsekwencji farmakokinetycznych ma cenne aspekty praktyczne
(DockAL et al., 1999, 2000 b; KrRAGH-HANSEN et al., 1981, 2002; BEerTtUCCI,
DomeNicr, 2002; Cur et al., 2004; BocebI et al., 2004; MAHESHA et al., 2000;
Surkowska et al., 2004—2007; TRYNDA-LEMIESZ, Kozt.owsKl, 1996; TRYNDA-LE-
MIESZ et al., 2000, 2004; TrYNDA-LEMIESZ 2004). Kontrowersyjnym, nierozwigza-
nym problemem pozostaje rozstrzygnigcie, czy miejsca wiazace leki sa utworzo-
ne wczesniej, czy formuja si¢ w trakcie wiazania poszczegdlnych zwiazkéw.

Stwierdzono istnienie réznych form izomerycznych albuminy, ktérych wy-
stgpowanie uwarunkowane jest migdzy innymi takimi wtasciwosciami Srodowi-
ska, jak pH i sila jonowa (PETERS, 1985; CARTER, Ho, 1994). Trwaja badania
nad preparatyka stabilnych w okre§lonych warunkach izoform albuminy w celu
doktadnego ich scharakteryzowania w zwiazku z poszukiwaniem odpowiedzi na
pytanie, czy petnig one specyficzne funkcje in vivo (GaBaLDON, 2002). Moga
by¢ takze pomocne w wyjasnieniu anomalnych zachowan pewnych albumin,
przejawiajacych aktywnosS¢ prokoagulacyjna i prozapalna (FAUCETTE et al.,
1992; ZUNIGA et al., 1997).

Molekuta albuminy nie jest statyczna, lecz elastyczna, zmieniajaca swoj
ksztatt. Dynamiczne wtasnosci miejsc wiazacych w albuminie byty ostatnio ba-
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dane (ARTALI et al., 2005) w ramach dynamiki molekularnej z zastosowaniem
symulacji z czasem ewolucji 2,0 ns. Analiza fluktuacji reszt aminokwasowych
wykazata, ze sa one najwigksze dla subdomen IIB i IIIB, a najmniejsze dla ITA
i IITA. Jest to zaskakujace, biorac pod uwage fakt, ze gtéwne obszary wiazace
znajduja si¢ w subdomenach IIA i IIIA. W przypadku subdomeny ITA fluktua-
cje okazaly si¢ statystycznie istotne tylko dla a-helis IIA-hl i IIA-h3. W przy-
padku subdomeny IIIA tylko a-helisa IIIA-h4 wykazuje zauwazalne fluktuacje.
Stwierdzono, ze gtéwna zmienno$¢ taricucha molekuty albuminy dotyczy ob-
szaru C-korica (okolice subdomeny IIIB), natomiast ruchliwo$¢ N-korica (okoli-
ce subdomeny [A) jest mniejsza.



3. Badania DSC biatek

3.1. Termiczne rozfatdowanie biatka

Roéznicowa kalorymetria skaningowa (DSC) jest powszechnie stosowana
w badaniach przej$¢ fazowych i zmian konformacyjnych w uktadach biologicz-
nych: biatkach, kwasach nukleinowych, lipidach. W ostatnim dwudziestoleciu
ukazalo si¢ wiele prac przegladowych poswigconych tej tematyce (STURTEVANT,
1996; PrivaLov, 1997; PrivaLov, DRAGAN, 2007; COOPER, 1999; ZIELENKIEWICZ,
2000, 2003), sprecyzowano takze wymagania stawiane procedurom prowadze-
nia pomiaréw kalorymetrycznych, kalibracji oraz prezentacji wynikéw (GMELIN,
SARGE, 2000; Hinz, Scuwarz, 2001; DeLLA GATTA et al., 2006). Intensywny
rozwodj metod kalorymetrycznych spowodowal pojawienie si¢ komercyjnie do-
stepnych, wysokoczutych kalorymetréw, co miato szczegdlne znaczenie w bada-
niach bialek.

Kalorymetria nie dostarcza informacji o konformacjach przyjmowanych
przez molekule biatka. Idea, ze sygnal DSC reprezentuje np. termiczne roz-
faldowanie biatka, powstata dzigki zastosowaniu innych technik. Jednakze ka-
lorymetria pozwala Sledzi¢ przejScie jednego konformeru w inny, poniewaz
zZwigzane jest ono ze zniszczeniem licznych stabych sit miedzyczasteczkowych,
co zapewnia mierzalng zmiang entalpii.

Wielko$¢ réznicy w entalpii migdzy jednym a drugim stanem konformacyj-
nym okresla szybkos¢, z jaka zachodza pod wplywem temperatury zmiany mie-
dzy stanami konformacyjnymi. Informuje o tym réwnanie Gibbsa—Helmholtza:

d (AG, AH,
o) -2
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Kiedy rosnie temperatura wodnego roztworu biatka, pewne molekularne
konformacje staja si¢ niekorzystne, poniewaz wzrasta ich energia Gibbsa. Moze
to by¢ zwigzane z niekorzystnymi wktadami entalpowymi lub entropowymi.
Przyjmowane sa inne konformacje, ktére zmniejszaja energi¢ Gibbsa uktadu.

Réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC) umozliwia otrzymywanie da-
nych dotyczacych termodynamiki rozfaldowania biatek globularnych (Grixo
et al., 1995; PrivaLov, 1997). Pozwala ona na bezpoSrednie wyznaczenie para-
metréw termodynamicznych okreslajacych trwalos¢ termiczna badanych biatek,
a wiec temperatury denaturacji, entalpii, a na tej podstawie entropii oraz energii
swobodnej Gibbsa przemian konformacyjnych. Duzg zaleta kalorymetrii jest to,
7e entalpia i temperatura sg skoniugowanymi parametrami termodynamicznymi
(ekstensywnym i intensywnym, specyfikujacymi uktad), ktérych zaleznos¢
funkcyjna zawiera wszystkie informacje o stanach uktadu obecnych w rozwa-
zanym zakresie temperaturowym (FREIRE, BILTONEN, 1978 a, b; FREIRE, 1994).

W pomiarach DSC mierzy si¢ temperaturowe réznice migdzy probka
a wzorcem w funkcji temperatury 7. Doktadniej, mierzona jest moc P potrzebna
do utrzymania zerowej réznicy temperatur migdzy probka i wzorcem przy linio-
wym wzroscie temperatury. Moc jest przeksztalcana na pozorna molowa nad-
miarowa pojemnos¢ cieplna (AC,) zgodnie z réwnaniem:

(ac,)=—2-, (3.2)

om

gdzie: o = dT/dt jest szybkoscia skanowania, m jest liczba moli biatka w préb-
ce.

Kalorymetrycznie mierzona réznica pojemnosci cieplnej migdzy roztworem
biatka i rozpuszczalnikiem pozwala na wyznaczenie czastkowych wtasciwych
pojemnosci cieplnych biatka jako funkcji temperatury (réwnanie (1.12)). Ze
wzgledu na bardzo male stezenia biatka (ponizej 10 M) w pomiarach mikro-
kalorymetrycznych pozorne molowe pojemnosci cieplne sa czgsto prezentowane
jako czastkowe molowe pojemnosci cieplne (ZIELENKIEWICZ, 2003).

Rysunek 2 przedstawia typowa krzywa DSC dla procesu termicznej denatu-
racji biatka w zakresie temperatur od 7, do 7,. Temperatura 7,,, w ktérej wyste-
puje maksimum w (AC,) moze by¢ przyjeta jako temperatura denaturacji biatka
T,. Czastkowa molowa pojemnos¢ cieplng natywnego biatka (C, y) mozna przy-
blizy¢ funkcja liniowa (kreskowana linia na rys. 2), a zdenaturowanego (prD)
potegowa, np. kwadratowa (linia ,,kreska — kropka” na rys. 2). Zmiana pojem-
nosci cieplnej towarzyszaca denaturacji AC ;" = (C, p(T)) — (C, (1)) jest zwy-
kle dodatnia, poniewaz biatko zdenaturowane ma wigksza pojemno$¢ cieplng
niz natywne (JELESAROV, BOSSHARD, 1999). Dla biatek globularnych miesci si¢
najczesciej w przedziale wartosci 0,3—0,7 JK'g™. Dodatnia wartos¢ ACIdf“ jest
gtéwnie konsekwencja efektéw hydratacyjnych zdominowanych przez hydratacje
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Rys. 2. Ilustracja typowej krzywej DSC biatka podlegajacego termicznej denaturacji (opracowanie
wilasne wg: JELESAROV, BOSSHARD, 1999)

grup niepolarnych, eksponowanych na dziatanie rozpuszczalnika po zniszczeniu
zwartej, zwinigtej konformacji biatka.

Nadmiarowa czastkowa pojemnos¢ cieplna, zdefiniowana jako

(ac,)=(c,)=(c, ) (3.3)

moze by¢ podzielona na dwie sktadowe:
(ac,)=(sc™)+(sc™). (34)

Pierwsza z nich, wewngtrzna nadmiarowa pojemnos¢ cieplna, (0C ;" ), stano-
wi sum¢ wktadéw od wszystkich stanéw obecnych podczas realizacji przejscia
ze stanu natywnego do zdenaturowanego. Druga, (0C,’), ma swoje zZrédto we
wzroscie fluktuacji uktadu, kiedy biatko przechodzi pomigdzy stanami o réznej
entalpii w trakcie termicznej denaturacji. Ta sktadowa, nazywana nadmiarowa
pojemnoscia cieplna przejscia, jest zwykle znacznie wigksza niz (6C;“‘ ), co po-
kazano na rys. 2 dla temperatury 7,. Aby wyznaczy¢ (0C,"), nalezy dokonac
ekstrapolacji funkcji (C, (7)) i (C, (1)) do obszaru przejscia (pomigdzy tem-
peraturami 7, i T,) proporcjonalnie do postgpu przejscia (linia kropkowana na
rys. 2).
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Nadmiarowa entalpia termicznej denaturacji AH,,, jest polem pod funkcja
nadmiarowej pojemnosci cieplnej przejscia ((6C,’))

T,

AH,, = [(oC® ), (35)

den
T,

granice catkowania 7T i T, sa temperaturami, w ktérych prawie wszystkie mole-
kuly sa odpowiednio w stanach: poczatkowym i koficowym (pole piku nad linia
kropkowana na rys. 2). Tak wyznaczona zmiana entalpii jest nazywana entalpia
kalorymetryczna przejscia AH,,,.

Nadmiarowa entropi¢ denaturacji wyznacza si¢ jako:

Ty

AS,, = [ (6C™)dnT. (3.6)

den
T,

Analiza funkcji (ACP) uzyskanej w pojedynczym eksperymencie DSC zatem
pozwala opisa¢ termodynamike rozfaldowania biatka globularnego. Jednakze
réznica pomigdzy ekstrapolowanymi fragmentami linii bazowej przed i po
przejsciu wyznaczona w temperaturze przejscia jest tylko przyblizong wartoscia
zmiany pojemnosci cieplnej dla przejscia. Praktycznie trudno jest otrzymac do-
bre dane dotyczace AC 26" z przesunigcia linii bazowej. Wartos$¢ t¢ wyznacza sig
w zwiagzku z tym z wykresu zaleznosci AH przejscia jako funkcji temperatury
przejscia (z nachylenia linii), ktéra mozna uzyskaé np. przez zmiang¢ pH
wplywajacq na temperaturg¢ denaturacji.

Oprocz T,, jako charakterystyczne temperatury denaturacji 7, przyjmuje si¢:
1. T, — temperaturg, w ktorej po 50% populacji biatka jest odpowiednio

w stanie natywnym i rozfatdowanym.

2. T; — temperaturg, w ktorej zmiana standardowej molowej energii Gibbsa
dla przejscia (AG) jest rowna zeru.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze te trzy temperatury zbiegaja si¢ tylko dla przejsé
dwustanowych o stechiometrii 1:1, tj. N < U.

Stwierdzono, ze przejscia termicznego rozfatdowania wielu bialek globular-
nych mozna traktowaé jako procesy dwustanowe. Pokazano, Ze przejscia
zwiazane z odwracalng termiczna denaturacja rybonukleazy, lizozymu, chy-
motrypsyny, cytochromu ¢ i mioglobiny moga by¢ opisane jako proces dwusta-
nowy z odchyleniem nieprzekraczajacym 5% (KHECHINASHVILI et al., 1973;
PrivaLov, 1997).

Dla odwracalnego przejscia dwustanowego

NeU 3.7
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stala rownowagi K wynosi:

K = [UJ/[N], (3-8)

gdzie: [U] i [N] sa st¢zeniami biatka w stanach: rozfatdowanym U i natyw-
nym N.

W danej temperaturze frakcje molekut w stanie natywnym (fy) i zdenaturo-
wanym (f;;) wynosza:

[N] 1

fN=1_fU=[N]+[U]=1+K’ 3.9

vl K
[N]+[U] 14+K°

fo = (3.10)

Entalpia rozwazanego uktadu termodynamicznego w danej temperaturze
moze by¢ wyrazona jako:

H(T)=fH, +f,H,=H,+f,(H,—H,)=H, + f,AH’(T,), (3.11)

gdzie: Hy i H sa entalpiami standw: natywnego i zdenaturowanego. Wybie-
rajac stan natywny jako referencyjny, otrzymuje si¢ entalpi¢ nadmiarowg jako:

(AH(T))= f, AH"(T,), (3.12)
skad po zrézniczkowaniu mamy:

AH(T )1’
<Acg(T)>=[R;2d)][K/(1+K)2]+Acg[1</(1+1()]. (3.13)

Réwnanie to umozliwia sprawdzenie zgodnosci doswiadczalnych krzywych
DSC z teoretycznymi, uzyskanymi na podstawie parametréw termodynamicz-
nych wyznaczonych z zalozonego modelu przejscia.

Biorac pod uwage zaleznos¢ pomig¢dzy zmiana energii swobodnej Gibbsa
a stata réwnowagi przy przejsciu ze stanu N do U w warunkach réwnowagi:

U
AG® = —RTlnu =—RTIn K, (3.14)

[N]
oraz réwnanie Gibbsa—Helmholtza, uzyskujemy:

dn([U]/[N]) _ AH"
oT ~ RT?

(3.15)
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Jest to réwnanie van’t Hoffa, ktére pozwala na zinterpretowanie temperaturo-
wej zaleznosci réwnowagi pomi¢dzy dwoma stanami globalnymi. Nachylenie wy-
kresu In([U)/[N]) wzgledem temperatury moze by¢ uzyte do okreslenia AH°. Wy-
znaczona w ten sposéb entalpia okreslana jest jako entalpia van’t Hoffa, AH !, .

Podobnie, startujac z zaleznosci:

0
0AG =—AS", (3.16)
oT
mamy:
ORTIn([U]/ [N
n(;T] [ ])=AS°. (3.17)

Wybierajac to rownanie do analizy przejscia termicznego, z nachylenia
otrzymamy warto§¢ zmiany entropii AS°. Poniewaz AH° = T,,AS°, wielkosci:
T, AH’, AS® nie zmieniaja si¢ niezaleznie. Specyfikacja dowolnych dwdéch
okresla trzecig z nich.

Uwzgledniajac zalezno§é wartosci AH® i AS® od temperatury, mamy

AGY(T) = AHX(T) — TASY(T). (3.18)

Temperaturowa zalezno$é AH® i AS° jest okreslona przez zmiang pojemno-
Sci cieplnej AC 2 pomigdzy stanem rozfatldowanym i natywnym.

AG(T) = AH(Tp) + [ ACdT, (3.19)
AST) = AH T/ Ty + [ ACdInT. (3.20)

Dodatnia zmiana pojemnosci cieplnej odzwierciedla fakt, ze ilo$¢ ciepta wy-
maganego do zwigkszenia temperatury roztworu biatka rozfaldowanego jest
wigksza niz dla biatka sfaldowanego o tym samym stezeniu. Jesli wartos¢ AC 2
stabo zalezy od temperatury, to zalozenie o jej statoSci nie prowadzi do
znaczacych bledéw w okresleniu innych parametréw (PrivaLov, GILL, 1988),
AG® mozna zatem przedstawi¢ jako:

AG"(T)=[AH(Ty)+ AC (T — T;)] = T[AS" (T, )+ AC ) In(T / T, )] = o
= AH"(T;) = TAS"(T;) + AC,[(T = T,) = TIn(T / T,)], '

gdzie Ty jest dogodnie wybrang temperatura odniesienia.
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Gdy Ty jest rtéwne T,,, wtedy AG jest réwna zero, a AS® = AHIT,,.

AG’(T)= AHO(TI,Z)(I—TT

1/2

+AC[(T=T,,,)=TIn(T /T,,,]. (3.22)

Roéwnanie to jest nazywane zmodyfikowanym réwnaniem Gibbsa—Helm-
holtza. Dzielac je obustronnie przez —RT, uzyskujemy zaleznos$¢ InK od 7. R6w-
nanie to moze stuzy¢é do wyznaczenia wartosci: T, AH(T,)) i Acg przez do-
pasowanie do niego danych doswiadczalnych. Nalezy zauwazy¢ jednakze, ze
takie dopasowanie zaktada, ze warto$ci doswiadczalne sa prawdziwa miara K,
co jest prawda wtedy, gdy nie wystgpuja stabilne stany posrednie.

W przypadku wielu biatek proces rozfaldowania jest bardziej ztozony i nie
mozna go uzna¢ za dwustanowy (MATEO, PrivaLov, 1981; PrivaLov, 1982;
PrivaLov, DRAGAN, 2007). Z poréwnania entalpii van’t Hoffa (AH ;) i kalory-
metrycznej (AH,,) mozna wnioskowaé o istnieniu stanéw posrednich w pro-
cesie rozfaldowania (FREIRE, 1994; PrivaLov, 1996). Na podstawie analizy
dekonwolucyjnej danych DSC mozna takze uzyskac charakterystyki termodyna-
miczne tych stanéw (FREIRE, BILTONEN, 1978 a, b; PrivaLov, POTEKHIN, 1986;
FREIRE, 1994).

Dla kooperatywnego przejscia dwustanowego AH,, = AH,. Relacja
AH ;> AH., odzwierciedla sytuacjg, gdy przejscie jest wezsze od spodziewa-
nego. Moze ona $§wiadczy¢ o tym, Ze jednostka kooperatywna jest wigksza od
zatozonej np. z powodu tworzenia dimeréw lub oligomeréw. Stosunek entalpii
van’t Hoffa do kalorymetrycznej wskazuje liczbe molekul biatka wtaczonych
w ulegajaca rozfatdowaniu jednostk¢ kooperatywna. Przyczyna anomalnego
wyostrzenia piku DSC moga by¢ jednak takze procesy nieodwracalne, takie
jak egzotermiczna agregacja rozfaldowanego biatka. W takim przypadku wy-
stepuja efekty kinetyczne, powodujace zaleznos¢ ksztattu i pozycji piku repre-
zentujacego przejScie od szybkosci skanowania (SANCHEzZ-Ruiz et al., 1988;
GALISTEO et al., 1991). Jesli AH,;; > AH_,, a st¢zenie biatka zostalo popraw-
nie okreslone i wykonano prawidtowa korekcje linii bazowej, moze to ozna-
cza¢ réwniez, ze nie cale bialtko bylo prawidlowo zwinigte. Odwrotna sy-
tuacja, AH,; < AH_, wystepuje wtedy, gdy przejscie jest szersze, niz
nalezatoby si¢ spodziewaé dla przejscia dwustanowego o danej wartosci AH ;.
Rozfatdowanie przebiega wowczas w kilku etapach. Moze sig to w pewnych
przypadkach uwidoczni¢ na termogramach w postaci piku ze zboczem lub
oddzielnych pikéw, ktére po dekonwolucji moga by¢ skorelowane z rozfatdo-
waniem zidentyfikowanych domen Iub podjednostek badanego biatka
(PrivaLov, 1982).

Wykresy funkcyjnej zaleznosci AG® od temperatury znane sa jako ,.krzywe
stabilnosci biatka” (BECKTEL, SCHELLMAN, 1987). Maja one ksztatt lekko
skosnej paraboli, przecinajacej o§ temperatury w dwéch punktach, odpowia-
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dajacych temperaturom tzw. zimnej i goracej denaturacji. Zimna denaturacja
przewidziana zostata teoretycznie (BRANDTS, 1964), a nastgpnie zaobserwowa-
na doswiadczalnie dla mioglobiny i innych biatek globularnych (PrivaLov et
al., 1986, 1997). Stosunkowo mate zmiany energii swobodnej Gibbsa obserwo-
wane w procesie rozfatdowania bialek sa wynikiem uwzglednienia wkiadéw
zwiazanych ze zmianami entalpii i entropii, ktére sg znacznie wigksze i silniej
zaleza od temperatury. Typowe zmiany entalpii rozfatdowania to +1 kJ mol™!
na reszt¢ aminokwasowg w temperaturze 25°C, gwaltownie rosnace ze wzro-
stem temperatury. Wktad entropowy jest zwykle takze dodatni, z przecigtng
zmiang entropii +2 J K' mol™" na reszte aminokwasowa w temperaturze 25°C,
roéwnie szybko rosnacy ze wzrostem temperatury. WigkszosS¢ bialek charaktery-
zuje si¢ najwicksza stabilnoscia w fizjologicznym zakresie temperatur (COOPER,
1999).

3.2. Aspekty kinetyczne w procesie denaturacji biatek — model Lumry-Eyringa

Sledzac doniesienia literaturowe dotyczace kalorymetrycznych badari proce-
su termicznej denaturacji biatek, dostrzega si¢ powszechne stosowanie nastg-
pujacego kryterium klasyfikacji przejscia:

1) Jesli proces denaturacji moze by¢ uwazany za odwracalny i zwigzane z nim
endotermiczne przejscie obserwowane na krzywej DSC nie zalezy od szyb-
kosci skanowania, mozna opracowaé dane eksperymentalne w ramach ter-
modynamiki réwnowagowej;

2) Jesli proces jest nieodwracalny i zalezny od szybkosci skanowania, stosuje-
my podejscie kinetyczne.

Wystepuja jednakze ztozone procesy, ktérych jednoznaczne zaklasyfikowa-
nie wedlug powyzszego kryterium nie jest mozliwe.

W uproszczony, ale stosunkowo ogdlny sposoéb proces denaturacji biatka
moze by¢ opisany modelem Lumryego i Eyringa (L—E) dyskutowanym np.
w pracach: SANCHEZ-RuIZ et al., 1988; SaNCHEZ-Ruiz, 1992:

k

K
NeU-I, (3.23)

gdzie: N, U, I — to kolejno formy: natywna, rozfaldowana, nieodwracalnie zde-
naturowana, K — stala réwnowagi pomigdzy stanami N i U, k — stala szybko-
Sci dla procesu nieodwracalnego U = I. W pewnych przypadkach model L—E
redukuje si¢ do jednokrokowego prostego modelu nieodwracalnego, a w innych
do poprawnego opisu nalezy zastosowaé jeszcze bardziej ztozone modele.
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W nieco innej formie mozna ten model zapisaé jako:
N 2U-1I (3.24)
Zawiera on dwa kolejne etapy:

1. Odwracalna denaturacje natywnego biatka (N) ze stala rownowagi K = k,/k,,
prowadzaca do rozfaldowanego lub czgsciowo rozfaldowanego stanu (U).
2. Nieodwracalna zmiang (czeSciowo) rozfaldowanego stanu ze stala szybkosci
ks, prowadzaca do stanu koncowego (), z ktdrego nie mozna wréci¢ do na-
tywnego biatka.
Zaleznie od wzajemnych relacji migdzy stalymi szybkosci poszczegdlnych
proceséw model sprowadza sie do nastgpujacych uproszczonych sytuacji:
— k3 << ky: rozfatdowanie jest 2-stanowym procesem odwracalnym,
— ks >> ky: rozfatdowanie jest 2-stanowym procesem nieodwracalnym.
Po zatozeniu, ze: 1) ustalona jest rownowaga migdzy stanami N i U, oraz
2) entalpia rozfatdowania AH, jest wartoscia stata, mamy:

AH
oT ),  RT
AH, (1 1
InK =— e § (3.26)
R T 7—1/2
U AH
K:uzxi:exp_ U (1_1)’ (327)
[N] x, R \T T,

gdzie: x;, xy — molowe frakcje stanéw: rozfaldowanego i natywnego, 7, —
temperatura, w ktorej x; = xy

Odnosnie do drugiego etapu w modelu L—E, z zatozeniem, ze nieodwra-
calny krok U — [ jest reakcja pierwszego rzedu, a stala szybkosci reakcji k
zmienia si¢ z temperatura zgodnie z réwnaniem Arrheniusa:

k(min™")= exp{—E[ L_ 1 :|}, (3.28)

RLT T

gdzie: E — energia aktywacji, 7% — temperatura, w ktérej k = 1 min™', otrzy-
muje si¢ réwnanie na szybkos$¢ nieodwracalnego procesu tworzenia stanu I:

dn

o kU] (3.29)
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lub

dx,
dt =kexy,

(3.30)

gdzie: x; — molowa frakcja stanu koricowego 1. Korzystajac z zaleznosci xy +
Xy + x; =1, mamy x; = (1 —x)K/(1 + K). Zatem:

dx,_ kK
dt K+1

(1=x,), (3.31)

czyli x; zmienia si¢ w czasie ze stalg szybkosci kK/(K + 1).
Uwzgledniajac szybkos¢ skanowania

dT
=4 3.32
V= (3.32)

dx, 1 kK
—L =" 2 (1-x)). 333
ar v k+ 10T (3.33)

Calkujac to réwnanie od niskiej temperatury 7, (w ktérej szybkos¢ reakcji
jest zaniedbywana i x; = 0) do temperatury 7, otrzymujemy:

[ 1% k]
=1- —— | ——dT;. 3.34
X, exp%L v{K+l J% (3.34)
Nastgpnie wyliczamy:
[ 17 k)
= —— | ——dTy, 3.35
v K+16Xp4 V‘T];K-l-l J} (3.35)
K [ 1% k]
=— —— | ——dT 3.36
w K+1eXp%[ v£K+1 J%’ (3-36)
Nadmiarowa entalpia:
(AH)=x,AH, + x,AH, (3.37)

gdzie: AH, i AH sa odpowiednio entalpiami stanéw U i I (biorac stan N jako
referencyjny).
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Zauwazmy, ze entalpia stanu koncowego AH jest rowna entalpii kaloryme-
trycznej przejscia DSC, poniewaz ostatecznie wszystkie molekuty biatka znajda
si¢ w stanie koncowym. Jesli entalpia nieodwracalnego przejscia U - [ jest
mata (w poréwnaniu z entalpig kooperatywnego rozfaldowania), to AH;, = AH.
Zalézmy, ze entalpia procesu U — [ jest zerowa, wtedy AH,, = AH, a

(AH)=AH(x, +x,)=AH(1-x,) (3.38)
i nadmiarowa pojemno$¢ cieplna

dx,
dT

(ac,)=-AH (3.39)

(przy rézniczkowaniu zatozono, ze AH = const).

Ostatecznie, rozniczkujac x, wzgledem temperatury i podstawiajac do ostat-
niego réwnania, otrzymujemy:

KAH (k AH 1 kK
<AC >= S|l =+ 7 ]exp|—— | ——
"I (K+1)*\v RT vy K+1

dT. (3.40)

Réwnanie to mozna poréwnaé z réwnaniem odpowiadajacym 2-stanowemu
odwracalnemu rozfaldowaniu wedtug modelu N < U:

2
(ac, )= ?e?z (Kfl)z ’

(3.41)

ktére mozna uzyskaé¢ z réwnania (3.40), jesli k = 0 dla dowolnej temperatury
(proces nieodwracalny nie zachodzi) lub 1/v = 0 (nieskoniczona szybkos¢ skano-
wania).

Znanych jest wiele modyfikacji modelu L—E, opisanych w pracach:
SANCHEZ-RUIZ ef al., 1988; SANCHEZ-Ru1z, 1992; KURGANOV ef al., 1997; FESSAs
et al., 2001; MILIARDI et al., 1994, 1996; LYUBAREV et al., 1998, 2000.
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4. Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC

4.1. Podstawy analizy dekonwolucyjnej

Gtéwnym celem analizy dekonwolucyjnej funkcji nadmiarowej pojemnosci
cieplnej jest okreslenie liczby stanéw obecnych podczas termicznego rozfatdo-
wania i parametréw termodynamicznych dla kazdego z tych stanéw. Podstawy
takiej analizy dekonwolucyjnej opracowali E. FrRERE, R.L.. BILTONEN w 1978
roku, a w nastgpnych latach algorytmy dekonwolucyjne bytly rozwijane i udo-
skonalane (FREIRE, BILTONEN, 1978; PrivaLov, POTEKHIN, 1986; KIDOKORO et al.,
1987, 1988; FreRe, 1994, 1995). Zauwazono (FREIRE, BILTONEN, 1978;
ROBERTSON, MURPHY, 1997), Ze suma statystyczna, jak réwniez wszystkie wiel-
kosci termodynamiczne zwigzane z wielostanowym przejsciem moga w zasa-
dzie by¢é wygenerowane z pojedynczego eksperymentu kalorymetrycznego.
Otrzymane z pomiaréw kalorymetrycznych informacje termodynamiczne moga
by¢ powiazane bezposrednio ze strukturg biatka (FREIRE, 1994).

Profile termicznego rozfaldowania makromolekut sg zwykle otrzymywane
przez monitorowanie indukowanych temperaturowo zmian pewnej obserwabli .
Kiedy przejscie jest dwustanowe, tzn. nie ma zadnych termodynamicznie stabil-
nych stanéw posrednich, jedynymi wktadami do (@) sa te od poczatkowego sta-
nu pofatdowanego i koricowego stanu rozfatdowanego. W przeciwnym przypad-
ku (a) zawiera wktady od wszystkich rodzajéw stanéw w réwnowadze.
W ogélnosci, {a) jest réwne:

(a)= Eaiﬁ, 4.1)

gdzie: «a; 1 f; reprezentuja odpowiednio obserwable i frakcj¢ dla i-tego stanu.
Frakcje f; mozna wyrazi¢ jako:



AG;
RT

e
= 4.2)
St
i=0
gdzie: AG; = AH; — TAS, jest energia Gibbsa i-tego stanu, R — stalg gazowa,
a T — temperaturg. Wyrazenie w mianowniku jest suma statystyczna Q.
Obserwablg uzyta do §ledzenia przejscia moze by¢ nadmiarowa entalpia
wzgledem stanu poczatkowego (AH). Mamy woéwczas:

(AH)= Y AH,f,, 4.3)
i=0

gdzie kazde AH, reprezentuje réznice entalpii migedzy i-tym stanem a stanem
poczatkowym, tj. AH; = (H; — H,) w danej temperaturze.

Funkcje nadmiarowe entalpii, jak i ciepta wtasciwego zawieraja termodyna-
miczne informacje o stanach czasteczki wystgpujacych w rozpatrywanym prze-
dziale temperatur. Jest to wyrazone przez og6lng zalezno$¢ termodynamiki sta-
tystyczne;j:

B , dlnQ
(AH)=RT T (4.4)

Wyjatkowos¢ entalpii nadmiarowej jako obserwabli wiaze si¢ z tym, ze po-
pulacja kazdego ze standw jest funkcja AH;, co wynika z réwnania (4.2). Dla
zadnej innej obserwabli wartosci «; nie sa matematycznie zwigzane z odpo-
wiednimi wartosciami f; (FREIRE, 1995).

Procedura dekonwolucyjna sktada si¢ z dwoch czesci:

1) wstepnej estymacji liczby stanéw i zwiagzanych z nimi parametréw termody-
namicznych,

2) optymalizacji parametréw z uzyciem nieliniowej metody najmniejszych kwa-
dratéw (NMNK).

Dopasowanie NMNK dla (ACP) musi by¢ wykonane z uzyciem réwnania:

(AH?)—(AH)*
e +i§=; fAC,,. (45)

<Acp>=§: AH (f, /aT)+.§n:fiApri =

Po uzyskaniu zbiezno$ci nieliniowa procedura najmniejszych kwadratéw
zwraca najlepszy zestaw parametréw, ktéry minimalizuje sum¢ kwadratéw reszt
SSR migdzy warto$ciami wyliczonymi i eksperymentalnymi
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sse=3((ac,)  ~(ac,)_ ). “o

Oceny jakosci dopasowania dokonuje sie na podstawie x>, zdefiniowanej
jako:

p=— }i‘,[y,» —y(x.a))] @.7)

n—m4<

gdzie: y; — wartosci zmierzone doswiadczalnie, y(x;a;) — wartosci wyznaczo-
ne z modelu, a; — parametry dopasowania, n — liczba punktéw pomiarowych,
m — liczba parametréw dopasowania.

Algorytm Levenberga—Marquardta, startujacy z zainicjowanych wartosci
parametréw, minimalizuje y*> w wyniku wykonania serii iteracji wartosci para-
metréw i wyliczenia wartosci y* przy kazdym kroku.

4.2. PrzejScia niezalezne

Zatézmy, ze biatko sklada si¢ z pewnej liczby strukturalnych domen: A, B,
C, ..., z ktorych kazda rozfaldowuje si¢ niezaleznie od pozostatych. State réw-
nowagi dla proceséw przejscia pomig¢dzy formami: natywna (zwinigta) i roz-
faldowana (rozwinieta) dla kazdej z domen

A A, B&B', Ce(C, ... 4.8)

wyrazaja si¢ przez frakcje molekut w odpowiednich stanach:

Ja Ir
K,=—",K;,=—/, ... 4.9)
A fA ? fB
Molowa entalpia uktadu w danej temperaturze 7" wynosi:
H=H,+ f,AH, + f, AH, +..., (4.10)

przy czym H, odnosi si¢ do natywnej formy biatka, gdy wszystkie domeny sa
w stanie zwinigtym.

Jako temperaturowa pochodna entalpii molowa pojemno$¢ cieplna uktadu
moze by¢é wyrazona jako:
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C=C,+ { fLAC, + AHA(?;H#.. @.11)

gdzie: C,y jest molowa pojemnoscig cieplna uktadu w stanie natywnym, AC,,

jest zmiang pojemnosci cieplnej przy rozfaldowaniu domeny A, a czton w na-

wiasie kwadratowym powtarza si¢ w réwnaniu dla kolejnych domen.
Pamigtajac, ze

fA = l_fA" (4-12)
mamy:
_ K 4.13
fa= 1+K, (4.13)
oraz
(afA.) ( K, )(aanA)
Far| - - , (4.14)
aT ) \(1+K,) oT

Zgodnie z réwnaniem van’t Hoffa

onkK,\ AH}"
= (4.15)

oT RT? °

gdzie: AH}" jest zmiana entalpii van’t Hoffa dla domeny A, wyraza efekt
cieplny odpowiadajacy kooperatywnej jednostce, bioracej udziat w procesie roz-
fatldowania.

Zatem

K,AC,, K,AH)"AH
<AC,,>=[ K T ark } (4.16)

+ 2 2
1+K,  (1+K,)’RT

Jest to uniwersalne réwnanie, ktére moze by¢ zastosowane zarOwno w przy-
padku przejs¢ dwustanowych, jak i niedwustanowych, pamigtajac, ze wyste-
pujace w nim parametry odnosza si¢ do danej temperatury 7.
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4.2.1. Model niezaleznych przejS¢ dwustanowych, uwzgledniajacy efekty AC,

Jedli zalozymy, ze kazde przejscie jest dwustanowe, to entalpie van’t Hoffa
beda réwne odpowiednim entalpiom kalorymetrycznym. Zaktadajac dodatkowo,
ze C,y moze by¢ wyrazona jako liniowa funkcja temperatury (C,y = By, + BT),
otrzymamy:

{KAT)AC,,A K ,(T)(AH ,(T))’
(c(1))=B,+BT+ + b @)
’ 1+ K (T) (14K, (T))’RT

Przyjmujac T, jako temperaturg przejscia, w ktérej K,(7T) réwna jest jeden,
korzystajac z zaleznosci

AH,(T)=AH ,, + AC,(T—T,,) (4.18)

i catkujac réwnanie (4.15) od 7,4, do 7, mamy:

K, (T)= eXp{ A (1— 4 )— mdt (T— T, - TlnT)}. (4.19)
RT T,, RT T,,

Podstawiajac (4.18) i1 (4.19) do réwnania (4.17), mozna wyznaczy¢ pojem-
nos¢ cieplnag uktadu C,(T) w dowolnej temperaturze 7, majac dane niezalezne
od temperatury parametry dopasowania: By, By, T,,, AH,,,, AC,,, T,,5, AH,p,
AC,p, ...
Procedura dopasowania eksperymentalnych krzywych DSC w ramach tego
modelu z zastosowaniem specjalistycznego oprogramowania MicoCal Origin
rozpoczyna si¢ od wskazania liczby przej$¢ oraz wyjsciowych dla procesu dopa-
sowania wartosci temperatur 7,,. Odgadnigte zostaja pozostate parametry dopa-
sowania, a nastepnie uzywajac rownan (4.17)—(4.19), wyliczana jest wartoS¢
C,(T). Poréwnanie tej wartosci z eksperymentalng prowadzi, z zastosowaniem
nieliniowej metody najmniejszych kwadratéw Marquardta, do poprawy parame-
trow dopasowania. Ponownie przeprowadzane sg obliczenia wartosci C,(T). Taki
proces iteracyjny kontynuowany jest do momentu, gdy wystapi brak poprawy
jakosci  dopasowania wyliczonych wartosci C,(7) do eksperymentalnych
C,(T)eyps €O OCeniane jest na podstawie wartosci %
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4.2.2. Model niezaleznych przejS¢ dwustanowych, z wykluczeniem efekiow AC,

W tym modelu zaklada sig, ze zmiany pojemnosci cieplnych AC,,, AC,p, ...
sg rowne zeru, co upraszcza rownania (4.17)—(4.19). Przed rozpoczgciem pro-
cedury dopasowania odejmuje si¢ lini¢ bazowa, co zapewnia C,y = 0 dla
wszystkich temperatur, wigc B, i B, nie sa juz parametrami dopasowania.
AH,(T) moze by¢ zastapione przez AH,,, (tzn. zmiany ciepta sa temperaturo-
woniezalezne, jesli nie ma zmian pojemnosci cieplnej). Uzyskujemy wtedy:

(e ()= K DA, ) w20,
P (1+ K,(T))"RT

K (T)= _Aﬂl L 4.21
2 (T)=exp RT _TmA . (4.21)

gdzie czton po prawej stronie réwnania (4.20) musi by¢ powtdrzony dla kazde-
go z przejsé, a state rownowagi wyliczone dla kazdego przejscia analogicznie
do réwnania (4.21).

Parametrami dopasowania sa w tym przypadku T,,,, AH,,., T, AH, g, ...
a procedura dopasowania krzywej jest taka sama, jak oméwiono w poprzednim
modelu.

4.2.3. Model niezaleznych przej$é niedwustanowych

Ten model jest stosowany tylko w przypadku AC, = 0. Przed procedurg do-
pasowania nalezy odja¢ progresywna linie¢ bazowa od danych eksperymental-
nych, co sprowadza takze C,y do zera dla wszystkich temperatur. Korzystajac
z réwnania (4.16), mamy:

K, (T)AH"AH ,
(1+ K ,(T))*RT"

(c, ()= (4.22)
W tym przypadku wzory na state réwnowagi zawieraja entalpie van’t Hoffa,
a nie kalorymetryczne:

K (T)=exp {_ARI;'V"" (1— TT )} (4.23)

mA
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Roéwnania (4.22) i (4.23) stuza do dopasowania krzywej w tym modelu, a para-
metrami dopasowania sa: T, ,, AH,,,AH" T .,AH ,,AH" ..

4.3. PrzejScia sekwencyjne

Przejscia sekwencyjne wystepuja wowczas, gdy rozfatdowanie jednej z do-
men biatka wptywa na rozfatdowanie kolejnych. Model sekwencyjny narzuca
doktadny porzadek rozfaldowywania si¢ poszczegdlnych domen (np. w pierw-
szym kroku zawsze jest to domena A, w drugim domena B itd.).

K, K, K, K,

P, P &P &P <P,.. (4.24)

AH, ' AH, ° AH; ° AH,

Catkowite molowe ciepto zawarte w ukladzie (wzgledem wartosci zero przypi-
sanej stanowi P,) wynosi:

H=f,-0+fAH, + f,(AH, + AH,)+ f,(AH, + AH, + AH,)+... (4.25)
gdzie: f; i AH; (i=0, 1, 2, ...) to odpowiednio frakcje stanéw i zmiany entalpii

molowej dla kazdego kroku. Uzywajac wartosci K, wszystkie wartos$ci f moga
by¢ odniesione do f;,, zatem:

I=f,+f+f+f +.. (4.26)
1= f,(1+ K, + K, K, + K,K,K, +...) (4.27)
=t g BA (4.28)
0 Q’ 1 Q sJ2 Q 9 e .
gdzie
O=1+K, +K K, +K K,K,+... (4.29)

Podstawienie réwnan (4.28) do (4.25) oraz zrdzniczkowanie po tempera-
turze (wartosci AH sa traktowane w modelu sekwencyjnym jako niezalezne od
temperatury) prowadzi do korficowego wyrazenia na pojemnos¢ cieplna uktadu:
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H> (AH, + AH,)’ . )

A 1
(c )= (K] (D g+ Ko DK== 0

—[K,(T)AH, + K (T)K,(T)(AH, + AH,)+...]X (4.30)

AH, (AH, + AH ) )

X(K] (T)W'i'K](T)Kz(T) RT2Q2

przy czym stale réwnowagi wylicza sig, korzystajac z wzoréw:

K (T)=ex “AH 11 (4.31)
! PUR |11, '
K,(T)= ex A [1_ 1 (4.32)
2 PUR (T, '
Parametrami dopasowania sa: Tm,, AH,, T,,, AH,, ..., a procedura dopasowania

jest taka sama, jak opisana dla przejs¢ niezaleznych.

4.4. Pojedyncze przejScie dwustanowe z dysocjacia podjednostek

Model zaktada, ze jednoczesnie z procesem termicznego rozfaldowania ma-
kromolekuty sktadajacej si¢ z n podjednostek nastepuje jej dysocjacja na te pod-
jednostki:

N,snU. (4.33)
Stata réwnowagi
_ [U]n
K= ) (4.34)
[N,]

gdzie w nawiasach kwadratowych dane sa st¢zenia molowe danego typu mole-
kut. Jedli przez f oznaczymy frakcje makromolekut w stanie U, to 1-f bedzie
frakcja molekut w stanie N,. Przyjmujac C, jako calkowite stgzenie molowe
biatka (wyrazone dla n-meru), mamy:
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1_f= 1 s f:r (435)

K= n"Cc''. (4.36)

Caltkujac wyrazenie:

dln K(T) —AH(T)
1 R
T

(4.37)
0

od temperatury 7,,, w ktérej f = 0,5, do danej temperatury 7, oraz korzystajac
z zaleznosci (4.18), otrzymujemy:

-1 -1 —AH , T
K(T)=0,5""n"C; exp RT 1—T—

m

ACp T
T—-T,—Thh—| (4.38)
RT T

m

Znajac K(T), mozna wyznaczy¢ f(T) z (4.36) metodami numerycznymi oraz
nadmiarowa pojemno$¢ cieplng z réwnania:

AH(T)| 1= f(T)
n

(€, (1)) =B, +B,(I)+ f(T)AC, + o

(4.39)
l-n+ -
J(T)



. Proces termicznej denaturacji albuminy
w roztworach wodnych

9.1. Charakterystyka DSC termicznej przemiany pomiedzy stanem natywnym
i zdenaturowanym albuminy

Przemiany konformacyjne zachodzace podczas termicznej denaturacji biatek
w roztworach wodnych zwiazane sa ze zniszczeniem licznych stabych wiazan
stabilizujacych czasteczke biatka oraz ze zmianami hydratacji biatka, co zapew-
nia mierzalng zmiang entalpii. Dzigki temu jedna z technik umozliwiajacych
badanie przebiegu termicznej denaturacji biatek jest réznicowa kalorymetria
skaningowa. Badania FTIR (WANG et al., 2005) wykazatly, ze podatnos¢ HSA
na termiczng denaturacje jest mniejsza wtedy, gdy biatko znajduje si¢ w stanie
stalym (w postaci suchego proszku lub filmu), a nie w roztworach wodnych.
W pierwszym przypadku obserwuje si¢ wigksza odwracalno$¢ temperaturowa
indukowanych zmian (zachodzacych przy ogrzewaniu biatka w stanie statym az
do 200°C).

Przejscie biatka ze stanu natywnego w zdenaturowany, polegajace na roz-
fatdowaniu taiicucha polipeptydowego pod wplywem rosnacej temperatury (nie
biorac pod uwage mozliwych zjawisk towarzyszacych, np. agregacji), jest pro-
cesem endotermicznym. Rozfatdowaniu biatek globularnych towarzyszy zwykle
dodatnia zmiana pojemnosci cieplnej. Przypisywana jest ona najczg¢sciej hydra-
tacji niepolarnych grup schowanych we wnetrzu biatka w stanie natywnym,
a odstanianych podczas rozfatdowania makromolekuty. Doktadniej, interpretujac
zmiany pojemnosci cieplnej w procesie denaturacji, nalezy uwzgledni¢ wktady
pochodzace zaréwno od grup niepolarnych, jak i polarnych. Sa one przeciwnych
znakow (PRIVALOV, MAKHATADZE, 1992; FREIRE, 1994; MAKHATADZE, PRIVALOV,
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1995; GoMEz et al., 1995). W nowszych doniesieniach podkresla si¢ koniecz-
no$¢ brania pod uwage takze wkladéw niezwiazanych z hydratacja biatka
(PrABHU, SHARP, 2005).

Przeglad literatury z ostatnich lat pokazuje, ze odzwierciedlajace termiczng
denaturacje albuminy przejScie obserwowane technika DSC zalezy od pocho-
dzenia biatka, jego st¢zenia, pH, sity jonowej, dodatkéw stabilizujacych i desta-
bilizujacych, wiazania ligandéw, rodzaju rozpuszczalnika, jak réwniez warun-
kéw prowadzenia eksperymentu (Kosa et al., 1998 b; Ross, SHRAKE, 1988;
BLEUSTEIN et al., 2000 b; BARONE et al., 1992, 1995; GIANCOLA et al., 1997;
YAMASAKI et al., 1990, 1991, 1992; Pico, 1997; CELEI et al., 2005; ANRAKU et
al., 2007; MICHNIK et al., 2005 a, 2006 a).

Badania, ktérych wyniki przedstawiane sa w niniejszej pracy, wykonywane
byty w ustalonych warunkach do§wiadczalnych (przy okreslonym dla danego ro-
dzaju badan stezeniu biatka, szybkosci skanowania, pH roztworu), o ile ich celem
nie byto poznanie zaleznosci od tych parametréw. Wartosci parametréw charakte-
ryzujacych pomiary DSC w zrealizowanych rodzajach eksperymentéw zestawio-
no w tabeli D1 (rozdziat D IV Dodatku). Ze wzgledu na to, ze nie stosowano roz-
tworéw buforowych, kontrolowano warto§¢ pH. Z wyjatkiem serii badai
w funkcji pH nie zmieniata si¢ ona w trakcie eksperymentu w granicach +0,5.

Na rys. 3 pokazano uzyskane w tych samych warunkach krzywe DSC cha-
rakterystyczne dla procesu termicznego rozfaldowania czasteczki albuminy

20 —
i eeses HSA
—— HSAf .
°1 — Bsa A RS !
1 — -Bsarf l y :
—20—' ‘o.
T ] :
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T -40 4 -
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Rys. 3. Krzywe DSC odttuszczonej i nieodttuszczonej albuminy ludzkiej i wotowej w roztworach
wodnych (stezenie 4,4 - 10> M, pH 5,5+6,0) otrzymane przy szybkosci skanowania 0,67°C min™'
(MICHNIK et al., 2006 a)
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ludzkiej nieodttuszczonej (HSA) i odtluszczonej (HSAf) oraz wolowej nie-
odtluszczonej (BSA) i odttuszczonej (BSAf) (MICHNIK et al., 2006 a). Wyniki
wskazuja na rézny przebieg tego procesu zaréwno dla albumin réznego pocho-
dzenia, jak i w zaleznoSci od zawartosci kwaséw ttuszczowych.

W pewnych warunkach procesowi rozfaldowania towarzyszy agregacja
biatka, ktdra jest najczesciej procesem egzotermicznym. Wystgpowanie obydwu
tych zjawisk jest dobrze widoczne w przebiegu termicznej denaturacji albuminy
w roztworze soli fizjologicznej, zilustrowanym na rys. 4. Przedstawione krzywe
DSC uzyskano dla dwéch zblizonych stgzen albuminy wotowej. Probke o wyz-
szym stgzeniu ogrzewano od 15°C do 95°C, natomiast t¢ o st¢Zeniu nizszym
ogrzewano od 15°C do 75°C i nastgpnie po schtodzeniu do temperatury 15°C
ponownie ogrzewano od 15°C do 95°C. Zaraz za endotermicznym pikiem w za-
kresie temperatur 50—75°C, zwiazanym z rozfatdowaniem faicucha polipepty-
dowego makromolekuly biatka, obserwowany jest pik egzotermiczny
Swiadczacy o zachodzacej agregaciji.

Brak piku endotermicznego na krzywej uzyskanej w wyniku ponownego
ogrzewania probki, po jej uprzednim schtodzeniu do temperatury wyjsciowe;j,
wskazuje na nieodwracalno$¢ procesu termicznej denaturacji albuminy w roz-
tworze soli fizjologicznej, gdy tymczasem w wodzie proces ten jest czgsciowo
odwracalny (MicHNIK 2003; MICHNIK et al., 2005 a, 2006 a).
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C, / kJ mol~! °C~"
&
o
o
|

400 -

-500 — ®

Temperatura [°C]

Rys. 4. Krzywe DSC roztworu BSA w soli fizjologicznej otrzymane przy szybkosci skanowania

0,67°C min! i stezeniu biatka 2,95 - 10° M (—) oraz 2,07 - 10> M (------) — pierwsze skanowa-

nie (w zakresie temperatur 15—75°C), (- ) — drugie skanowanie (w zakresie temperatur
15—95°C) (opracowanie wiasne)
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Jako podstawowe parametry przejScia wyznacza si¢ najczesciej: temperature
przejscia T,, (za T,, przyjgto w tej pracy temperature, dla ktérej wystgpuje mak-
simum nadmiarowej pojemnosci cieplnej, (AC,)), zmiang entalpii AH (AH re-
prezentuje efekt cieplny procesu) oraz szeroko$¢ potéwkowa przejScia HHW
(jego szeroko$¢ w potowie wysokosci). Dyskusja tych parametréw oraz ich po-
réwnanie z danymi literaturowymi wymagaja zawsze uwzglednienia zaleznosci
od wspomnianych na poczatku tego rozdziatu czynnikéw specyfikujacych mate-
riat badawczy oraz warunki do§wiadczalne.

W celu ogélnego wprowadzenia w tematyke termicznej denaturacji albumi-
ny w tabeli 1 zestawiono charakterystyczne parametry przejscia ze stanu natyw-
nego w zdenaturowany dla badanych rodzajéw albuminy: wotowej nie-
odtluszczonej (BSA) i odtluszczonej (BSAf) oraz ludzkiej nieodtluszczonej
(HSA) i odttuszczonej (HSAf) w zblizonych warunkach doswiadczalnych
(MicunIK, 2003; MICHNIK et al., 2006 a). Dodatkowo zamieszczono wartosci
temperatur przejscia 7,, i zmian entalpii AH dla ludzkiej hemoglobiny HbA,
i methemoglobiny (mHb) (MICHNIK et al., 2005 b), aby poréwnaé termiczne
wiasciwosci albuminy i hemoglobiny — dwéch waznych globularnych biatek
krwi, podobnych pod wzgledem masy czasteczkowej oraz petnienia funkcji
przenos$nikéw, ale istotnie rézniacych si¢ budowa.

Tabela 1

Wartosci srednich temperatur 7,, i zmian entalpii AH (+ btad standardowy sredniej) dla procesu

termicznej denaturacji albuminy i hemoglobiny w roztworach wodnych, wyznaczone z pomiaréw

DSC wykonanych w zakresie stezefi biatka 1,5 - 10°—4,5 - 10 M, pH 5,5—6,5, przy szybkosci
skanowania 1°C min™!

Biatko
albumina
Parametry hemoglobina ludzka
wolowa ludzka
mHb HbA, BSA BSAf HSA HSAf
T,/°C 61,804 | 69,0£0,5 | 66,2+0,5 | 569+0,9 | 80,704 | 62,0+0,8
AH / kJ mol™! 1048 + 84 972 + 80 745 £ 64 496 + 17 1170 + 48 908 + 80

Jak wynika z tabeli 1, w wyszczeg6lnionych warunkach doswiadczalnych
najnizszymi wartosciami 7,, i AH charakteryzuje si¢ albumina wotowa od-
tluszczona, a najwyzszymi albumina ludzka, ktéra nie zostata pozbawiona en-
dogennych kwasow ttuszczowych. Wartosci 7,, i AH dla badanych rodzajow
hemoglobin mieszcza si¢ w zakresie skrajnych wartosci dla albumin. Poréwny-
wane parametry termicznego rozfaldowania biatka sa najbardziej zblizone dla
ludzkiej HbA, i BSA oraz dla ludzkiej mHb i HSAf. Informacje ptynace
z przedstawionych prostych poréwnai podstawowych parametréw przejScia dla
badanych odmian albumin i hemoglobin w zblizonych warunkach doswiadczal-
nych moga by¢ uzyteczne w pewnych zastosowaniach klinicznych (BLEUSTEIN
et al., 2000 a, b; Hu, Su, 2003; Lu et al., 2005).
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9.2. Specyfika termicznych przemian konformacyjnych albuminy ludzkiej i wotowej

Albuminy ssakéw wykazuja wiele podobiefistw pod wzgledem struktury
i wilasciwosci fizykochemicznych (PETERS, 1985; CARTER, Ho, 1994; TuBIO et
al., 2004). W sekwencji aminokwasowej albumin réznych ssakow znajduja si¢
332 niezmiennicze reszty. Stanowia one okoto 57% wszystkich reszt aminokwa-
sowych. Sekwencje¢ albuminy ludzkiej i wotowej podat J.R. Brown w 1975 roku
(BrOWN, 1975; BEHRENS et al., 1975), a niezaleznie od niego sekwencje¢ albumi-
ny ludzkiej przedstawil B. Meloun (MELOUN et al., 1975). Obydwie albuminy
maja 76% identycznych sekwencji aminokwasowych. Czasteczka HSA sktada
si¢ z 585, a BSA z 582 reszt aminokwasowych o zblizonej Sredniej wadze mo-
lekularnej (113,57 dla HSA i 113,86 dla BSA). Jednoczes$nie pomigdzy obydwo-
ma albuminami wystepuja istotne réznice, ktére ujawniajq si¢ np. w zachowaniu
elektroforetycznym (MILLER, GEMEINER, 1993), termicznej i chemicznej
trwatosci (Kosa et al., 1998 a), wtasciwosciach wiazacych i fotochemicznych
(Kosa et al., 1997, 1998 b; TAYYAB et al., 2003). Inny jest wypadkowy tadunek
molekut (przy pH 7 réwny —18 dla BSA i —15 dla HSA). W czasteczce BSA
znajduja si¢ dwa tryptofany: Trp-134 ulokowany w domenie I i Trp-212 uloko-
wany w domenie II, natomiast w HSA znajduje si¢ tylko jeden tryptofan —
Trp-214 w domenie II. Trp-134 jest bardziej eksponowany na hydrofilowe Sro-
dowisko, podczas gdy Trp-212 jest schowany w hydrofobowej petli. Chociaz
w wielu pracach eksperymentalnych albumina wotowa jest traktowana jako
biatko modelowe dla albuminy ludzkiej (m.in. ze wzgledu na powszechniejszy
dostep 1 nizsza ceng), to nie wszystkie wyniki uzyskane dla albuminy wotowe;j
moga by¢ przetozone takze na ludzka.

Dzigki znacznemu udoskonaleniu przyrzadéw DSC w ostatnim czasie bada-
nia mikrokalorymetryczne naleza do tych, ktére umozliwiaja poznanie specyfiki
termicznych wilasciwosci biatek réznego pochodzenia w okreslonych warunkach
Srodowiskowych, a takze przemian, ktérym podlegaja. W dostgpnych pracach
naukowych poswigconych poréwnawczym badaniom DSC albumin réznych ssa-
kéw wykazano istnienie réznic w charakterze przej$¢ zwiazanych z termiczna
denaturacja tych biatek oraz pomigdzy podstawowymi parametrami termodyna-
micznymi, ktére je opisuja (Kosa et al., 1998 a; BLEUSTEIN et al., 2000 b;
MICHNIK et al., 2006 a).

Badania T. Kosy (1998) dotyczyly tylko albumin pozbawionych kwaséw
tluszczowych, natomiast C.B. BLEUSTEIN (2000) oraz autorka niniejszej pracy
badali albuminy odttuszczone i nieodttuszczone. Wiele prac poswigcono wy-
tacznie albuminie ludzkiej lub wotowej (GuUMmPEN et al., 1979; Ross et al.,
1984; YAMASAKI et al., 1990; BARONE et al., 1995; GIANcOLA et al., 1997;
Pico, 1997; TIKTOPULO et al., 1985; ANRAKU et al., 2007; MICHNIK et al., 2003,
2005 a).
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Rys. 5. Zaleznos$¢ krzywych DSC albuminy ludzkiej od jej st¢zenia w roztworze wodnym:
A — HSA, B — HSAf (szybko$¢ skanowania 1°C min~!, pH 6,0£0,5) (MicHNIK, 2006 a)

Podsumowujac zgromadzone wyniki badan (MicHNIK, 2003; MICHNIK et al.,
2005 a, 2006 a), stwierdza sig, ze obrazem rozfaldowania albuminy w roztwo-
rach wodnych moze by¢ pojedynczy pik, pik z ramieniem lub pik z dwoma wy-
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raznymi sktadowymi, zaleznie od rodzaju albuminy, obecnosci kwasow
tluszczowych, stezenia bialka i w mniejszym stopniu od szybkosci skanowania.
Przy stezeniach biatka w zakresie 1,5-10° M—4,5-10° M, pH 5,5—7,0
i szybkosciach skanowania 0,6—1,5°C min~!, dla albumin ludzkich obserwo-
wano piki z ramieniem, dla albuminy wotowej nieodttuszczonej byt to pojedyn-
czy pik, a dla odtluszczonej przej$cie bimodalne (rys. 3 i 5). Opisane ksztatty
krzywych DSC sa zgodne z otrzymanymi przez M. YAMASAKI et al. (1990),
a takze (z wyjatkiem odtluszczonej albuminy wotowej) przez C.B. BLEUSTEIN
et al. (2000 b) pomimo znacznie wigkszych stezeit badanych biatek. Bardzo po-
dobne wyniki uzyskat takze E.I. Tiktopulo w buforze fosforanowym o pH 7.0,
przy stezeniach odpowiadajacych wskazanemu powyzej zakresowi i tych sa-
mych szybkosciach skanowania (TIKTOPULO et al., 1985).

Natomiast w roztworach 150 mM NaCl (pH 7,0) P.D. Ross, A. SHRAKE
otrzymali dla badanych albumin innego typu krzywe DSC (Ross et al., 1984;
SHRAKE et al., 1984). W tych warunkach znacznie réznigcych si¢ sita jonowg
termiczna denaturacja ludzkiej albuminy odttuszczonej byta reprezentowana
przejsciem jednomodalnym w catym badanym zakresie stezefi, od 1,4 mg ml™!
do 74 mg ml™', a albuminy nieodttuszczonej — przejsciem bimodalnym, w za-
kresie stezefi od 1,3 mg ml™' do 64 mg ml™!, przy szybkosci skanowania 14,7°C
h™!. Bimodalno$¢ przejscia dla ludzkiej albuminy nieodthuszczonej zostata zin-
terpretowana jako pochodzaca od oddzielnego rozfatdowania dwéch frakeji al-
buminy: ubogiej i bogatej w kwasy tluszczowe. Taka interpretacja nie pozwala
jednak na wytlumaczenie bimodalnosci obserwowanej przez autorke tej pracy
(MICHNIK, 2003) oraz przez M. YAMASAKI et al. (1990) dla pozbawionej kwa-
sow ttuszczowych albuminy wolowej w roztworach wodnych w pewnych, okre-
Slonych przez pH i sile jonowa, warunkach. W $wietle danych literaturowych
nie jest jasne, czy Zrédltem bi- lub wielomodalnosci przejscia sa rézne frakcje
molekul, czy oddzielne rozfatdowanie réznych fragmentéw (podjednostek) ma-
kromolekuty. Nie mozna wykluczy¢, ze obydwie sytuacje sa mozliwe i w efek-
tach praktycznie nierozréznialne.

Kalorymetryczna odwracalno$¢ przejscia jest badana zwykle na podstawie
jego odtwarzalnosci w drugim przebiegu w tym samym zakresie temperatur, kto-
ry realizowany jest po uprzednim schtodzeniu prébki do temperatury wyjsciowe;.
Ze wzgledu na to, ze rozfatldowane molekuty biatka wykazuja czesto tendencje
do agregacji, caty proces denaturacji staje si¢ nieodwracalny, cho¢ moze by¢
w duzym stopniu odwracalny w zakresie nizszych temperatur, gdzie agregacja
wystepuje tylko w niewielkim stopniu. Zaproponowano w zwiazku z tym zmo-
dyfikowany spos6b badania odwracalnosci denaturacji biatka (MicHNIK, 2003,
2007 b), zilustrowany na rys. 6 dla BSA. Okreslono w ten sposéb odwracalnos¢
procesu w procentach przy jego zajSciu do okreslonej temperatury.

W tabeli 2 poréwnano nieodtluszczone i odttuszczone albuminy ludzkie
i wotowe pod wzgledem odwracalnosci procesu termicznej denaturacji. Wynika
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Rys. 6. Krzywe DSC dla BSA otrzymane w kolejnym ogrzewaniu roztworu biatka do temperatur:

60°C (- ), 70°C (-+-+-- ), 80°C (-+--+), 100°C pierwszy raz (—), 100°C drugi raz (----) w po-

réwnaniu z jednorazowym ogrzewaniem do temperatury 100°C (—), (stg¢zenie HSA — 0,0298
mM; pH 35,5; szybkos¢ skanowania 1°C min~') (MicuNIK, 2003)

Tabela 2
Odwracalnos$¢ (+ 3%) procesu denaturacji albumin wotowych i ludz-
kich po ich ogrzewaniu do okreslonych temperatur T / °C

Odwracalnosé [%]
T/°C
BSA HSA BSAf HSAf
60 100 100 90 100
70 85 95 67 90
80 33 70 32 42
100 8 13 7 7

z niej, ze lepsza odwracalnoscia charakteryzujg si¢ przejscia dla albumin ludz-
kich niz dla wotowych, a poréwnujac formy odtluszczone i zawierajace kwasy
tluszczowe, odwracalnos$¢ procesu jest lepsza dla tych drugich.

W badanych przez autorke tej pracy warunkach doswiadczalnych (tabela D1
w rozdziale D IV) biatka te mozna uporzadkowaé wedtug temperatury przejsScia
T,, rosnaco: BSAf, HSAf, BSA, HSA. Wigksze wartosci zmian entalpii dla al-
bumin ludzkich w poréwnaniu z ich odpowiednikami albumin wotowych po-
twierdzaja wigksza trwalos¢ termiczng tych pierwszych. Podana relacja zgadza
si¢ z wynikami badai C.B. BLEUSTEINA et al., (2000 b). Takze T. Kosa et al.
(1998 a) relacjonowali wyzsza wartos¢ 7T, dla odtluszczonej albuminy ludzkiej



w poréwnaniu z wotowa. Przy pH 7.4, stezeniu biatka 0,1 mM i szybkosci ska-
nowania 1°C min~! uzyskali oni dla albuminy ludzkiej i wotowej odpowiednio
temperatury denaturacji: 59,7 +0,1°C i 56,8 £ 0,3°C, zblizone do temperatur
przejscia: 62,5 0,8 1 56,2 + 0,9°C, uzyskanych przy tej samej szybkosci ska-
nowania dla podobnego st¢zenia albuminy i nieco nizszego pH = 6,0 w ramach
wynikéw badai autorki tej pracy. Roéznica pomigdzy albumina ludzka
a wolowa udokumentowana w badaniach A. MICHNIK e al. (2006) jest jednak
wigksza niz znalezione maksymalne 2—3°C réznice obserwowane przez
T. KOSE et al. (1998 a) pomigdzy temperaturami przejScia albumin pigciu ssa-
kéw, rézniacych sig¢ wigcej niz jedna reszta aminokwasowa. Te odmiennosci
pomigdzy ssakami sg takze zaskakujaco mate, biorac pod uwage wyniki badan
U. KrRAGH-HANSEN et al. (2005), ktére wykazaty, iz sposréd 23 mutacji albu-
miny ze zmieniona pojedyncza reszta aminokwasowa, w 13 przypadkach zmia-
ny w temperaturach przejscia 7,, byty co do wartosci bezwzglednej wigksze
od 2°C.

Na podstawie dostgpnych danych literaturowych nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, czy proces termicznego rozfaldowania albuminy moze by¢ traktowa-
ny jako dwustanowy. T. Kosa er al. (1998) uznali rozpatrywane przejsScie dla
obydwu albumin (wotowej i ludzkiej) za pojedyncze dwustanowe. Opis ten od-
biega od zaproponowanego przez C. GIANCOLE et al. (1997) dla termicznej de-
naturacji odtluszczonej albuminy wolowej w podobnych warunkach, wedlug
ktérego na catkowity proces termicznej denaturacji sktadaja sie¢ dwa przejscia
dwustanowe. Autorka tego opracowania uzyskata dla albuminy wotowej od-
tluszczonej, podobnie jak C. GIANCOLA et al., dobre dopasowanie w modelu
dwustanowym z dwoma niezaleznymi przejSciami (MICHNIK, 2003). Interpreta-
cja wynikéw analizy dekonwolucyjnej dla badanych rodzajéw albumin zostanie
zrelacjonowana w dalszej czeSci pracy. Wymaga ona przedyskutowania réznic
migdzy albuminami zawierajacymi kwasy tluszczowe i wolnymi od kwasow
thuszczowych.

9.3. Wplyw obecnosci kwasow ttuszczowych
na charakier termicznego rozfatdowania albuminy

Jedna z waznych funkcji albuminy jest transport kwaséw tluszczowych.
Wiazanie niezestryfikowanych kwaséw ttuszczowych do albuminy moze powo-
dowac istotne zmiany konformacyjne w molekule albuminy (CARTER, Ho, 1994,
PETITPAS ef al., 2001; BHATTAHARAYA et al., 2000; CURRY et al., 1998, 1999). Za-
gadnienia wybrane z doniesiefi literaturowych, a dotyczace wigzania kwaséw
tluszczowych do albuminy, oméwiono w rozdziale D1 Dodatku.
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Wplyw kwaséw tluszczowych na proces termicznej denaturacji albuminy
jest jednym z zagadnieri, ktérego wyjasnienia poszukuje si¢ z zastosowaniem
techniki DSC (SHRAKE et al., 1984; TiKTOPULO et al., 1985; BLEUSTEIN et al.,
2000 b; MICHNIK et al., 2003, 2006). Czegsciej badana kalorymetrycznie byla
odtluszczona forma albuminy (YAaMasaki et al., 1990; BARONE et al., 1995;
Pico, 1997; Kosa et al., 1998 a; SHRAKE et al., 1984; ANRAKU et al., 2007).
Z wigkszosci prac wynika, Ze jej termiczng denaturacje¢ w roztworach buforo-
wych o pH okoto 7 (takze w obecnosci NaCl) reprezentuje pojedynczy pik na
krzywej DSC, niezaleznie od gatunkowego pochodzenia biatka, czy jest ono
ludzkie, wolowe, wieprzowe, czy psie, jakkolwiek E.I. TIKTOPULO et al. (1985)
zaobserwowali dla pozbawionej kwaséw ttuszczowych albuminy ludzkiej w bu-
forze fosforanowym o pH 7 pik z ramieniem. W roztworach wodnych, w okre-
Slonych warunkach pH i sity jonowej, termiczne rozfatdowanie odtluszczonej al-
buminy wolowej reprezentowane jest przejsciem bimodalnym (Y AMASAKI, 1990;
MicHNIK, 2003), a ludzkiej pikiem z ramieniem (MICHNIK ef al., 2006 a). Jedy-
nie dla bardzo duzych st¢zenn albuminy wolowej (50% ww.), przy ktérych ze
wzgledu na wystepujaca agregacje proces byl nieodwracalny, obserwowano
w roztworach wodnych o niemodyfikowanej sile jonowej i pH — pojedynczy
pik (BLEUSTEIN, 2000 b).

Przejscia zwiazane z rozfaldowaniem albumin zawierajacych kwasy
ttuszczowe obserwowano jako bimodalne (SHRAKE et al., 1984) lub typu pik
z ramieniem (TIKTOPULO et al., 1985; MICHNIK et al., 2006), z wyjatkiem albu-
miny wolowej BSA, dla ktérej w roztworach wodnych zarejestrowano pojedyn-
czy pik (BLEUSTEIN, 2000 b; MicHNIK, 2003).

Zaréwno z badan doSwiadczalnych, jak 1 z prac teoretycznych wynika, ze
wigzanie ligandéw do biatka lub ich redystrybucja ze zmiana temperatury
w trakcie pomiaru DSC moze prowadzi¢ do bimodalnosci przejscia (SHRAKE,
Ross, 1988, 1990; YAMASAKI, 1992; GIANcOLA et al., 1997; CooPer, 2000). Po-
dwdjny pik lub pik z ramieniem, najczgsciej obserwowane dla albumin nie-
odtluszczonych, mozna w zwiazku z tym wytlumaczy¢ redystrybucja kwasow
tluszczowych podczas ogrzewania roztworu albuminy. Bimodalny charakter de-
naturacji monomeru albuminy ludzkiej zawierajacego 1,5 mola endogenicznych,
dtugotaricuchowych kwaséw tluszczowych, przypisano dwém frakcjom albumi-
ny: frakcji zawierajacej niski poziom kwasoéw tluszczowych — odpowiadajacej
za niskotemperaturowa sktadowa przejscia — oraz termicznie bardziej trwatej
frakcji albuminy o wysokim poziomie dtugotaiicuchowych kwaséw ttuszczo-
wych (SHRAKE et al., 1984; Ross et al., 1984). Taka interpretacja jest bardzo
przekonujaca. Pozostaje jednak problem uzasadnienia obserwacji niepasujacych
do tej koncepcji.

Jesli z powodu braku obecnosci kwaséw tluszczowych w albuminie od-
tluszczonej nie mozna wyjasni¢ obserwowanej bimodalnosci przejscia
(YAMASAKI et al., 1990; MicuNiK, 2003) oddzielnymi etapami rozfaldowania
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dwoch frakceji molekut biatka: ubogiej i bogatej w kwasy ttuszczowe, a z kolei
dla nieodtluszczonej albuminy wotowej pik bedacy obrazem jej rozfaldowania
w roztworach wodnych jest wizualnie pojedynczy (BLEUSTEIN, 2000 a;
MicHNIk, 2003), nasuwa si¢ inny rodzaj interpretacji. Fakt, ze w przypadku al-
buminy wolowej wolnej od kwaséw ttuszczowych pewne zakresy pH i sity jo-
nowej okreslaja warunki, w ktorych jej termiczne rozfaldowanie odzwierciedla
si¢ pikiem z ramieniem lub przejSciem bimodalnym (YAMASAKI et al., 1990),
powiazano z wystgpowaniem w tych warunkach szczeliny w sasiedztwie
Trp212, co prowadzi do podziatu czasteczki albuminy na dwie podjednostki.
Pojawia sig¢ zatem koncepcja, ze bimodalnos¢ przejscia odzwierciedla etapy ter-
micznej denaturacji oddzielnych fragmentéw molekuty biatka, a nie dwéch réz-
nych frakcji molekut.

Cho¢ proces termicznego rozfaldowania biatek uwazany jest za kooperatyw-
ny (JACKSON, 2006), w przypadku biatek zbudowanych z kilku domen prawdo-
podobne jest wyodrebnienie si¢ podjednostek widzianych oddzielnie w procesie
denaturacji. Ze wzgledu na nieroztaczne zakresy temperatur, w ktérych realizuja
si¢ przejscia dla tych podjednostek, wktady do catkowitego efektu cieplnego
naktadaja sig, ale mozliwe jest ich rozdzielenie przez dekonwolucje krzywych
DSC.

9.4. Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy

Potaczenie danych kalorymetrycznych z odpowiednim modelem pozwala
uzyska¢ informacje na poziomie molekularnym. Na postawie badan DSC
stwierdzono, ze proces termicznego rozfaldowania albuminy, zaréwno
wolowej, jak i ludzkiej, jest czgSciowo odwracalny, zalezny od stgzenia biatka
i bardzo stabo zalezny od szybkosci skanowania (MicuNIK, 2003; MICHNIK et
al., 2006 a). Spelienie kryteriéw pozwalajacych na rozpatrywanie go w ra-
mach termodynamiki réwnowagowe] (SANCHEZ-Ru1Z et al., 1988, 1992) umoz-
liwito wykonanie analizy dekonwolucyjnej z zastosowaniem modeli opisanych
w rozdziale 4 oraz specjalistycznego oprogramowania DSC MicroCal Origin.
Analiza ta postuzyta do okreslenia charakteru zmian strukturalnych w procesie
denaturacji.

W doborze odpowiedniego modelu, dobrze opisujacego dane doswiadczal-
ne, pomocne jest postuzenie sig wartoscia stosunku entalpii kalorymetrycznej
do entalpii van’t Hoffa (oméwionego w rozdziale 3.1), informujacego o liczbie
kooperatywnych podjednostek ujawniajacych si¢ podczas przejscia. Zgodnosé
entalpii kalorymetrycznej i van’t Hoffa wskazuje na proces dwustanowy. Przed-
stawione w tabeli 3 wyniki analizy przejscia reprezentujacego termiczne roz-
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Tabela 3

Parametry termodynamiczne (+ btad standardowy $redniej) uzyskane w ramach modelu niedwu-
stanowego przy zalozeniu jednosktadnikowego przejscia termicznego rozfatdowania BSA

Stezenie / 10> M T,/ °C AH._q / kJ mol™! AH,y / kJ mol™! AH.. | AH,g
2,9 69,4 +0,9 934 +71 263 + 10 3,55
4.4 70,1 £0,5 989 + 134 303 +£24 3,26
7,4 70,9 £ 0,7 1022 + 42 339+ 16 3,01

fatdowanie nieodttuszczonej albuminy surowicy wotowej (BSA) w ramach mo-
delu niedwustanowego (opisanego w rozdziale 4.2.3) sugeruja istnienie trzech
jednostek kooperatywnych na mol BSA. Hipoteze t¢ potwierdzila dobra jakos¢
dopasowania krzywej DSC uzyskana w modelu dwustanowym z trzema nieza-
leznymi przejsciami i AC, =0, co ilustruje rys. 7.
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Rys. 7. Dopasowanie krzywej DSC wotowej albuminy nieodtluszczonej w roztworze wodnym
w ramach modelu dwustanowego z trzema przejSciami niezaleznymi, AC, = 0 (—) — krzywa
doswiadczalna, (-----) — wynik analizy dekonwolucyjnej (MicHNIK, 2003)

Przebieg procesu termicznej denaturacji BSA moze by¢ zatem powiazany
z tréjdomenowa struktura albuminy. Parametry trzech niezaleznych przejsé
sktadowych uzyskane dla modelu dwustanowego zebrano w tabeli 4. Biorac pod
uwage wielkos¢ efektu cieplnego, wktad od poszczegélnych domen, podazajac
w kierunku rosngcej temperatury przejScia, oszacowano na: 27%, 42%, 31%
+ 2% (MICHNIK, 2003).
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Tabela 4

Parametry termodynamiczne (+ btad standardowy Sredniej) uzyskane w ramach modelu dwusta-
nowego przy zatozeniu trzech niezaleznych przejs¢ sktadowych dla procesu termicznego rozfatdo-

wania BSA
Stezenie o AH, o AH, o AH;
/105 M n/ec / kJ mol”! LETIRS / kJ mol™! LEEIAS / kJ mol"!
2,9 65,7+1,2 249 + 14 68,2 +0,3 396 + 39 75,0 +£0,5 313+13
4.4 66,1 0,5 283 +£24 69,5 +0,7 455 + 30 759+ 1,6 300 + 20
7,4 66,4 +0,9 307 + 36 70,8 £0,7 469 + 28 76,7+ 1,1 328 + 14

Préba zastosowania modelu z przejsciami sekwencyjnymi, opisanego w roz-
dziale 4.3, data gorsze rezultaty w poréwnaniu z modelem zaktadajacym przejs-
cia niezalezne.

Przypisanie trzem przejsciom sktadowym niezaleznego rozfaldowania trzech
domen BSA znajduje uzasadnienie w udokumentowanych wczesniej przez in-
nych autoréw powigzaniach mi¢dzy danymi termodynamicznymi i strukturalny-
mi dla biatek. Wykazano np. dobra zgodnos$¢ parametréw termodynamicznych
otrzymanych w wyniku analizy dekonwolucyjnej przejscia DSC dla plasminoge-
nu, z parametrami zmierzonymi w oddzielnych eksperymentach DSC dla jego
proteolitycznych fragmentéw (PrivaLov, POTEKHIN, 1986). Takze dla albuminy
ludzkiej (w buforze fosforanowym, pH 7,0), temperatury i zmiany entalpii
dwoch przejsé przypisanych fragmentowi zawierajacemu aminokwasy 198—585
dobrze odpowiadaty parametrom tych przej$¢ znalezionych na podstawie dekon-
wolucji piku DSC uzyskanego dla calej makromolekuty (TikropuLo et al.,
1985). Gorsza okazata si¢ analogiczna zgodnos$¢ uzyskanych przez tych autoréw
parametrow dla albuminy wolowej (odttuszczonej), w przypadku ktérej badano
fragment ztozony z sekwencji aminokwaséw 198—58]1.

Dla albuminy wotowej odtluszczonej, dla ktérej obserwowane w roztworach
wodnych przejscie byto bimodalne, zaproponowano model denaturacji uwzgled-
niajacy rozpad czasteczki na dwa niezaleznie rozfaldowujace si¢ fragmenty. Jak
pokazano na rys. 8, dobre dopasowanie krzywej DSC uzyskano z zastosowa-
niem modelu dwustanowego z AC, = 0, zakladajac obecnos¢ dwoéch przejs¢
sktadowych. Podobne pod wzgledem jakosci oraz wartosci parametréw dopaso-
wanie otrzymano w ramach modelu niedwustanowego z dwoma przej$ciami (ta-
bela 5). Wyniki analizy dekonwolucyjnej wykazaly 66% i 34% udziat odpo-
wiednio nisko- i wysokotemperaturowego przejScia w catkowitej zmianie
entalpii procesu (MICHNIK, 2003). Przyjmujac, ze Trp212 stanowi miejsce po-
dzialu czasteczki na dwie podjednostki (co sugeruje hipoteza M. YAMASAKI et
al. (1990) o wystepowaniu szczeliny w poblizu Trp212), z ktérych jedna sktada
si¢ z 370, a druga z 212 aminokwaséw, mozna wnioskowac, ze udzial tych frag-
mentéw w og0lnej liczbie (582) aminokwaséw czasteczki BSAf wynosi 64%
1 36%. Dobra korelacja pomiedzy wymienionymi udziatami procentowymi ami-
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Rys. 8. Dopasowanie krzywej DSC wotowej albuminy odttuszczonej w roztworze wodnym w ra-
mach modelu dwustanowego z dwoma przejsciami niezaleznymi, AC, = 0; (—) — krzywa do-
Swiadczalna, (------) — wynik analizy dekonwolucyjnej (MicuNIK, 2003)

Tabela 5

Parametry termodynamiczne (+ btad standardowy Sredniej) uzyskane w ramach modelu niedwu-

stanowego przy zatozeniu dwodch przejs¢ sktadowych dla procesu termicznego rozfaldowania
BSAf (stezenie biatka 7,4 - 10° M) (MicHNIK, 2003)

AfIm[,l AHVH,] AfIL‘aI,l T2 /°C AHmI,Z AHVH.Z AHcal‘Z
/ kJ mol™! | /kJ mol™! | A / kJ mol™! | /kJ mol™! / AH,p»

55,8+0,5| 346+18 | 277+ 16 1,25 69,6 £0,6 | 176 £18 | 236 £20 0,75

T,/°C

nokwaséw budujacych podjednostki a efektami cieplnymi przypisanymi przejs-
ciom sktadowym wskazuje na wyodrebnienie dwéch jednostek strukturalnych
podczas termicznego rozfaldowania czasteczki BSAf.

Denaturacja odtluszczonej albuminy przebiega zatem w dwodch etapach.
Wskazany podzial sugeruje, ze najpierw nastgpuje rozfatdowanie C-fragmentu,
zawierajacego domeng IIT i wigksza czeS¢ domeny II, a nastgpnie w wyzszych
temperaturach N-fragmentu, zawierajacego domeng I i mniejsza cz¢§¢ domeny
II. Ten wniosek rézni sig¢ od zaproponowanego przez C. GIANCOLE et al. (1997),
ze niskotemperaturowe przejscie dla odtluszczonej albuminy odpowiada kolap-
sowi domeny I, a wysokotemperaturowe — podjednostki ztozonej z domen II
i III. Obydwie sugestie, cho¢ z pozoru sprzeczne, moga by¢ jednak prawdziwe,
poniewaz badania prowadzono w innych warunkach doswiadczalnych (w pracy
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Giancoll et al. w 0,01 M buforze fosforanowym pH 7, w obecnosci 0,15 M
NaCl, a w pracy A. Michnik w roztworach wodnych o nizszym pH (5,5—6,0)
i nizszym st¢zeniu biatka), a jak wskazuja rozwazania przeprowadzone w dal-
szej czeSci tej pracy, w rozdziale 6.1, podzial czasteczki albuminy na struktu-
ralne podjednostki w procesie termicznej denaturacji uwarunkowany jest np.
wartosciami pH roztworu.

Opracowanie krzywych DSC dla albuminy ludzkiej zaréwno odtluszczone;,
jak i nieodtluszczonej pozwolito stwierdzié, ze stosunek entalpii kalorymetrycz-
nej do entalpii van’t Hoffa wynosi okoto 5—6, wskazujac na wigksza niz 3
liczbe kooperatywnych podjednostek przy ich termicznym rozfatdowaniu. Jed-
nakze juz przy zatozeniu trzech niezaleznych przejs¢ sktadowych w zastosowa-
nym modelu dwustanowym z AC,=0 uzyskano satysfakcjonujace rezultaty
(rys. 9) (MICHNIK et al., 2007 b, 2008). Wyniki dla obydwu albumin ludzkich
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Rys. 9. Dopasowanie krzywej DSC ludzkiej albuminy nieodttuszczonej w roztworze wodnym
w ramach modelu dwustanowego z trzema przejsciami niezaleznymi, AC, = 0; (—) — krzywa
doswiadczalna, (----) — wynik analizy dekonwolucyjnej (opracowanie wilasne)

zestawiono w tabeli 6. Sugestia o wystgpowaniu trzech strukturalnych podjed-
nostek w procesie termicznej denaturacji albuminy ludzkiej jest zgodna z pro-
pozycjami innych autoréw (TIKTOPULO et al., 1985; STOKKUM et al., 1995).
Jesli tak jak dla BSA, przypisa¢ wyodrebnione przejscia sktadowe rozfatdo-
waniu poszczegdlnych domen, dla albuminy ludzkiej nieodtluszczonej proporcje
pomiedzy wktadami efektéw cieplnych sa nieco inne niz dla BSA. Dla skfado-
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Tabela 6

Parametry termodynamiczne (£ odchylenie standardowe) uzyskane w ramach modelu dwustano-
wego przy zalozeniu trzech niezaleznych przejs¢ sktadowych dla procesu termicznego rozfatdo-
wania albumin ludzkich (stezenie biatka 2,25 - 1075 M)

. o AH, o AH, o AH;
Albumina Ty /°C /KT mol-! T,/ °C / kJ mol-! T;/°C /K] mol-!
HSA 66,0+1,4 | 253+43 | 72,1+£0,5 374 +£38 | 79,8+04 | 456 +36
HSAf 550+1,0 | 313+£29 | 643+13 333+£32 | 719+13 347 £ 48

wych uporzadkowanych wedlug rosnacej temperatury przejscia wktady te wy-
nosza: 23, 35, 42 £ 5%, wystepuje zatem zamiana wielkosci efektéw cieplnych
zwigzanych z domenami, ktérych rozfatdowanie zachodzi w zakresie wyzszych
temperatur. W przypadku albuminy ludzkiej odttuszczonej wktady od poszcze-
g6lnych podjednostek sa bardzo podobne, ich udziaty to: 32%, 33%, 35% + 5%
catkowitego efektu cieplnego. Te proporcje okreslone dla roztworéw wodnych
albuminy sa nieco inne niz wynikajace z wartosci zmian entalpii wyznaczonych
przez E.I. TIKTOPULE et al. (1985) w buforze fosforanowym o pH 7 dla trzech
kolejnych przejsé sktadowych: 377, 303, 327 kJ mol™', ale same wartosci tych
zmian entalpii w roztworach wodnych sa zblizone: 313, 333, 347 kJ mol ™!,
a calkowity efekt cieplny bardzo podobny: 993 kJ mol™" (x 50 kJ mol™') w roz-
tworach wodnych (MicHNIK et al., 2008) i 1007 kJ mol™! w 10 mM buforze
fosforanowym oraz 975 kJ mol”! w tym samym buforze, ale z dodatkiem
30 mM NaCl (TikropuLo et al., 1985).

Znacznie lepsze dopasowania krzywych DSC albuminy ludzkiej otrzymano
w modelu dwustanowym z trzema przejSciami sktadowymi, ale uwzgled-
niajacym efekty AC, (MICHNIK et al., 2007 b, 2008). Wartosci parametréw uzy-
skane w ramach modelu z AC, # 0 dla obydwu surowiczych albumin ludzkich:
HSA i HSAf, zilustrowano na rys. 10.

Zastosowanie modelu z AC, # 0 daje dodatkowe informacje na temat zmian
pojemnosci cieplnej w kazdym ze sktadowych proceséw zachodzacych w trak-
cie przejscia. Znajomo$¢ zmian pojemnosci cieplnej przy rozfaldowaniu biatka
utatwia wnioskowanie dotyczace zmian w dostgpnosci polarnych i niepolarnych
reszt aminokwasowych na dziatanie wodnego rozpuszczalnika (LADBURY,
CHOWDHRY, 1998; LOLADZE et al., 2001).

Pomigdzy odpowiednimi parametrami przejsé¢ (7,,;, AH, i=1, 2, 3) uzy-
skanymi w obydwu modelach dwustanowych (z AC,=0 i z AC, # 0) nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic. Zaréwno dla odttuszczonej, jak i nie-
odtluszczonej albuminy otrzymano dodatnia zmiang¢ pojemnosci cieplnej
w dwdch pierwszych przejsciach i ujemna dla trzeciego, wysokotemperaturowe-
go. Jak wynika z doniesien literaturowych, dodatnia zmiana pojemnosci cieplnej
jest zwiazana z hydratacja molekut niepolarnych, a ujemna z transferem mole-
kul polarnych do wody (rozpuszczaniem grup polarnych w wodzie) (DiLL, 1990;
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Rys. 10. Parametry (7,,, AH, AC,) dopasowania krzywych DSC dla HSA (stupki kreskowane)
i HSAF (stupki kropkowane) w modelu dwustanowym z trzema przejsciami (I, 11, 1II), AC, # 0
(opracowanie wtasne)

MUuRrPHY et al., 1990, 1991; LoLADZE et al., 2001). Takze agregacja biatka moze
by¢ odpowiedzialna za ujemng wartos¢ AC,.

Rozwazajac model niedwustanowy, dobre dopasowanie piku termicznej de-
naturacji HSA oraz HSAf otrzymano juz z uwzglednieniem dwéch przejsé
sktadowych (MICHNIK et al., 2006 a), co ilustruje rys. 11. Jak wynika z danych
przedstawionych w tabeli 7, stosunek entalpii kalorymetrycznej do entalpii van’t

Tabela 7

Parametry termodynamiczne (+ btad standardowy $redniej) uzyskane w ramach modelu niedwu-

stanowego przy zalozeniu dwodch przejs¢ sktadowych dla procesu termicznego rozfaldowania
HSA i HSAf (stezenie biatka 7,5 - 105 M) (MICHNIK et al., 2006 a)

. 5 AH a1 AH,m AH a1 5 AHcqr2 AH,p AHcqr2

Albumina | T3 /°C |k mot | /AR | 2 kg mol |/ kI mol! | 1 Ay
HSA 73,4+0,2| 761 £20| 265+5 29 82,2+0,2/263+31|613+26 0,4
HSAf 62,5+0,3/760 £ 14| 251 £5 3,0 71,9 +0,6| 8315|511 +£53 0,2

Hoffa dla przejscia zachodzacego w nizszej temperaturze wynosi okoto 3, suge-
rujac 3 podjednostki kooperatywne uczestniczace w przejSciu. Natomiast dla
przejscia w wyzszej temperaturze jest on mniejszy od 1, sugerujac przejscie nie-
odwracalne. Wyniki te przemawiaja za poprawnoscia podejscia, w ktérym roz-
waza si¢ trzy strukturalne jednostki przy rozfaldowaniu albuminy ludzkiej, ale
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Rys. 11. Dopasowanie krzywych DSC albumin: A — HSA oraz B — HSAf w ramach modelu
niedwustanowego z dwoma przejsciami; (——) — krzywa doswiadczalna, (------) — wynik analizy

dekonwolucyjnej (MICHNIK et al., 2006 a)
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wskazuja tez na wystgpowanie efektu zaklécajacego, zwiazanego z nieodwra-
calng przemiana pewnej frakcji, czy fragmentéw makromolekut.

Podsumowujac uzyskane wyniki analiz procesu termicznej denaturacji albu-
min w roztworach wodnych (MIcHNIK, 2003; MICHNIK et al., 2005 a, 2006 a,
2007 b, 2008), mozna stwierdzié, ze w ustalonych warunkach eksperymental-
nych przebiegi przemian konformacyjnych albuminy sa charakterystyczne dla
réznych jej rodzajéw (ludzka, wotowe) oraz form (odttuszczona i nieodttuszczo-
na). Wyznaczone parametry termodynamiczne przejs¢é wskazaly mniejsza
trwato$¢ termiczng albumin pozbawionych kwaséw ttuszczowych, potwierdzajac
ochronny wplyw tych kwaséw na trwatos¢ struktury biatka. Spelnienie kryte-
riéw dopuszczajacych mozliwos$¢ rozwazania termicznego rozfaldowania albu-
miny w ramach termodynamiki réwnowagowej pozwolito na przeprowadzenie
analizy dekonwolucyjnej przejscia DSC odzwierciedlajacego ten proces. Nalezy
podkreslié, ze w innych warunkach S§rodowiskowych, w ktérych omawiany pro-
ces bylby nieodwracalny (np. w roztworze soli fizjologicznej) i zalezny od
szybkosci skanowania, podejScie réwnowagowe nie bytoby mozliwe. Przy-
ktadem biatka, dla ktérego analiza procesu termicznej denaturacji w roztworach
wodnych wymagata uwzglednienia efektéw kinetycznych, jest hemoglobina. Ze
wzgledu na staba odwracalnos$¢ przejscia reprezentujacego ten proces oraz jego
zalezno$¢ od szybkosci skanowania zastosowano w tym przypadku modele
omowione w rozdzale 3.2, taczace etapy réwnowagowe i kinetyczne (MICHNIK
et al., 2005 b).

Zgodnie z przeprowadzona w ramach wybranych modeli analiza dekonwolu-
cyjna przejscia zwigzanego z procesem termicznej denaturacji albuminy w nie-
modyfikowanych roztworach wodnych, mozna wnioskowaé, ze:

— rozfaldowanie albuminy wotowej odtluszczonej obejmuje dwa zasadnicze eta-
py: rozfatdowanie C-koncowego fragmentu molekuty, zawierajacego domeng

IIT oraz wigksza czes¢ domeny II, a nastgpnie rozfaldowanie N-koncowego

fragmentu, utworzonego przez domeng I oraz mniejsza cz¢s¢ domeny II;
— w procesie rozfaldowania albuminy wolowej nieodttuszczonej oraz obydwu

albumin ludzkich ujawniajg si¢ trzy kooperatywne podjednostki.

Rozfaldowaniu najmniej trwatej termicznie podjednostki albuminy ludzkiej
(odtluszczonej i nieodtluszczonej) towarzyszy dodatnia zmiana pojemnosci
cieplnej, wskazujaca na dominacj¢ efektéow zwiazanych z odstanianiem grup
niepolarnych. Przy rozfatldowaniu drugiej podjednostki warto$¢ AC, jest takze
dodatnia, ale bardzo mata, w granicach bl¢du réwna zeru. Rozfaldowanie trze-
ciej podjednostki przebiega z ujemna zmiang pojemnosci cieplnej, sugerujac
przewage wktadéow pochodzacych od odstaniania grup polarnych lub wystepo-
wanie zjawiska agregacji.
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6. Termiczna denaturacja albuminy surowicy
w roziworach wodnych modyfikowanych
wybranymi czynnikami chemicznymi

6.1. Przemiany BSA w roztworach o pH w zakresie 3,5-7,0

Warto$¢ pH, podobnie jak temperatura, wptywa na stan biatka i trwatosc¢
jego konformacji. Zmiany pH powoduja modyfikacje sieci wigzan wodoro-
wych, lokalne zmiany konformacyjne majace zwiazek z protonacja i deproto-
nacja, ulegajacych tym zjawiskom grup w biatku, np. histydyny (YANG, JR,
1996). Bialka czgsto sa stabilne tylko w waskim zakresie pH. W przypadku
ekstremalnych wartosci pH, dalekich od pl danego biatka, wzrasta elektrosta-
tyczne odpychanie pomigdzy podobnymi fadunkami i biatko wykazuje tenden-
cje do rozfatdowania (DiLL, 1990; WANG, 1999). Nastgpuje zmiana struktury
trzeciorzegdowej, czasteczka przyjmuje strukture przestrzenna bardziej roz-
ciagnigta w stosunku do natywnej (Basowa et al., 2002). Denaturacja biatek
w ekstremalnych wartosciach pH czesto prowadzi do znaczacych zmian struk-
tury drugorzedowej (KaDI et al., 2006; YANG et al., 2007; DoCKAL et al.,
2000 a). Indukowana zmianami pH denaturacja bialek moze by¢ zjawiskiem
odwracalnym. Zmiany pH mocno wplywaja jednakze na szybkos$¢ agregacji
biatek. Wystgpowanie zjawiska agregacji prowadzi natomiast do nieodwracal-
nosci procesu denaturacji.

W zaleznosci od pH roztworu albumina wystgpuje w réznych formach
izomerycznych, co zostalo opisane przez Fostera w pracach z lat 1960, 1977,
a nastgpnie potwierdzone badaniami prowadzonymi réznymi technikami
(PETERs, 1985; SADLER, DRUCKER, 1993; DockAL et al., 2000 a; Kabpr1 et al.,
2006).
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E < > F < >N < > B < > A

pH przejscia: 2,7 43 8 10

nazwa: Expanded Fast Normal Basic Aged
rozciagnigta szybka normalna zasadowa zestarzata

% a-helisy: 35 45 55 48 48

Izomeryczne formy albuminy surowicy wotowej (PETERs, 1985)

Poczatkowo uwazano, ze przy przejSciu N—=F nastgpuje rozfaldowanie do-
meny IIT (KHAN, 1986). Pézniejsze badania metoda "H NMR pokazaty, ze zmia-
ny nie dotycza wylacznie domeny III, ale ponizej pH 4,5 wystepuje tez roz-
faldowanie w regionie N-konca (SADLER, DRUCKER, 1993). Z kolejnych,
nowszych prac, prowadzonych metodami: dichroizmu kotowego (CD) i fluore-
scencji (DockaAL et al., 2000 a) wywnioskowano, ze przy przejsciu N=F ma
miejsce rozluznienie struktury gléwnie domeny III HSA oraz, ze domena I ule-
ga strukturalnej reorganizacji z niewielkimi zmianami w strukturze drugorze-
dowej, podczas gdy domena II przeksztalca si¢ w stan podobny do tzw.
molten-globuli. Forma F charakteryzuje si¢ dramatycznym wzrostem lepkosci,
znacznie mniejsza rozpuszczalnoscia i znaczacq utrata zawartoSci struktury
a-helikalnej. Interesujacym zjawiskiem, zaobserwowanym przy obnizaniu pH
od 7 do 4 jest stopniowy wzrost scisliwosci BSA (Kabi et al., 2006). Natomiast
ze spadkiem pH od 3 do 2 nast¢puje zmniejszanie si¢ adiabatycznej ScisliwoSci.
Rozciagnigta forma E ma zwigkszong lepko$¢ wewnetrzng i zwigkszony hydro-
dynamiczny stosunek osi.

Podwyzszenie pH z 7 do 9 powoduje ekspansje¢ molekuly (ZUNSZAIN et al.,
2003 a), albumina zmienia konformacj¢ i przyjmuje forme¢ zasadowa (B).
W formie B silniejsze staja si¢ fluktuacje gtéwnego taficucha albuminy, zmniej-
sza si¢ jej konformacyjna stabilnos$¢ i termiczna trwatos¢ (Kosa et al., 1998 b).
Przy przejSciu N—=B domeny I i II ulegaja izomeryzacji struktury trzeciorzg¢do-
wej, podczas gdy dla domeny III nie zaobserwowano zadnych zmian w jej
strukturze trzeciorzegdowej (DockaL et al., 2000 a). Jesli roztwdr albuminy jest
przechowywany w pH 9, przy niskiej sile jonowej w temperaturze 3°C przez
3—4 dni, zachodzi izomeryzacja do formy A.

Doniesienia literaturowe na temat badan wptywu pH na albuming surowicy
technikg DSC dotycza giéwnie jej formy odttuszczonej (TikTOPULO ef al., 1985;
BARONE et al., 1992, 1995; GiancoLA et al., 1997; Kosa et al., 1998 b;
YAMASAKI et al., 1990). Albumina krazaca w organizmie w warunkach fizjolo-
gicznych zawiera zwykle kwasy ttuszczowe, przecigtnie 1—2 czasteczki na mol
biatka. Autorka tej pracy zbadata zaleznosci krzywych DSC albuminy, zawie-
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rajacej fizjologiczne ilosci kwaséw ttuszczowych, od pH roztworu (MICHNIK
et al., 2005 a). Najwazniejszymi kwasami ttuszczowymi zwigzanymi z albu-
ming sa: kwas palmitynowy, stearynowy, oleinowy, linolowy. Lacznie stanowia
one okoto 86% wszystkich kwaséw tluszczowych przylaczonych do albuminy
(NIELSEN et al., 1997). S. CURRY et al. (1999) zasugerowali, ze w warunkach fi-
zjologicznych najbardziej prawdopodobnym z siedmiu miejsc wiazacych kwasy
tluszczowe (oméwionych w rozdziale D I Dodatku) jest to ulokowane w subdo-
menie [IIB.

Przebieg procesu termicznego rozfaldowania albuminy nieodtluszczonej
w roztworach o wartosciach pH od 7,0 do 3,5 zbadano dla dwéch stezen albu-
miny: ¢; = 0,022 mM i ¢, = 0,044 mM (MICHNIK et al., 2005a). Stwierdzono
wyrazny wptyw pH zaréwno na ksztatt krzywej DSC, jak i na wartoSci parame-
tréw opisujacych obserwowane przejscie oraz zaleznos¢ efektu pH od st¢zenia
albuminy. Jak ilustruje rys. 12, w zakresie pH od 5,5 do 7,0 krzywe DSC albu-
miny s3 bardzo podobne i charakteryzuja si¢ pojedynczym przejSciem endoter-
micznym. Przy obnizaniu wartosci pH do okoto 4 obserwuje si¢ ,,poszarpanie”
fragmentu krzywej DSC odpowiadajacego koricowemu zakresowi temperatur
Sledzonego przejscia, Swiadczace o wytracaniu si¢ biatka i towarzyszacej roz-
faldowaniu agregacji. Przy dalszym obnizaniu pH, ponizej wartosci 4, przejscie
staje si¢ bimodalne, przy czym bimodalnos¢ ta pojawia si¢ nieco wczesniej
(przy pH 3,8) w przypadku roztworu albuminy o nizszym st¢zeniu. Dla albumi-
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Rys. 12. Wptyw pH na krzywe DSC albuminy surowicy wotowej BSA; stezenie 0,022 mM; szyb-
ko$é skanowania 1°C min™! (MICHNIK et al., 2005)
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ny o wyzszym st¢zeniu bimodalno$¢ ujawnita si¢ przy pH 3,5, kiedy to przejs-
cie dla albuminy o nizszym stezeniu uleglo dalszym znacznym modyfikacjom
(maty pojedynczy pik pokazany na rys. 12), wskazujac, ze zmiany zwiazane
z obnizaniem wartoSci pH zachodza szybciej w roztworach o nizszym st¢zeniu
biatka.

Zaleznos¢ przebiegu procesu termicznej denaturacji albuminy od pH roz-
tworu zostata potwierdzona wyznaczonymi parametrami przejscia: 7,,, AH oraz
HHW. Najwyzsze i jednoczesnie zblizone temperatury przejScia stwierdzono
w warunkach pH 4,0 i 5,8. Pozostale wartosci T, byty znaczaco nizsze, a r6zni-
ce miedzy nimi istotne statystycznie. Rozpietos¢ wartosci 7, w badanym zakre-
sie pH (3,5—7,0) dla BSA o wyzszym st¢zeniu to: 67,5 £ 0,1°C (pH =4.0) do
52,7 £ 0,5°C (pH = 3,5). Temperatury denaturacji BSA w roztworach o dwa
razy nizszym stezeniu bylty o okoto 2,5°C nizsze. Najwigksza wartoscia entalpii
denaturacji charakteryzowato si¢ przejScie przy pH 4,0, a najmniejsza przy
pH 3,5. Z wyjatkiem zmian entalpii w warunkach pH 5,8 oraz 7,0 wszystkie
pozostate wartosci AH istotnie roznity si¢ migdzy soba. Stwierdzono statystycz-
nie istotng réznice migdzy szerokoscia przejscia w roztworach o niskim i wyso-
kim st¢zeniu BSA przy pH 4,0 (pierwsza z wartoSci HHW wigksza).

Biorac pod uwage dostgpne dane literaturowe, poréwnania uzyskanych para-
metrow przejscia z danymi literaturowymi mozna dokona¢ dla pH 7,0. Wartosci
otrzymane przez A. MICHNIK et al. (2005 a): T,, = 63,8 + 0,1°C, AH = 708 kJ
mol ™' dla stezenia BSA 0,022 mM i 7,, = 66,2 + 0,3°C, AH = 745 kJ mol™' dla
stezenia 0,044 mM sa zblizone, cho¢ nieco nizsze od otrzymanych przez
F. ZHANG et al. (1999) w podobnych warunkach eksperymentalnych, ale w bufo-
rze fosforanowym: T,, = 67,6°C, AH = 213 kcal mol™! = 893 kJ mol™.

Aby uzyskaé wigcej informacji na temat przebiegu procesu termicznego roz-
faldowania albuminy w roztworach rézniacych si¢ pH, przeprowadzono analize
dekonwolucyjna krzywych DSC. Na podstawie przeprowadzonych badan odwra-
calnosci przejscia w roztworach o pH 7 i 4 oraz zaleznosci jego parametréw od
szybkosci skanowania podjgto decyzj¢ o analizie w ramach termodynamiki réw-
nowagowej. Stgzeniowa zalezno$¢ rozpatrywanego procesu sugerowata wystepo-
wanie réwnowagi asocjacyjno-dysocjacyjnej. Jednakze proby zastosowania mo-
delu dwustanowego uwzgledniajacego dysocjacje czasteczki na n podjednostek
(opisanego w rozdziale 4.4): N, < nU, gdzie N i U sa odpowiednio stanami: na-
tywnym i rozfaldowanym, nie daty satysfakcjonujacych wynikéw. Najlepsze do-
pasowania do danych doswiadczalnych uzyskano dla 2,6 < n < 3,8, ale ogdlnie
jako$¢ dopasowania nie byta dobra, charakteryzowala si¢ duza wartoscia y°.

Rezygnujac z modelu uwzgledniajacego dysocjacje, zastosowano wczesniej
sprawdzony dla BSA w roztworze wodnym w zakresie wartosci pH 5,5—6,5
(rozdziat 5) model dwustanowy, zaktadajacy istnienie trzech przejs¢ sktado-
wych. Model ten pozwolit uzyska¢ dobre dopasowania krzywych DSC w zakre-
sie wartosci pH 5—7, ale nie byt odpowiedni dla zakresu niskich wartosci pH.
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Ostatecznie poréwnanie charakterystyk przejscia w calym analizowanym zakre-
sie pH umozliwily modele niedwustanowe: z dwoma i trzema przejSciami
sktadowymi. W przypadku danych DSC dla wyzszego z badanych stgzen albu-
miny dopasowanie krzywych przy zatozeniu trzech przejs¢ sktadowych charak-
teryzowalo si¢ znacznie lepsza jakoscia niz z uwzglednieniem dwdch przejsé.

Na podstawie wynikéw uzyskanych z modelu zaktadajacego dwa przejscia
sktadowe wywnioskowano, ze parametry przejscia realizowanego w zakresie
nizszych temperatur (nazywanego pierwszym) zmieniaja si¢ w sposéb istotny
wtedy, gdy staje si¢ ono bimodalne. Ponizej odpowiadajacej tym warunkom
wartosci pH zaréwno temperatura, jak i entalpia przejScia maleja. Temperatura
drugiego przejScia wykazuje natomiast do$¢ zaskakujaca tendencjg. Ze wzro-
stem pH od 3,5 do 7,0 zaobserwowano spadek 7,, o 4,1°C dla nizszego
i 0 3,4°C dla wyzszego z badanych stezen albuminy. Zmiany temperatury przej-
Scia nie byly skorelowane ze zmianami entalpii denaturacji, pokazanymi w tabe-
li 8. Probe uzasadnienia tendencji wzrostu temperatury drugiego przejscia ze
spadkiem pH oparto (MICHNIK et al., 2005 a) na znanym z doniesieni literaturo-
wych zjawisku migracji kwaséw tluszczowych migdzy molekutami albuminy
przy jej ogrzewaniu (PETERS, 1985).

Tabela 8

Wyniki analizy dekonwolucyjnej dla BSA (¢, = 0,022 mM, ¢, = 0,044 mM) uzyskane w ramach

modelu niedwustanowego z dwoma przejSciami (podano wartosci Srednie + blad standardowy
Sredniej) (MICHNIK et al., 2005 a)

i AH[ml/kJ mol*‘ AH]MI / AH]VH AHZ(-a] /kJ ]’1’1017l AHZrul/ AHZ‘,H
P C| Cc2 C| [ C1 2 Cl (&)
35 — 323 + 24 — 1,5+0,2 — 181 = 17 — 0,5 +0,1
3,8 266+ 10 — 1,1 £0,1 — 138 + 2 — 0,4 +0,1 —

40 [336+54[395+£38[1,6+x03|20+£02[627+40|633+69|18+0,2|1,6+0,2
58 [492+24(347+10(2,1%£0,1|1,7+0,1 24917 | 506+5 [0,5+0,1|1,2+0,1
70 [332+£11(348+21|1,6+0,1|1,7+02|373+11|378+43|09+0,1(0,9 0,1

Wyniki zebrane w tabeli 8 pozwalaja zauwazy¢, ze proporcje wktadéw ciepl-
nych pochodzacych od pierwszego i drugiego przejScia sktadowego réznig si¢
dla r6znych pH. Wyznaczone przy pH 7,0 wartosci parametréw wyodrgbnionych
w wyniku analizy dekonwolucyjnej przejs¢ sktadowych (7, = 60,9 +0,3°C,
AH,, =348 £ 21 kI mol™' i T,, = 66,5 + 0,1°C, AH,, = 378 + 43 kJ mol™') sa
bardzo podobne do otrzymanych przez E. KaNg, J. SinGH (2003): (7,; = 60,9 £
0,4°C, AH,, =289 + 8 kIl mol' i T, = 66,4 + 1,0°C, AH,, = 310 + 46 kJ
mol™!) przy pH 7,4. Autorka tej pracy nie doszukata si¢ w literaturze danych
umozliwiajacych analogiczne poréwnania w przypadku innych wartosci pH.

Oprécz temperatur i entalpii kalorymetrycznych przejScia wyznaczono war-
tosci entalpii van’t Hoffa, AH ,, pokazane dla réznych pH takze w tabeli 8.
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Stosunek entalpii kalorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa AH., /AH,, dla
przejscia niskotemperaturowego przyjmuje wartosci wigksze od 1 dla kazdego
pH, wskazujac na obecnos$¢ stanéw posrednich lub wiecej niz jednej podjed-
nostki kooperatywnej podczas rozfatdowania biatka. W zakresie pH od 4,0 do
7,0 wynosi on okoto 2, sugerujac dwie strukturalne podjednostki, a ponizej
wartosci pH 4,0 jest blizszy wartosci 1. Dla drugiego przejscia, wysokotempe-
raturowego, trudno zaobserwowaé prawidtowosci w przyjmowanych warto-
Sciach stosunku AH,,/AH,;,. W kwasowym Srodowisku (pH 3,5 oraz 3,8)
wynosi on okoto 0,5, sugerujac dimeryzacje molekut. Dla pH 4,0 wartosci
okoto 1,8 dla wyzszego i 1,6 dla nizszego st¢zenia albuminy wskazuja na licz-
be¢ podjednostek blizsza 2 niz 1. W poblizu neutralnych wartosci pH bliski
wartosci 1 stosunek entalpii kalorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa mowi
o rozfatdowaniu jednej podjednostki w przejSciu dwustanowym. Proces repre-
zentowany przez drugi pik analizowanego przejsScia endotermicznego jest zatem
silnie uwarunkowany zmianami pH roztworu biatka.

Zaprezentowane wczesniej wyniki sugeruja istnienie trzech podjednostek
ujawniajacych sig¢ w procesie termicznej denaturacji BSA, przy czym zmiany
pH modyfikuja podziat czasteczki na te podjednostki.

W przypadku roztworu BSA o wyzszym stezeniu (0,044 mM) wyraZnie lep-
sze dopasowanie krzywych DSC uzyskano w ramach modelu niedwustanowego
z trzema przejsciami sktadowymi (I—III), co potwierdza zasugerowane przez
analiz¢ modelu z dwoma przejSciami wyodrebnienie si¢ w trakcie procesu ter-
micznej denaturacji albuminy trzech strukturalnych podjednostek. Wyniki zapre-
zentowane w tabeli 9 sa zgodne z wczesniejszym wnioskiem, Ze energetyczne

Tabela 9

Wyniki analizy dekonwolucyjnej dla BSA (stezenie 0,044 mM) uzyskane w ramach modelu nie-

dwustanowego z trzema przejsciami [—III (podano wartosci srednie + biad standardowy sredniej)
(MICHNIK et al., 2005 a)

i Zmiana entalpii AH / kJ mol™!
P AHjca AHjca! AHpy AHjpea AHjea ! AHim AH ppea AHppea | AHynn
3,5 46 + 4 0,1 £0,0 289 + 17 1,2 +0,1 184 + 4 0,5+0,1
4,0 255 + 50 1,6 £ 04 51579 1,5+0,3 251 =50 05+0,1
5,8 402 + 29 22+04 406 + 29 1,0 £ 0,1 213 £ 42 04 +0,1
7,0 146 + 12 0,8 £0,2 603 + 8 2,1 +£0,1 117 £ 8 0,2+0,0

wktady poszczegdlnych przejs¢ sktadowych zaleza od pH roztworu. Warto za-
uwazy¢, ze niezaleznie od wartosci pH zmiana entalpii odpowiadajaca Srodko-
wemu (II.) przejsciu jest zawsze najwigksza. Wspdlna cecha przebiegu procesu
termicznej denaturacji BSA w roztworach rézniacych si¢ kwasowoscia jest za-
tem to, ze najwigkszy efekt cieplny towarzyszy rozfaldowaniu fragmentu ma-
kromolekuty reprezentowanemu przez Srodkowe przejscie sktadowe.
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Analiza rozpigtosci wartosci 7,,; (i = I, II, III), zilustrowanych na rys. 13,
pozwala wywnioskowaé, ze w roztworze o pH 5,8 makromolekuta BSA jest
najbardziej zwarta, a przy pH 3,5 jej struktura jest luzna, rozciggnigta (réznice
pomiedzy T, i T,,,;; W tych warunkach wynosza odpowiednio 5°C i 24°C). Ob-
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Rys. 13. Zaleznos¢ temperatur przejscia 7,,; (i = L, II, III) od pH roztworu (model niedwustanowy
przy zatozeniu trzech przejs¢ sktadowych) (opracowanie wtasne)

raz ten jest zgodny z propozycjami struktur konformacyjnych izomeréw N, F
i E albuminy (Carson, 1987 — ich ilustracja graficzna zamieszczona zostala
np. w pracy: D.C. CARTER, J.X. Ho, 1994 jako Fig. 12). Wartosci T,, 1 T,,; sa
wyraznie nizsze dla albuminy w roztworze najbardziej kwasnym z badanych,
natomiast dla wartosci 7,,;; ujawnia si¢ staba tendencja malejaca ze wzrostem
pH, ale réznice migdzy wartosciami 7,,;; przy réznych pH okazaly si¢ nieistot-
ne statystycznie.

Wyznaczone dla poszczeg6lnych przejs¢ sktadowych stosunki AH, / AH
(tabela 9) dostarczyly informacji na temat réznic w przebiegu rozfaldowania
czasteczki BSA w roztworach o pH 7,0 i 5,8. Przy pH 7,0 dla pierwszego przej-
Scia (I) przebiegajacego w zakresie najnizszych temperatur stosunek ten byt bli-
ski 1, dla drugiego (II) wynosit okoto 2, a dla trzeciego (III), okoto 0,2. Przy
pH 5,8 wartosci AH,, / AH,; dla dwoch pierwszych przej$é ksztattowaty sie
odwrotnie, a dla trzeciego bylo to 0,4. Wyniki te sugeruja, ze przy pH 7,0
przejscia I 1 II z temperaturami: 7,,; = 54°C 1 T,;; = 65,5°C reprezentuja roz-
faldowanie kolejno jednej, a nastgpnie dwoch domen BSA. W przypadku pH
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5,8 przejscia w temperaturach 7, = 63°C i T,,; = 66°C sa zwiazane z roz-
fatdowaniem odpowiednio: dwoch, a nastepnie jednej domeny BSA. Zakta-
dajac, ze makromolekuta BSA dzieli si¢ na podobne dwa fragmenty przy oby-
dwu wartosciach pH: mniejszy — zawierajacy jedna z domen i wigkszy —
zawierajacy dwie domeny, rozfaldowanie nastgpowatoby od C- lub N-korica,
zaleznie od pH. Taki wniosek jest w zgodzie z obserwacjami dotyczacymi pro-
cesu rozfatdowania odttuszczonej formy albuminy wotowej w podobnych wa-
runkach pH. C. GiancorLa et al. (1997) stwierdzili, ze w roztworze o pH 7
N-koricowy fragment (domena I) rozfaldowuje si¢ najpierw, czyli w zakresie
nizszych temperatur, a nast¢pnie wspdlnie rozfaldowuja si¢ domeny II i III. Au-
torka tej pracy wykazata (MicHNIK, 2003), ze w roztworze wodnym o pH 5,8
wigkszy C-koricowy fragment BSAf, zawierajacy domene¢ III oraz wigksza
czgs¢ domeny II, rozfatdowuje sig¢ jako pierwszy, tzn. w zakresie nizszych tem-
peratur. Przedstawione tu wyniki badafi wyjasniaja zatem wspomniang w roz-
dziale 9.4 pozorna sprzeczno$¢ miedzy sugerowanymi przebiegami termicznego
rozfaldowania albuminy (GIANKOLA et al., 1997; MicHNIK, 2003).

Parametry trzeciego przejscia sktadowego, w tym takze stosunek entalpii ka-
lorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa, byty bardzo podobne w zakresie pH od
4,0 do 7,0. Prawdopodobne jest, ze przejScie to reprezentuje frakcje molekut
stabilizowanych dodatkowo kwasami tluszczowymi migrujacymi podczas ogrze-
wania roztworu albuminy (PETERS, 1985). Mniejsza od 1 warto$S¢ AH_,/ AH,y
(0,2—0,5) wskazuje na agregacj¢ bialka.

Podsumowujac wyniki badain wptywu pH na przebieg termicznej denaturacji
albuminy wolowej zawierajacej naturalnie obecne w niej kwasy tluszczowe
(MICHNIK ef al., 2005 a), mozna stwierdziC, ze zaobserwowane zmiany w profi-
lach DSC albuminy powodowane zmiang pH roztworu, zwigzane sa w duzym
stopniu z przeksztatcaniem si¢ poszczegdlnych izomerycznych form albuminy.
Nalezy tez zauwazy¢, ze ksztatt krzywej DSC odzwierciedla stan strukturalny
makromolekuly i zmienia si¢ ze zmiang sily stabilizujacych go oddziatywan.
Rézne czynniki moga jednak wywolywaé podobne efekty. Zmiana pH w kie-
runku powodujacym rozluznienie struktury biatka, a w nastgpstwie jego roz-
faldowanie z mniejszym nakladem energii cieplnej, moze by¢ réwnowazna
w sensie efektu widocznego na krzywej DSC zmianom czasowym zachodzacym
w roztworze biatka. Sledzac takie zmiany w roztworach wodnych BSA
(MICHNIK et al., 2004), zaobserwowano, ze pojedynczy pik dla Swiezego roz-
tworu BSA w okreslonych warunkach Srodowiskowych i pomiarowych prze-
ksztalca si¢ z czasem w pik z ramieniem, szerokie przejScie bimodalne, a na-
stepnie w ,,szczatkowy”, maty pojedynczy pik reprezentujacy prawdopodobnie
rozfatdowanie molekuty albuminy, ktérej struktura ulegta rozluZnieniu, a nawet
zniszczeniu w czasie przechowywania i tylko niewielki efekt cieplny wiaze si¢
z jej termiczng denaturacja. Podobny przebieg zmian zarejestrowano przy ob-
nizaniu pH ponizej wartosci 4. Przeksztalcanie si¢ formy N w F, a nastgpnie

al
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w E przy wzrastajacej kwasowosci zwigzane jest z czgSciowym otwarciem ma-
kromolekuty. PrzejScie N—F prowadzi takze do duzych zmian w hydratacji.
Zaobserwowano, ze zmiany zachodzace ze zmniejszaniem si¢ pH w roztworze
0 nizszym z badanych st¢zeniu albuminy wyprzedzaly zmiany zachodzace
W roztworze o wyzszym st¢zeniu. WyraZnie rézny obraz termicznego rozfatdo-
wania albuminy uzyskano dla obydwu stezert przy pH 3,5. W tym stosunkowo
kwasnym Srodowisku, w roztworze o nizszym st¢zeniu, rozfaldowaniu makro-
molekuty BSA towarzyszy 4-krotnie mniejszy efekt cieplny niz w roztworze
o dwukrotnie wyzszym st¢zeniu biatka.

Warto podkreslic wynikajace z przedstawionych tu badari i doniesien litera-
turowych réznice pomigdzy albuming odtluszczona i nieodttuszczong. Badajac
wpltyw pH na termiczne rozfaldowanie albuminy odttuszczonej, przy pH < 3,5,
M. YAMASAKI et al. (1990) nie obserwowatl juz zadnego przejscia, podczas gdy
dla podobnego st¢zenia albuminy nieodttuszczonej w badaniach A. MICHNIK et
al. (2005 a), niewielkie przejscie stale byto obserwowane. Mata entalpia ter-
micznej denaturacji obserwowana w tych warunkach swiadczy o fatwym, prze-
biegajacym z niewielkim efektem cieplnym, zniszczeniu struktury biatka.

6.2. Proces termicznej denaturacji HSA i HSAf w roztworach wodnych etanolu

6.2.1. Biatka w roztworach wodno-alkoholowych

Alkohole zmieniaja natywna struktur¢ biatka, w duzych stezeniach powo-
dujac jego nieodwracalna denaturacj¢. Juz badania prowadzone przez W.W.
Lepeschkina w pierwszej potowie XX wieku (1923 rok) wskazaty na podo-
biefistwo pomiedzy cieplna i powodowang przez etanol denaturacja biatek.
F.A. Jounson, D.H. CampBEL (1946) zaobserwowali, ze alkohol przyspiesza
proces termicznej denaturacji biatka oraz oszacowali, ze w temperaturze 65°C
okoto 1,5 razy wigcej czasteczek etanolu taczy si¢ z czasteczkami globulin su-
rowicy ludzkiej, ktére ulegty denaturacji, niz z natywnymi. Cho¢ tematyka od-
dzialywania alkoholi z biatkami jest stale aktualna w pracach naukowych, me-
chanizm dziatania alkoholi na biomolekuty pozostaje niejasny i jest nadal
problemem zywo dyskutowanym (KrLEmwm, 1998; HIrOTA-NAKAOKA, GOTO,
1999; DwYER, BRADLEY, 2000; DESPHANDE et al., 2005; BANERIJE, KISHORE,
2005).

Oddziatywania alkohol—biatko sa wazne nie tylko w kontekscie lepszego
zrozumienia procesu faldowania bialek, wyjasnienia natury sit stabilizujacych
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ich natywna konformacje, lecz maja takze pewne znaczenie praktyczne
zwiazane z poznaniem wplywu alkoholu na procesy biologiczne, szczegdlnie
te, w ktérych biatka odgrywaja istotna role (LAKSHMAN et al., 1999; MOLINA-
-PEREZ et al., 2000). Mieszaniny wodno-alkoholowe sg przedmiotem czgstych
badarn ze wzgledu na specyficzny wplyw, jaki wywiera dodatek alkoholu na
wlasciwosci 1 strukturg wody (D’ANGELO ef al., 1994; TANIEWSKA-OSINSKA,
PIEKARSKI, 1994, 1984; PiEKARSKI, TKACzZYK, 1995; ONORI, SANTUCCI, 1996;
TakamUKku et al., 2005). Oddziatywania molekularne w roztworach moga by¢
z powodzeniem badane m.in. z zastosowaniem metod kalorymetrycznych
(PIEKARSKI, 2004).

Czasteczka alkoholu zawiera grupe wodorotlenowa, wbudowanie si¢ jej za-
tem do przestrzennej sieci wigzan wodorowych jest prawdopodobnie tatwe
i wptyw alkoholu na wodg zalezy gtéwnie od wielkosci i ksztattu weglowodo-
rowego rodnika alkoholu. Rodniki alkoholowe zmieniaja strukturg wody. Naj-
czesciej wptyw alkoholi na budowe wody rozpatruje si¢ jako klatratopodobna,
hydrofobowa hydratacje. Wystgpowanie tego zjawiska powoduje utrudniong
w poréwnaniu ze Srodowiskiem czystej wody solwatacje jonéw, a to wiaze si¢
ze zwigkszeniem endotermicznych lub zmniejszeniem egzotermicznych efektéw
rozpuszczania.

Alkohole prawdopodobnie nie tworza silnych komplekséw z biatkami. Jed-
nakze sa doniesienia literaturowe $§wiadczace o istnieniu stabych kompleksow,
powstajacych na zasadzie oddzialywari hydrofobowych pomigdzy fadcuchami
alifatycznymi alkoholi i resztami aminokwasowymi taficuchéw bocznych biatka,
wspomaganych wigzaniami wodorowymi (LUBAS et al., 1979), a takze o bezpo-
Srednim wigzaniu alkoholu do réznych biatek w specyficzny sposéb (AvbuLov
et al., 1996; BRILL et al., 1976; KRUSE et al., 2003; MUHOBERAC et al., 1988).
Aktualnie panuje przekonanie, ze alkohole sa gtéwnie donorami wigzania wo-
dorowego, a ich wiazanie do taficucha polipeptydowego jest stabilizowane od-
dziatywaniami hydrofobowymi. Miejsca wiazace dla czasteczek alkoholi sa cze-
sto ulokowane w poblizu N-konica, zawieraja segment typu ,,zakret” lub ,,petla”,
ktére sasiaduja z a-helisa (DWYER, BRADLEY, 2000).

Inna koncepcja zaktada posredni efekt dziatania alkoholu, polegajacy na
zmianach wtasciwosci rozpuszczalnika. Skutki wywolywane przez alkohol
w roztworach bialek przypisywane sa strukturalnej reorganizacji wody w obec-
nosci alkoholu i specyficznym wiasciwosciom mieszanin woda — alkohol (wy-
stepujacym w zakresie sktadu, w ktérym dominuje woda). Za taka hipoteza
przemawia zauwazona korelacja migdzy wptywem alkoholu na konformacyjne
i dynamiczne witasciwosci biomolekut i zmianami we wlasciwosciach rozpusz-
czalnika wodno-alkoholowego (CALANDRINI ef al., 2000, 2001).

Denaturujacy efekt alkoholi jest w duzym stopniu spowodowany zmniejsze-
niem Sredniej wartosci statej dielektrycznej mieszanin wodno-alkoholowych
(DUFOUR et al., 1993; UVERSKY et al., 1997; ZAVODNIK et al., 1997). W rozpusz-
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czalnikach o nizszej polarnosci oddziatywania hydrofobowe, stabilizujace na-
tywna strukture, sa ostabiane. Nie tylko destabilizacja trzeciorzegdowej, lecz tak-
ze zmiany w drugorzedowej strukturze biatka pod wplywem alkoholu zostaty
potwierdzone doswiadczalnie (CHEN et al., 1999; Hamapa et al., 1995;
HERSKOVITS et al., 1970; HIROTA-NAKAOKA, GOTO, 1999; LIN et al., 1999, 2004
a, b; SHIRAKI et al., 1995; SUNDD et al., 2000).

Wypierajac niektére leki z ich miejsc wiazacych w biatkach, alkohol moze
zmienia¢ farmakokinetyke. Dowiedziono, Ze etanol wptywa na wigzanie warfa-
ryny (leku o dziataniu antykoagulacyjnym) do ludzkiej albuminy (Ha ef al.,
2000).

6.2.2. Proces termicznej denaturacji HSA i HSAf w obecnosci etanolu

Modyfikacje struktur biatkowych w roztworach wodno-alkoholowych w sto-
sunku do ich form natywnych w roztworach wodnych znajdujgq odzwierciedlenie
w zmianach przebiegu termicznej denaturacji biatka. Specyfike tego zjawiska
zbadano, stosujac technike réznicowej kalorymetrii skaningowej do poznania
przemian termicznych surowiczej albuminy ludzkiej w roztworach wodnych
w obecnosci etanolu (MICHNIK et al., 2006, 2007 a, b). Ze wzgledu na sugestie,
7e miejsca wigzace dla etanolu maja charakter hydrofobowy i moga nimi by¢ te
same, do ktérych w albuminie wiaza sie¢ kwasy ttuszczowe (AvbpuLov et al.,
1996), w pracach A. MICHNIK et al. skupiono uwage na poréwnaniu od-
dziatywan etanolu z albuming pozbawiona kwaséw ttuszczowych oraz z ta, do
ktorej przylaczone sa kwasy ttuszczowe.

Biorac pod uwagg fizjologi¢ cztowieka, najbardziej interesujacym zakresem
stezen alkoholu bytby taki, ktéry odpowiada mozliwym st¢zeniom alkoholu we
krwi po spozyciu alkoholu, tzn. od 0,1% v/v do 0,5% v/v. Farmakologiczne
efekty alkoholu sa widoczne w zakresie stezeri 0,02—0,9% v/v (5—150 mM).
Jednakze tak mate st¢zenie etanolu nie powoduje dostrzegalnej zmiany
w ksztalcie i parametrach obserwowanego na krzywej DSC przejscia albuminy.
Przy stezeniu etanolu rzedu dziesiatych czesci M i st¢zeniu biatka kilkadziesiat
UM (odpowiednim w pomiarach mikrokalorymetrycznych) wartos¢ stosunku
molowego etanolu do biatka jest znacznie wigksza od tej, jaka moze odpowia-
da¢ prawdopodobnym stgzeniom we krwi.

Poréwnujac profile DSC termicznej denaturacji HSA i HSAf, zilustrowane
na rys. 14 A i B, tatwo zauwazy¢, ze wplyw etanolu na dwa badane rodzaje al-
buminy objawia si¢ inaczej. NajwyraZniejszym efektem powodowanym przez
etanol odnosnie do albuminy nieodtluszczonej jest obnizenie jej temperatury
przejscia (T,), natomiast w stosunku do albuminy odttuszczonej ujawnienie
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Rys. 14. Krzywe DSC nieodtluszczonej (A) oraz odtluszczonej (B) albuminy surowicy ludzkiej
w obecnosci wskazanych stgzeni etanolu (% v/v); st¢zenie albuminy 0,0225 mM, szybko$¢ skano-
wania 1°C min~' (MicuNIk, 2007 b)
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jego bimodalnego charakteru. Ze wzrostem st¢zenia etanolu obserwuje si¢ wy-
ostrzanie si¢ piku w przypadku HSA (z wyjatkiem najwyzszego z badanych
stezen 20% v/v), a poszerzanie z jednoczesnym wyodrgbnieniem dwdch
maksiméw lokalnych nadmiarowej pojemnosci cieplnej w przypadku HSAf.
Wsp6lnym dla obydwu albumin efektem dodania etanolu do ich wodnych roz-
tworéw jest zredukowanie wartosci AC, denaturacji. Podobny efekt, zaobser-
wowany przy rozfaldowaniu ubikwityny w obecnosci metanolu, gdzie AC, spa-
dato do wartosci bliskiej zeru w 30% (v/v) metanolu, przedyskutowany zostat
w pracy D.N. WOOLFsON et al. (1993).

Przyczyna zmniejszenia szerokosci potéwkowej przejscia HSA w obecnosci
etanolu nie jest jasna. Préba wytlumaczenia efektu moze by¢ wzrost koopera-
tywnosci przejscia uwarunkowany powstaniem bardziej zwartej struktury biatka,
np. na skutek relacjonowanej przez autoréw niektdrych prac stabilizacji i wzro-
stu jego struktury a-helikalnej w roztworach alkoholu (HirROTA-NAKAOKA, GOTO
1999; HAMADA et al., 1995; SHIRAKI et al., 1995; SUNDD et al., 2000; LN ef al.,
2004). Przy duzym, 20% v/v st¢zeniu etanolu wyostrzenie piku zanika, przejs-
cie rozpoczyna si¢ W nizszej temperaturze i rozciaga si¢ w szerszym zakresie
temperatur, co Swiadczy o destabilizujacym wpltywie alkoholu na strukturg
biatka (MicHNIK, DrzAZGA, 2007 b).

Efekt wzrostu szerokosci potéwkowej piku, obserwowany dla albuminy od-
tluszczonej w obecnosci etanolu, przypisa¢ mozna gtéwnie pojawiajacej si¢ bi-
modalnosci przejScia. Maksimum pierwszego ze sktadowych przejsé (,,I” — re-
alizowanego w zakresie nizszych temperatur) przesuwa si¢ w kierunku nizszych
temperatur ze wzrostem stgzenia etanolu, natomiast drugiego (,,II” — realizo-
wanego w zakresie wyzszych temperatur) przesuwa si¢ nieznacznie w kierunku
temperatur wyzszych przy wzroscie st¢Zenia etanolu do okoto 3% v/v, a nastgp-
nie pozostaje praktycznie niezmienne do okoto 10% v/v. Opisane spostrzezenia
wyjasniono wigzaniem molekut etanolu do albuminy (MicHNIK, 2007 a).

6.2.3. Wiazanie etanolu do albuminy

Przyczyna zmiany temperatury 7,, rozfaldowania albuminy w roztworach
woda—etanol moze by¢ wiazanie molekut etanolu do makromolekuty bialka.
Wiazanie ligandéow do formy natywnej biatka powoduje wzrost, a wigzanie do
formy zdenaturowanej obnizenie wartosci 7,, (Cooper, 1993, 2000). Systema-
tyczne obnizanie si¢ temperatury przejscia HSA ze wzrostem st¢zenia etanolu
Swiadczy o wigzaniu etanolu do zdenaturowanej formy albuminy nieodttuszczo-
nej. Wyniki DSC dla albuminy odtluszczonej sugeruja, ze w roztworach o ni-
skich stezeniach etanolu mozliwe jest jego wiazanie zar6wno do natywnych, jak
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i zdenaturowanych form makromolekuty, natomiast przy duzych stezeniach —
tylko do formy zdenaturowanej (MICHNIK, 2007 a, b).

W ukiadach biatko — ligand wystgpowanie dwoch sktadowych przejscia
przypisuje si¢ najczesciej oddzielnemu rozfatldowaniu dwéch frakeji biatka: ,,bo-
gatej” i ,,ubogiej” pod wzgledem przytaczonego liganda (SHRAKE, Ross, 1988,
1990). Bimodalnos¢ przejscia opisujacego termiczng denaturacj¢ albuminy
odtluszczonej w obecnosci etanolu nie musi jednak wynikaé z obecnosci 16z-
nych frakcji molekul biatka. Mozna ja takze wyttumaczy¢ oddzielnym rozfatdo-
waniem fragmentéw makromolekuty albuminy, charakteryzujacych sie rézna
trwatoscia termiczng. W podobny spos6b w rozdziale 6 uzasadniono bimodalny
charakter termicznego rozfatdowania pozbawionej kwaséw ttuszczowych albu-
miny surowicy wotowej w roztworach wodnych (MicHNIK, 2003). Zgodnie
z taka hipoteza w procesie denaturacji mozna wyodrgbni¢ co najmniej dwa eta-
py. W pierwszym nast¢puje rozfaldowanie fragmentu makromolekuty o nizszej
termostabilnosci. Na skutek przylaczenia do niego molekul etanolu jest on do-
datkowo destabilizowany, co prowadzi do obnizenia jego temperatury przejscia.
Drugie przejscie sktadowe odpowiada fragmentowi rozfatdowujacemu si¢ w za-
kresie wyzszych temperatur. Ewentualne wigzanie molekut etanolu do tej czgsci
albuminy wywiera przy niskim stgzeniu alkoholu nieznaczny efekt stabilizujacy.
Wskazuje to na wiazanie etanolu do niezmienionej makromolekuly, jeszcze
przed rozpoczeciem procesu jej rozfaldowania pod wpltywem wzrostu tempera-
tury.

Biorac pod uwage doniesienia literaturowe o zajmowaniu przez etanol
miejsc wiazacych kwasy ttuszczowe (AvDULOV et al., 1996) oraz fakt, ze w za-
kresie badanych st¢zeri nie zaobserwowano podobnego efektu stabilizujacego
w przypadku albuminy nieodtluszczonej, prawdopodobne wydaje si¢ bezposred-
nie, specyficzne wigzanie etanolu do ,,pustych” po kwasach tluszczowych
miejsc wigzacych znajdujacych si¢ w bardziej trwalym termicznie fragmencie
makromolekuly. Stabilizujace dzialanie matych stgzen etanolu zaobserwowano
takze dla innych biatek. Wartos¢ T, receptorowego biatka Interleukin-1 wzrasta
od 48,1°C do 48,6°C w obecnosci 5,1 mg/ml etanolu, ale maleje do 43,8°C
przy 50 mg/ml (REMMELE et al., 1998).

Na podstawie wynikéw badari odwracalnosci procesu termicznej denaturacji
albuminy w roztworach woda — etanol oraz ich zaleznosci od szybkosci skano-
wania, uznano, ze — podobnie jak w roztworach wodnych — mozliwa jest ana-
liza w ramach termodynamiki réwnowagowej (MICHNIK, 2007 b). Przyjmujac
model réwnowagowy rozfaldowania biatka z jednoczesnym wiazaniem ligan-
déw, zmiang 7,, ze wzrostem stgzenia liganda mozna powiaza¢ z dodatkowg
energia Gibbsa stabilizacji (AAG), gdy ligand wiaze si¢ do natywnego biatka
lub destabilizacji (-AAG), gdy ligand wiaze si¢ do formy rozfaldowane;j
(CoopPER, 2000). Zakladajac, ze makromolekuta albuminy ma n identycznych,
niezaleznych miejsc wiazacych dla etanolu, z takimi samymi stalymi asocjacji
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K,, energia swobodna Gibbsa rozfaldowania biatka w danej temperaturze (7)
jest dana przez:

AG = AG® — nRT In(1 + K, [et]), (7.1)

gdzie: R jest stala gazowa, [ef] — st¢zeniem swobodnego etanolu (w przepro-
wadzonym eksperymencie za [ef] przyjeto stezenie calkowite etanolu ze wzgle-
du na jego nadmiar w stosunku do biatka), AG — energia swobodng Gibbsa
rozfatdowania biatka w nieobecnosci liganda.

Rozwazajac wiazanie etanolu do rozfaldowanej formy albuminy oraz
przyjmujac T, jako temperaturg, w ktérej AG rozfaldowania biatka w roz-
tworze o okreSlonym stezeniu etanolu [ef] rowna si¢ zero (w tej temperaturze
proces rozfaldowania zrealizowany jest w 50%), AAG mozna wyrazi¢ dwo-
jako:

Tl/z[e 1T Tl?2
AAG = AGO(Tl/z[et] )= AH(TI/Z[er]) TZ -
1/2[et]
(7.3)
TO
_ACZ Tl/z[ez] - Tl(/Jz + Tl(/)zln(T = ]]
1/2et]

gdzie: T}, jest temperatura 7, /2er) PTZY Z€rowym stezeniu etanolu. Wartos¢ AC 2
wyznaczono z zaleznosci AH(T,,,,,,) wzgledem T,,,,,,. Trzeba zdawac sobie
sprawe, ze przy tego typu oszacowaniu AC2 mozliwe jest popelnienie duzego
btedu, nawet do 50% (ROsGEN, Hinz, 2001).

Dzigki zaleznos$ciom:

WAAG) _ o Kol e
aln[et] 1/2[et] 1+ Kb [et] 1/2[et] .
oraz
I(AAG K
= : <nRT, 5. K, (7.5)

=nRT, .,
dlet] 1+ K, [et]

oszacowano z nachylen liniowych wykreséw AAG wzgledem In[ef] oraz wzgle-
dem [ef] dolne granice wartosci #n i nK, (MICHNIK, 2007 a). Podobna metodg za-
stosowano do wyznaczenia parametréw wigzania anestetyku halotan do natyw-
nej formy BSA (TANNER et al., 1999).
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Oszacowania minimalnych wartosci parametréw n i K, przeprowadzono dla
dwéch stezen albumin ludzkich: odttuszczonej i nieodttuszczonej, w kilku za-
kresach stezenia etanolu (MICHNIK, 2007 a). Ze wzgledu na uM stezenie biatka
warunki te odpowiadaty nadmiarowi etanolu w stosunku do albuminy (nawet
przy najnizszym badanym stgzeniu etanolu, 1% v/v, tysiace molekul etanolu
przypadaly na jednag makromolekule albuminy). W zakresie stgzen etanolu do
3% v/v uzyskano minimalna warto§¢ n mniejsza od 1, a K, powyzej 1,2 M~ dla
HSA i 4,4 M™' dla HSAf. Te, wprawdzie minimalne, oszacowane wartosci K), sa
znacznie mniejsze od wartosci 19,3 M™! otrzymanej przez N.A. AVDULOVA et al.
(1996) dla wigzania etanolu do BSA. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze ekspery-
ment N.A. Avdulova dotyczyt wigzania w temperaturze 36,5°C i przeprowadzo-
ny byt dla jeszcze nizszych stgzeri etanolu (0,025—0,2 M). Wartosci K, oszaco-
wane przez A. Michnik odnosza si¢ do temperatury przejscia biatka ze stanu
natywnego w rozfaldowany i do stgzeri etanolu powyzej 0,2 M. W zakresie ste-
zen etanolu od 0,5 M do 3,4 M uzyskano wigksze wartosci n (od 1 do 3) i jesz-
cze mniejsze wartosci K,. Wyniki pozwolity na wyciagnigcie wniosku o istnie-
niu miejsc wiagzacych o ré6znym powinowactwie do alkoholu.

Podsumowujac wyniki prac A. MIcHNIK (2007 a, b), mozna stwierdzi¢, ze
etanol silniej wiaze si¢ do albuminy odtluszczonej niz do nieodttuszczonej, co
potwierdza sugestie o zajmowaniu miejsc wiazacych kwasy ttuszczowe. Przy ni-
skich stezeniach alkoholu (ponizej 0,5 M) przynajmniej co druga czasteczka al-
buminy tworzy kompleks z czasteczka etanolu. Przy wyzszych st¢zeniach etano-
Iu (powyzej 0,5 M) wigcej niz trzy czasteczki etanolu moga si¢ wiaza¢ do
rozfaldowanej czasteczki albuminy, ale stabiej niz w zakresie nizszych stgzen
denaturanta.

Stabilizujace strukturg¢ albuminy dzialanie matych stezeri etanolu, a destabi-
lizujace duzych, oraz odmienny charakter kompleksow albuminy z molekutami
etanolu przy jego niskim i wysokim stgzeniu sugeruja zaleznos¢ tych efektow
od wilasciwosci mieszanin wodno-alkoholowych. Stwierdzono, ze alkohol
wywoluje przeciwne skutki przy niskim i wysokim stgzeniu takze w innych pro-
cesach. Zaobserwowano, ze dodanie matych ilosci alkoholu redukuje, a duzych
podwyzsza krytyczne stgzenie micelizacji (CMC). Wykazano, ze mieszaniny
wodno-alkoholowe charakteryzuja si¢ odmiennymi wiasciwosciami w réznych
zakresach sktadu (TANIEWSKA-OSINSKA, PIEKARSKI, 1994, 1984; D’ANGELO et al.,
1994; OnNoRrI, SaNTUCCI, 1996). Wazny parametr termodynamiczny, czastkowa
molowa objetos¢ mieszaniny etanol — woda, wykazuje minimum w zakresie ni-
skich zawartosci etanolu, korelujace z minimum promienia hydrodynamicznego
lizozymu w takich roztworach (wystgpuje ono przy frakcji molowej etanolu
okoto 0,02) (CALANDRINI et al., 2000, 2001). W roztworach o bardzo matym ste-
zeniu alkoholu jego molekuty sa monomolekularnie rozproszone i otoczone
przez molekuty wody. W ograniczonym zakresie stgzen alkoholu w wodzie two-
rzone sa struktury klatratopodobne. Powyzej pewnego st¢zenia alkoholu wyste-
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puje agregacja czasteczek alkoholu. Powoduje ona silne modyfikacje solwatacji
grup hydrofobowych. Przy duzej zawartosci alkoholu w mieszaninie efekty te
zanikaja, dominuja natomiast oddziatywania wody z polarnymi grupami hy-
droksylowymi i asocjacje czasteczek alkoholi (D’ANGELO et al., 1994). Skutki
wywotywane przez alkohol w roztworach biatek moga by¢ zatem w duzej mie-
rze zwiazane z efektami wystgpujacymi w rozpuszczalniku woda — etanol.

6.2.4. Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy w roztworach etanol — woda

Ze wzgledu na stwierdzong mniejsza procentowa odwracalnos$¢ procesu ter-
micznego rozfatdowania w roztworach alkoholu niz w czystej wodzie (MICHNIK,
DrzazGa, 2007 b) rozwazania z zastosowaniem modeli rownowagowych ograni-
czono do maksymalnego stgzenia etanolu 6% v/v (1 M). W roztworach etanolu
stosunek entalpii kalorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa okazat sig¢ dla HSA
bliski wartosci 3, co zasugerowalo wybor modelu dwustanowego z trzema nie-
zaleznymi przejSciami sktadowymi. Zastosowano dwie wersje tego modelu:
z AC, = 0 oraz z AC, # 0. Na rys. 15 zilustrowano zaleznos¢ wyznaczonych
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Rys. 15. Parametry termodynamiczne (Srednia + btad standardowy S$redniej) tréjsktadnikowego

przejscia dla HSA uzyskane w modelu dwustanowym z AC,, = 0 (kétka, kwadraty i tréjkaty odpo-

wiadaja kolejnym przejsciom: I, II, III, symbole puste odpowiadaja temperaturom przejscia,
a pelne — zmianom entalpii) (MicHNIK, DrRzAZGA, 2007)
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w ramach modelu z AC, = 0 parametréw dopasowania od stgzenia etanolu,
a na rys. 16 przykladowe dopasowanie krzywej w modelu z AC, # 0.

Ujawniajacy si¢ w obecnosci etanolu bimodalny charakter krzywej DSC al-
buminy odtluszczonej sugeruje dwa przejscia sktadowe. Nalezy jednak zwrdcic
uwage, ze bimodalno$¢ przejscia nie upowaznia do stwierdzenia obecnosci
doktadnie dwoéch podjednostek strukturalnych w procesie termicznej denaturacji
biatka. Wyodrebnienia takich podjednostek mozna dokonaé dopiero na podsta-
wie analizy dekonwolucyjnej krzywych DSC. Rzeczywiscie, proba dopasowania
termicznych profili albuminy HSAf z zaloZzeniem dwdch przejs¢ sktadowych nie
data dobrych rezultatéw w zadnym z zastosowanych modeli. Takze model dwu-
stanowy z trzema niezaleznymi przejsciami sktadowymi i AC, = 0 nie pozwolit
uzyskac satysfakcjonujacych wynikéw dla HSAf w roztworach etanolu. Dobre
dopasowanie krzywych DSC albuminy otrzymano dopiero, gdy zalozono trzy
przejscia skladowe i zastosowano model z AC, # 0.

0 HSA 0 1 Hsaf
woda 1 woda
-30 - -30 -
-60 - -60 -
O -90 - -90 -
T_o - YV
IS 20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
2 HSA 0 HSAf
~ 3% vlv etanol T 3% vivetanol
Q 5
O
-30 -
-60 -
-90 -
7T 7 7777
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Rys. 16. Dopasowanie krzywych DSC albumin HSA i HSAf w roztworach wodnych oraz 3% v/v
etanolu w ramach modelu dwustanowego z trzema przejsciami skladowymi, AC, # 0; (—) —
krzywa doswiadczalna, (-----) — krzywa teoretyczna) (MICHNIK, DrzAZGA, 2007)

Biorac pod uwage temperatury i entalpie przejscia, modele z AC, = 0
iz AC, # 0 daty podobne wartosci parametréw dla HSA. Stwierdzono wzrost
temperatur przejS¢ sktadowych, szczegdlnie dwéch pierwszych (liczac w kie-
runku rosngcej temperatury przejscia) w roztworach 1% i 2% v/v etanolu w po-
réwnaniu z roztworem wodnym (rys. 15 i 17). Z dalszym wzrostem stgzenia eta-
nolu, do 6% v/v, wszystkie trzy temperatury przejScia wykazywaly tendencjg
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Rys. 17. Parametry termodynamiczne (Srednia + blad standardowy Sredniej) tréjsktadnikowego
przejscia dla HSA (A) i HSAf (B), uzyskane w modelu dwustanowym z AC, # 0 (zestaw
stupkéw od lewej do prawej dla kazdego stgzenia etanolu odpowiada kolejno parametrom: T, 75,
Ty (w °C), AH,, AH,, AH; (w 10 kJ mol™), AC,;, AC,,, AC,; (w kJ mol™' °C™') (MIcHNIK,

Drzazca, 2007)
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spadkowa, wskazujaca na wigzanie si¢ etanolu do rozfaldowanej makromo-
lekuty albuminy i jej destabilizacj¢. Nie stwierdzono statystycznie istotnych
réznic pomiedzy zmianami entalpii, towarzyszacymi przejSciom przy réznych
stezeniach etanolu, poza wartoscia AH;, ktéra byta wyraZznie mniejsza w wa-
runkach najwyzszego stgzenia alkoholu.

Model z AC, # 0 dostarczyt dodatkowych informacji w postaci wartosci
zmian pojemnosci cieplnej AC,; (i = 1, 2, 3) w poszczegdlnych przejsciach
sktadowych oraz umozliwit poréwnanie parametréw dla albuminy odtluszczonej
i nieodtluszczonej. Na rys. 17 przedstawiono Srednie wartosci tych parametréw
dla obydwu albumin w funkcji stezenia etanolu.

W przypadku HSAf stwierdzono wyrazny wzrost (az o 5,6°C) temperatury
srodkowego pod wzgledem obejmowanego zakresu temperatur przejscia, przy
wzroscie st¢zenia etanolu z 0% v/v do 2% v/v (0,3 M). Sugeruje to wiazanie
etanolu do natywnej domeny (lub czesci) albuminy, tej, ktéra ze wzrostem tem-
peratury rozfaldowuje si¢ jako druga sposréd wyodrebnionych trzech podjedno-
stek. Maksymalny wzrost analogicznych temperatur przejscia 7 i T, dla podjed-
nostek HSA to odpowiednio 2,1°C i 2,6°C, co wskazuje na stabsze wiazanie
etanolu do albuminy nieodttuszczonej niz do pozbawionej kwaséw ttuszczo-
wych. Przemawia to za stusznos$cig sugestii N.A. AvbuLov et al. (1996) o od-
dzialywaniu etanolu z miejscami wiazacymi albuminy zajmowanymi przez
kwasy tluszczowe. Poniewaz pierwszorzedowe miejsce wiazace dla krétkotanicu-
chowych kwaséw tluszczowych znajduje si¢ w subdomenie IIA, prawdopodob-
ne jest, ze etanol oddzialuje preferencyjnie wtasnie z tym miejscem. W roztwo-
rach o st¢zeniu etanolu powyzej 0,5 M dziata on jako denaturant i wiazac si¢ do
albuminy w stanie rozfaldowanym destabilizuje jej strukture.

Uzyskane w ramach modelu z AC, # 0 wartosci zmian pojemnosci ciepl-
nej, towarzyszace rozfaldowaniu trzech podjednostek albuminy, informuja
o zréznicowanym charakterze procesu, biorac pod uwage odstanianie grup po-
larnych i niepolarnych na dziatanie rozpuszczalnika. Dodatnie zmiany pojemno-
Sci cieplnej przypisuje si¢ grupom hydrofobowym biatka, schowanym w jego
wnetrzu wostanie natywnym, a eksponowanym na dzialanie rozpuszczalnika
podczas rozfaldowania. Sq wskaznikiem tzw. hydrofobowej hydratacji. Ujemne
zmiany pojemnosci cieplnej wigza si¢ z podobnym eksponowaniem grup po-
larnych (DiLL, 1990; MUrpHY et al., 1990, 1991; LOLADZE et al., 2001). Reorga-
nizacja struktury wody i zmiany jej uporzadkowania w poblizu grup polarnych
1 niepolarnych takze daja znaczacy, ale trudny do oszacowania wktad do zmian
pojemnosci cieplnej biatka przy jego rozfaldowaniu (PrRivALOv, MAKHATADZE,
1992; WOOLFSON et al., 1993). Zgodnie z otrzymanymi parametrami dopasowa-
nia, przy rozfaldowaniu fragmentu albuminy, dla ktérego proces ten przebiega
w zakresie najnizszych temperatur, nastepuje dodatnia zmiana pojemnosci ciepl-
nej zarowno dla odtluszczonej, jak i nieodttuszczonej formy albuminy (rys. 17).
Oznacza to przewage efektu zwigzanego z odstanianiem grup hydrofobowych
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najmniej trwatej termicznie podjednostki makromolekuty. Wartos¢ AC,,; oka-
zata si¢ niezalezna od st¢zenia etanolu w przypadku HSA, natomiast dla HSAf
nieznacznie wyzsza przy wyzszych stezeniach denaturanta. Bliska zera wartos¢
AC,, wskazuje na réwnowazenie sig¢ efektow pochodzacych od grup polarnych
i niepolarnych badZ na mate zmiany w hydratacji srodkowego pod wzgledem
trwatosci termicznej fragmentu HSA. W przypadku HSAf wartos¢ AC,, w roz-
tworach etanolu wykazuje znak ujemny, podobnie jak AC,;. Takze dla HSA
obserwowana jest ujemna zmiana pojemnosci cieplnej trzeciego przejscia, suge-
rujac istotne przeorganizowanie grup polarnych przy rozfatdowaniu najbardziej
trwatej termicznie czesci albuminy. Z przedstawionych danych wynika, ze réz-
nice pomigdzy termicznym rozfaldowaniem albuminy nieodtluszczonej oraz
pozbawionej kwaséw ttuszczowych w obecnosci etanolu dotycza gtéwnie pod-
jednostki albuminy reprezentowanej przez Srodkowe przejscie sktadowe. Pod-
jednostka ta prawdopodobnie moze by¢ utozsamiona z centralng domeng II lub
fragmentem czasteczki albuminy zawierajacym t¢ domene.
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1. Skutki ekspozycji roztworow wodnych albuminy
na wybrane zakresy promieniowania elekiromagnetycznego

1.1. Wplyw promieniowania o czestosci radiowej
na trwato$¢ konformacji albuminy wotowej

W otoczeniu czlowieka znajduje si¢ wiele Zrodet promieniowania o czgsto-
Sci radiowej (RF), wtaczajac tak powszechne jak: nadajniki radiowe i telewi-
zyjne, tacza telekomunikacyjne, tacznos¢ satelitarna, telefony komdrkowe i ich
stacje bazowe. Wptyw tego promieniowania na obiekty biologiczne badany jest
w réznych aspektach z powodu zagrozei, jakie moze ono nieS¢ we wspdtczes-
nym S$wiecie (AGNIR, 2003; CRrOFT et al., 2002; DONNELAN et al., 1997). Pro-
mieniowanie RF zalicza si¢ do zakresu promieniowania niejonizujacego, ponie-
waz nawet to o najwigkszej czgstosci, czyli okoto 300 GHz, ma energi¢ o trzy
rzedy wielkosci za mata do spowodowania jonizacji materii. Energia kwantu
takiego promieniowania, 1,2 meV, jest zbyt mata, by zniszczy¢ wiazania mole-
kularne. Efekty termiczne zwigzane z narazeniem na wysoki poziom promie-
niowania RF sa stosunkowo dobrze poznane i udokumentowane (European
Commission..., 2006; PoLK, Postov, 1996; REepAacHOLI, 1998; VALBERG, 1997).
W ostatnich latach uwage przyciagaja tzw. efekty nietermiczne (,,atermiczne”),
o ktérych istnieniu w zakresie czgstosci od kilku MHz do kilkuset GHz poja-
wiaja si¢ doniesienia, jednakze sa one niespdjne, a same efekty zwykle mate,
na poziomie tzw. ,,szumu statystycznego”, trudne do odtworzenia i powtorzenia
(AGNIR, 2003; BARTERI et al., 2005; European Commission..., 2006; VALBERG,
1997; ZotTI-MARTELLI et al., 2005). Kontrowersyjno$¢ wystgpowania takich
efektéw wynika takze z braku liniowej relacji pomigdzy dawka a odpowiedzig
na nia.
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Warunki ,,atermiczne” ekspozycji rozumiane sg jako takie, ktére nie powo-
duja wzrostu temperatury (w granicach btedu pomiarowego), mierzonej dostep-
nymi metodami termometrii. Efekty nietermiczne moga powstawaé na skutek
wielu réznych oddziatywan, ktére zachodza pomigdzy polem elektrycznym
i r6znymi sktadnikami materialu biologicznego. Pojawila si¢ koncepcja, ze pro-
mieniowanie RF moze zmienia¢ konformacje biatek (PORCELLI et al., 1997,
Bonr, Bonr, 2000 a; LAURENCE et al., 2000, 2003). Laficuch molekuty biatka
przyjmuje rézne konformacje, z ktérych kazda ma okre§lony moment dipolowy
i energi¢. Pewne konformacje moga mie¢ podobne energie ze stosunkowo
matymi barierami potencjatu migdzy nimi. Te stany konformacyjne zatem moga
oddziatywaé, tworzac zbidr stanéw sprzgzonych, rozdzielonych energiami odpo-
wiadajacymi czgstoSciom rzgdu GHz. Przejscia migdzy nimi moga by¢ zrealizo-
wane przez ekspozycje na promieniowanie RF w zakresie czestosci GHz. Pro-
wadzac do zmian w pofatdowaniu (a takze w rozfatdowaniu) biatka, wywotuja
one zatem pewne efekty biologiczne. H. BoHr i J. BoHr (2000 b) wykazali, ze
promieniowanie mikrofalowe zmienia kinetyke proceséw fatdowania i rozfatdo-
wania pewnych biatek, w szczegdlnosci B-laktoglobuliny, przyspieszajac je, gdy
zachodza w kierunku stanu réwnowagi. Dokonano waznego spostrzezenia, ze
nawet bardzo mate zmiany w konformacji bialek moga pociagaé za soba
znaczace zmiany funkcji biologicznych (KosSHLAND, 1998). Wykrycie tych nie-
wielkich zmian konformacyjnych moze by¢ zatem bardzo istotne.

Korzystajac z mozliwosci Sledzenia przemian konformacyjnych bialek z za-
stosowaniem techniki réznicowej mikrokalorymetrii skaningowej, przeanali-
zowano wpltyw promieniowania radiowego (RF) z zakresu 3—250 MHz na
przebieg termicznego rozfaldowania albuminy wotowej nieodttuszczonej w roz-
tworach wodnych (MICHNIK et al., 2004). Poddajac prébki 30-minutowej ekspo-
zycji (opisanej w pracy MICHNIK et al., 2004) na dziatanie promieniowania ra-
diowego o kilku wybranych czgstosciach, nie stwierdzono ich istotnej zmiany
temperatury. Biorac pod uwage btad pomiaru, réznice pomigdzy temperatura
roztworéw biatka przed i po ekspozycji na promieniowanie RF nie byly wicksze
od 0,2°C. Warunki ekspozycji mozna w zwigzku z tym uznaé za ,,atermiczne”.

W pomiarach kalorymetrycznych nie zaobserwowano zadnych natychmiasto-
wych efektéw napromieniowania roztworéw albuminy. Krzywe DSC prébek na-
promieniowanych i kontrolnych, zarejestrowane w dniu ekspozycji, nie réznity
sie¢ (rys. 18), co §wiadczy o tym, iz proces termicznego rozfaldowania makro-
molekuty albuminy nie ulegt zmianie wskutek napromieniowania. Nasuwa si¢
w zwiazku z tym takze wniosek, ze 30-minutowa ekspozycja na promieniowa-
nie RF o czgstosci <250 MHz nie powoduje zmiany konformacji biatka. Nie
jest to jednak wniosek ostateczny z przeprowadzonych badan. Kierujac sig
oszczednoscia, ze wzgledu na brak oczekiwanego efektu, wykorzystano przygo-
towane prébki do rozpoczetych wezesniej badaii zmian zachodzacych w roztwo-
rach albuminy w czasie. Badania DSC prébek napromieniowanych i nienapro-
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mieniowanych, przechowywanych w temperaturze okoto 4°C, powtérzono po
kilku dniach, a nastepnie tygodniach od dnia rozpoczecia eksperymentu. Przy-
niosty one zaskakujacy, niespodziewany efekt, zachgcajacy do kontynuacji ob-
serwacji.

Krzywe DSC kilkudniowych prébek napromieniowanych i kontrolnych za-
czely sig réznié, réznice te narastaly przez okoto 2 tygodnie, a nastgpnie stop-
niowo zanikaty. Wplyw napromieniowania ujawnit si¢ zatem dopiero podczas
Sledzenia zmian czasowych zachodzacych w roztworach biatka. Na rys. 18 zilu-
strowano przyktadowe krzywe DSC dla prébek poddanych dziataniu promie-
niowania o czestosci 30 MHz i kontrolnych, uzyskane w dniu ekspozycji (dzier
0”) oraz po tygodniu i po dwoéch tygodniach. Generalnie czasowy przebieg
zmian wydaje si¢ bardzo podobny, ale zachodza one szybciej (pojawiaja si¢
z wyprzedzeniem) w roztworach poddanych dzialaniu promieniowania niz
w kontrolnych. W zerowym dniu eksperymentu ksztatt obydwu krzywych DSC
jest niemal identyczny. Z uptywem czasu pik odzwierciedlajacy proces termicz-
nej denaturacji albuminy poszerza si¢, jego intensywnos$¢ maleje, a maksimum
piku przesuwa si¢ w kierunku nizszych temperatur. Po okoto 2 tygodniach
przejscie staje si¢ bimodalne. Obserwacje te sugeruja, ze z uptywem czasu pro-
ces rozfatdowania makromolekuty rozciaga si¢ w szerszym zakresie temperatur,
przejscie staje si¢ mniej kooperatywne. Nastgpuje prawdopodobnie ostabienie
sit stabilizujacych prawidlowa strukture biatka, nasila si¢ proces jego agregacji.
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Rys. 18. Charakterystyczne zmiany krzywych DSC, zachodzace w czasie przechowywania roz-
tworéw BSA poddanych ekspozycji na promieniowanie RF o czgstosci 30 MHz (eksp.) i kontrol-
nych (szybko§¢ skanowania 1°C min~') (opracowanie wlasne)
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Pomiary z zastosowaniem Zrédet o czgstoSciach 10 MHz i 30 MHz wykona-
no dodatkowo w celu silniejszego potwierdzenia i uzupetnienia opublikowanych
wynikow badan (MICHNIK et al., 2004). Podstawowe parametry charakteryzujace
ekspozycje na promieniowanie RF: f— czgstotliwo$¢, E — natgzenie pola elek-
trycznego, H — natezenie pola magnetycznego, S — gestos¢ strumienia energii
(mocy) podano w tabeli 10 (wartosci £ i H zmierzono z okoto 10% doktadno-
Scig). Pozostale warunki eksperymentu byly takie same, jak opisane w pracy
MICHNIK et al., 2004.

Tabela 10
Podstawowe parametry charakteryzujace ekspozycje roztworéw albu-
miny na promieniowanie RF

f/ MHz E/ 10>V m™! H /10> A m™! S/ 10* W m™2
5 163 33 532
10 132 2,6 347
30 17 0,4 5,8
247 113 2,3 258

Tabela 11
USrednione parametry przejScia (+ btad standardowy Sredniej) zwiazanego z termicznym roz-

fatdowaniem BSA

Czas Crestotliwosc T,/ °C AH /kJ mol-! HHW | °C
prOmlenlOWanla

Dziefi ,,0” 69,1 +0,1 910 + 30 10,7 0,1

Po 1 tygodniu brak 68,0 +0,4 960 + 30 12,3+0,5

5 MHz 66,6 +0,4 900 + 15 12,8 £ 0.4

10 MHz 67,4+ 0,6 945 + 19 13,7 +0,7

30 MHz 65,9 +0,8 987 + 10 15,7+0,9

247 MHz 67,8+ 0,6 920 + 10 11,5405

Wszystkie wyniki dodatkowego eksperymentu byly zgodne z wynikami
wczesniejszymi, opublikowanymi w artykule MICHNIK ef al., 2004. W tabeli 11
zestawiono wybrane z opublikowanych wynikéw, z nowymi, otrzymanymi dla
10 MHz i 30 MHz. Usrednione parametry (7, — temperatura maksimum piku,
AH — zmiana entalpii, HHW — szeroko$¢ piku w potowie jego wysokosci)
endotermicznego przejscia, zwiazanego z termicznym rozfaldowaniem BSA su-
geruja, ze po tygodniu najwigksze zmiany 7,, i HHW nastapity w roztworach
eksponowanych na promieniowanie 30 MHz. Warto zwrdci¢ uwage, ze wartos¢
S (tabela 10) byta w tym przypadku najmniejsza.

Wigksza wartos¢ informacyjna przy poréwnywaniu efektéw napromieniowa-
nia ré6znymi czestosciami niosg krzywe réznicowe pomig¢dzy probkami napro-
mieniowanymi i kontrolnymi. Na rys. 19 A i B zilustrowano takie krzywe odpo-
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Rys. 19. Réznicowe krzywe DSC par prébek BSA: eksponowana na promieniowanie o czestotli-
wosci 30 MHz (A) Iub 10 MHz (B) oraz nienapromieniowana, w réznym czasie od dnia przygo-
towania roztwordw i ich ekspozycji (opracowanie wtasne)
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wiednio dla czgstotliwosci 30 MHz i 10 MHz. Odpowiadajace sobie pod
wzgledem czasu przechowywania prébek réznice sa wigksze przy czestotliwo-
Sci 10 MHz niz 30 MHz. Dodatkowo poréwnanie intensywnosci krzywych na
rys. 19 A wskazuje, ze duze réznice pomigdzy préobkami eksponowanymi na
RF i kontrolnymi, rejestrowane po 1—2 tygodniach, zmniejszaja si¢ po dhuz-
szym czasie obserwacji (na rysunku pokazano efekt po uptywie 4 tygodni).

Z zestawienia krzywych réznicowych pomig¢dzy przechowywanymi 1 ty-
dzien prébkami napromieniowanymi i nienapromieniowanymi (rys. 20) wynika,
7e najwigksze réznice pojawily si¢ przy czestotliwosci 10 MHz, a najmniejsze
przy 247 MHz. Charakter zmian dla 5 MHz i 10 MHz jest podobny, ale krzywe
réznig si¢ intensywnos$cia. Krzywe réznicowe dla wyzszych czgstotliwosci sa
przesunigte w strong nizszych temperatur.
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Rys. 20. Réznicowe krzywe DSC inkubowanych przez 1 tydzien par prébek BSA: eksponowanych
na promieniowanie o czgstotliwosciach: 5, 10, 30, 247 MHz oraz kontrolnych (opracowanie wlasne)

Podsumowujac zaprezentowane wyniki mozna stwierdzi¢, ze proces zmian
czasowych albuminy w roztworach eksponowanych na promieniowanie RF po-
stepowal szybciej, mimo ze zaraz po jej napromieniowaniu nie zaobserwowano
zadnych réznic migdzy prébka napromieniowana i kontrolna, co wynikalo z nie-
zmienionego profilu termicznej denaturacji. Przyczyna szybszego tempa zmian
czasowych w roztworach albuminy poddanych dziataniu promieniowania RF
jest niejasna. Biorac pod uwage doniesienia literaturowe méwiace o generowa-
niu stresu oksydacyjnego na skutek wzrostu wolnych rodnikéw w uktadach bio-
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logicznych narazonych np. na promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu
stosowanego w telefonii komérkowej (ILHAN et al., 2004; OZGUNER et al., 2005;
MERAL et al., 2007), mozna zaobserwowany efekt przypisa¢ wilasnie temu zja-
wisku.

Poréwnujac efekty wywotane przez ekspozycje o najbardziej zblizonych pa-
rametrach E, H oraz S (tabela 10), czyli na promieniowanie o czgstotliwosciach
10 MHz i 247 MHz, okazuje si¢, ze promieniowanie o nizszej cze¢stotliwosci
wywiera znacznie silniejszy wptyw na roztwory BSA. Brak zmian (w granicach
btedu pomiarowego) temperatury roztworédw w wyniku 30-minutowej ekspozy-
cji na promieniowanie RF oraz silniejszy wpltyw promieniowania o nizszej cze-
stotliwosci wskazuja na nietermiczny charakter zaobserwowanego efektu.

Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy poddanej dzialaniu
promieniowania RF

Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC pozwolita na zbadanie wplywu
promieniowania RF na przejscia sktadowe wyodrebnione w procesie termiczne-
go rozfatdowania albuminy surowicy. Wstepna analiza z zastosowaniem modelu
niedwustanowego przy zalozeniu jednego przejscia pokazata, ze stosunek ental-
pii kalorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa wynosi okoto 3 w przypadku pro-
bek $wiezych. Dla prébek przechowywanych w warunkach chtodniczych
(w temperaturze okoto 4°C) przez 1—2 tygodnie (nazywanych dalej préobkami
inkubowanymi), jego warto$¢ miesci si¢ w przedziale migdzy 4 a 5. Zgodnie
z sugerowang w zwiazku z tym minimalna liczba kooperatywnych podjednostek
zastosowano model dwustanowy z trzema niezaleznymi przejsciami. Model ten
pozwolit uzyskaé dobre dopasowanie krzywych dla probek swiezych, jak réw-
niez inkubowanych przez 1 tydzien.

Wyniki dotyczace zmian entalpii AH; (i = 1, 2, 3) wyznaczonych dla nie-
napromieniowanych prébek Swiezych i inkubowanych 1 tydzien przedstawiono
w tabeli 12, a wartosci temperatur przejscia 7,, (i = 1, 2, 3) dla probek
Swiezych i inkubowanych, w réznych warunkach ekspozycji, pokazano w ta-
beli 13.

Tabela 12

Poréwnanie zmian entalpii AH; (i = 1, 2, 3) uzyskanych w modelu dwustanowym z trzema nieza-

leznymi przejsciami dla procesu termicznej denaturacji nienapromieniowanych i napromieniowa-
nych roztworéw BSA: swiezych (dzieri ,,0”) i po 1 tygodniu

Zmiana entalpii AH; / kJ mol™!

Wyszczeg6lnienie AH, AH, AH3
dzien ,,0” 1 tydzied | dzien ,,0” 1 tydzien | dzien ,,0” 1 tydzien
Wartos¢ srednia 260 249 393 375 273 267
Przedziat ufnosci (95%) | (243;276) | (234;264) | (358;429) | (346;405) | (256;290) | (248;287)
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Tabela 13
Temperatury przejscia (Srednia £ maksymalny btad standardowy $redniej) uzyskane przy dopaso-
waniu krzywych DSC w ramach modelu dwustanowego z trzema niezaleznymi przejsciami

Czas Czestotliwos¢ T/ °C %06 Ty/°C £03 T3/°C £0.5
promlemowama

Dzief ,,0” 66,1 69,0 73,7
Po 1 tygodniu brak 63,8 67,7 73,7
3,6 MHz 61,0 67,0 75,3

5 MHz 59,8 66,5 73,2

10 MHz 58,8 66,5 74,2

30 MHz 57,0 65,0 73,0

247 MHz 63,2 68,2 734

W przypadku prébek inkubowanych przez 2 tygodnie model dwustanowy
nie dat dobrych rezultatéw nawet przy zalozeniu 4 i 5 podjednostek. Zadowa-
lajace dopasowanie krzywych DSC otrzymano w modelu niedwustanowym
z minimum czterema przej$ciami sktadowymi. Rozwazajac kolejne kroki anali-
zy dekonwolucyjnej, polegajace na zwigkszaniu liczby zaktadanych przejsé
sktadowych, uzyskuje si¢ zwykle lepsza jako$¢ dopasowania, o czym S$wiadczy
mniejsza warto$¢ x>, Zatozenie o istnieniu okreslonej liczby stanéw posrednich
powinno mie¢ jednak swoje uzasadnienie.

Poréwnujac pokazane w tabeli 13 wartosci parametréw trzech przej$¢ skta-
dowych wyodrebnionych w modelu dwustanowym dla eksponowanych na pro-
mieniowanie RF i kontrolnych prébek BSA mozna zauwazy¢, ze po tygodniu
temperatury przejScia dwoch pierwszych pikéw (numerujac je od nizszych do
wyzszych temperatur) maleja, a trzeciego praktycznie nie zmienia si¢. Uzu-
petniajace dane dotyczace czgstotliwosci 10 MHz i 30 MHz dobrze wpasowuja
si¢ w te z pierwszego etapu eksperymentu. Wskazuja one, ze wyznaczone dla
przechowywanych tydzief roztworéw BSA temperatury 7, i 7, maleja ze wzro-
stem czgstotliwosci promieniowania od 3,6 MHz do 30 MHz, natomiast warto$¢
temperatury 7 nie zalezy od czgstotliwosci. Temperatura 7' dla albuminy eks-
ponowanej na promieniowanie 30 MHz przesuwa si¢ po tygodniu o 9°C, a tem-
peratura 7, o 4°C w stosunku do temperatur wyjSciowych (z dnia ,,0”), podczas
gdy odpowiednie przesunigcia dla roztwordw, ktére nie byty napromieniowane,
wynosza 2,3°C oraz 1,3°C. Wykazano, ze réznice te, jak réwniez réznice po-
migdzy inkubowanymi przez 1 tydzien prébkami eksponowanymi na promienio-
wanie o czgstosciach: 3,6 oraz 5 i 10 MHz a kontrolnymi sa istotne statystycz-
nie (p <0,05). Brak natomiast znaczacych rdznic pomigdzy temperaturami
przejs¢ sktadowych dla probki eksponowanej na promieniowanie o czgstotliwo-
Sci 247 MHz a tymi dla nienapromieniowane;.

Wyniki analizy dekonwolucyjnej wskazuja, ze charakterystyczne zmiany
ujawniajace si¢ z czasem w ksztalcie krzywych DSC dla przechowywanych
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w temperaturze 4°C roztworéw BSA w poczatkowym etapie dotycza gidwnie
podjednostek makromolekuty rozfaldowujacych si¢ w nizszych temperaturach.
Zgodnie z sugestiami zaproponowanymi przez Autorke niniejszej pracy, ter-
miczne rozfaldowanie czasteczki albuminy w roztworach wodnych rozpoczyna
si¢ prawdopodobnie od domeny III, czyli od fragmentu zawierajacego koniec
C, a najbardziej trwata jest domena I. Zaktadajac stusznos¢ tej koncepcji, naj-
silniejszy efekt promieniowania RF z omawianego zakresu czg¢stotliwosci doty-
czytby domeny III, a nieco stabszy domeny II.

Na podstawie przeprowadzonych badain mozna stwierdzi¢, ze promieniowa-
nie RF o czgstotliwosci z zakresu od kilku do kilkudziesigciu MHz wywiera
wplyw na termiczne przemiany zachodzace w roztworach wodnych albuminy,
cho¢ skutek wptywu ekspozycji na promieniowanie nie jest natychmiastowy.
Zastanawiajacy jest fakt, ze dla promieniowania o najwigkszej z badanych cze-
stosci, 247 MHz, nie stwierdzono tak wyraznego efektu. Interesujace bytoby
przeprowadzenie badaii z zastosowaniem Zrédetl promieniowania o innych cze-
stotliwosciach rzedu kilkuset MHz. Warto byloby takze wykonaé badania zmian
zachodzacych w roztworach albuminy metoda DLS (dynamicznego rozprasza-
nia Swiatla).

1.2. Konformacyjna reorganizacja albuminy pod wptywem promieniowania UV

Promieniowanie UV wplywa na wiele proceséw biologicznych i chemicz-
nych, aktywizujac je w sensie pozytywnym, ale takze wywotujac efekty nie-
pozadane. W literaturze tematu opisano liczne skutki zwiazane z ekspozycja
zwierzat i ludzi na to promieniowanie, zwracajac szczegllng uwage na wy-
nikajace z tego zagrozenia (CLYDESDALE et al., 2001; National..., 2002;
LONGSTRETH et al., 1998; Misra et al., 2005). Biorac pod uwage dziatanie na
organizm cztowieka, wyrdznia si¢ trzy zakresy tego promieniowania. UVC, pro-
mieniowanie o najkrétszej dtugosci fali, tj. od 100 nm do 280 nm, ma najwyz-
sza energie, jest silnie rumieniotwdrcze, ale jest prawie catkowicie pochlaniane
przez warstwe ozonowa atmosfery i w normalnych warunkach nie dociera na
powierzchni¢ Ziemi. Promieniowanie UVB o dlugosci fali od 280 nm do 315
nm ma bardzo silne wtasciwosci rumieniotwércze, wzmaga syntez¢ barwnika
skory i jest odpowiedzialne za oparzenia skory, a takze za efekty fotostarzenia
(LONGSTRETH et al., 1998). Powoduje hemolizg erytrocytéw ludzkich, wzrost
jego dawki zwigksza konwersje hemoglobiny w methemoglobing (MisrA et al.,
2005). UVA, promieniowanie o dtugosci 315—400 nm, jest mniej rumieniogen-
ne, ale za to bardziej barwnikotwoércze od UVB. Ilos¢ UVA docierajaca do po-
wierzchni ziemi jest znacznie wigksza niz UVB. Wysokie dawki UVA moga
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wzmacnia¢ odczyny rumieniowe i zwigkszaé niekorzystne efekty biologiczne
promieniowania UVB. Wing za proces postonecznego starzenia si¢ skory przy-
pisywano poczatkowo gitéwnie promieniowaniu UVB. Obecnie uwaza sie, ze
w procesie tym istotng rol¢ odgrywaja réwniez promienie UVA, ktére od-
dziatuja nie tylko na komoérki naskérka, lecz wnikaja tez glebiej, docieraja do
skéry wiasciwej, powodujac niekontrolowane modyfikacje w naskdrku, uszka-
dzaja widkna kolagenenowe w skérze wilasciwej oraz ostabiaja mechanizmy
odpornosciowe.

Promieniowanie UV jest najsilniejszym aktywatorem wolnych rodnikdow.
Jednym z najbardziej niebezpiecznych dziatar tych czasteczek jest destrukcja
materiatu genetycznego komorki. Uwalnianie wolnych rodnikéw prowadzi do
stresu oksydacyjnego, ktérego konsekwencja moze by¢ zmiana struktury biatek
odpowiedzialnych za patomechanizm choréb Alzheimera i Parkinsona.

Zdolnos¢ promieniowania UVC do inaktywacji mikroorganizméw, miedzy
innymi wiruséw, moze by¢ wykorzystana w procedurach eliminacji skazef
z produktéw biofarmaceutycznych (LopPEz et al., 2003; WANG et al., 2004; LI et
al., 2005). Pozadane jest opracowanie metod, ktoére inaktywujac wirusy, nie po-
woduja utraty aktywnosci komponentéw biatkowych. Testujac procedury oparte
na napromieniowaniu UV, sprawdza si¢ stopiefi zachowania aktywnosci bialek.
Pewne aspekty dziatania promieniowania UV na biatka sa znane. Wiadomo, ze
generuje ono substancje fluorescencyjne, powoduje polimeryzacje, fragmenta-
cje, usieciowanie (cross-linking), oksydacje przez rodniki generowane w wyni-
ku radiolizy wody (ARTYUKHOV et al., 2001; LN et al., 1999; DAvIEs,
DELSIGNORE, 1987). Stwierdzono, ze w procesie denaturacji wywotanej ekspozy-
cja bialek na promieniowanie UV, wazna rol¢ odgrywaja grupy SH obecne np.
w cysteinie czy glutationie (WATANABE et al., 1991). Zaobserwowano podobieri-
stwa pomiedzy skutkami dzialania promieniowania UVC oraz promieniowania
X na roztwory biatek (DURCHSCHLAG et al., 1996). Badania fluorescencyjne oraz
FT-IR wykazaty, ze promieniowanie UVC (253,7 nm) wplywa na wiazanie arte-
misininu do BSA w roztworach wodnych przy fizjologicznym pH (BiaN et al.,
2006).

Stosujac technike DSC, zbadano wplyw promieniowania UV na termiczne
przemiany konformacyjne albuminy wotowej oraz ludzkiej w roztworach wod-
nych (MICcHNIK, MICHALIK, 2004; MICHNIK et al., 2008). Zaktadajac, ze rozfatdo-
wanie biatka, widziane w postaci endotermicznego piku na krzywej DSC, zale-
zy od wyjsciowej konformacji makromolekuty, na podstawie obserwacji zmian
wywolanych wptywem promieniowania w ksztalcie i parametrach przejscia ter-
micznego, podjeto prébe wnioskowania o zmianach konformacji biatka. Uzu-
petlieniem przeprowadzonych badan kalorymetrycznych byly badania spektro-
skopowe w zakresie UV.

Albuming wotowa poddano wplywowi promieniowania ultrafioletowego
o szerokim spektrum: od UVA do UVC, emitowanego przez lampg kwarcowa
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Rys. 21. Zmiany w widmach absorpcyjnych HSA (A) i HSAf (B) wywotane 60-minutowa ekspo-
zycja (6 x 10 min) na promieniowanie 254 nm (MICHNIK et al., 2008)
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(MICHNIK, MICHALIK, 2004). Drugi rodzaj badan, z zastosowaniem niskocisnie-

niowej lampy rteciowej, emitujacej gtéwnie promieniowanie o dlugosci fali

254 nm, przeprowadzono dla albuminy ludzkiej. Szczegéty eksperymentu opi-

sano w pracy (MICHNIK et al., 2008). Charakterystyczne zmiany wywotywane

promieniowaniem obserwowano zaréwno w widmach absorpcyjnych, jak

i krzywych DSC albumin, co ilustruja rys. 21 i 22.

Ze wzrostem czasu napromieniowania w widmach UV nastgpowat wyrazny,
istotny statystycznie dla wszystkich badanych odmian albuminy, wzrost absor-
bancji: stabszy w zakresie 250—280 nm i silniejszy w zakresie 300—350 nm
(rys. 21). Jak wynika z doniesien literaturowych, rozfaldowanie r6znych biatek
w okreslonych warunkach Srodowiskowych moze objawiaé si¢ zaréwno wzro-
stem, jak i spadkiem absorbancji w obszarze widma pochodzacym od ami-
nokwaséw aromatycznych. Stwierdzono, ze rozfaldowaniu a-chymotrypsyny
(0,3 mg/ml, pH 7,0) towarzyszyt spadek absorbancji przy 281 nm o okoto 10%
(Lozano et al., 1997), natomiast przy rozfaldowaniu kutinazy (cutinase)
(pH 9,6) zaobserwowano znaczacy wzrost absorbancji przy 250 nm z powodu
jonizacji Tyr odstonigtych na dziatanie rozpuszczalnika (MELO et al., 1997). Pod
wplywem prézniowego promieniowania UV obserwowano spadek wartosci sto-
sunku absorbancji przy 278 nm do absorbancji przy 250 nm dla wolowej
albuminy surowicy (ARTYUKHOV et al., 2001) przypisany procesom destrukcji
biatka w obszarach usytuowania aromatycznych aminokwaséw.

W analizie wynikéw spektroskopowych, poza bezposrednim monitorowa-
niem zmian absorbancji przy wybranych charakterystycznych dlugosciach fali,
postuzono sie¢ parametrami:

1. AL /Amin — Stosunek absorbancji lokalnego maksimum (wystepujacego przy
278 nm) do absorbancji lokalnego minimum (wystgpujacego przy 251 nm
dla obydwu badanych albumin wolowych (BSAf i BSA) oraz dla HSAf
i przy 255 nm dla HSA),

2. Al —AY,, — réznica wystepujaca przy 320 nm pomiedzy absorbancja roz-
tworu albuminy eksponowanego przez okreslona dtugosé czasu na promie-
niowanie UV (A%) i nienapromieniowanego (AY,).

Ze wzrostem czasu ekspozycji na promieniowanie UV, zaréwno dla albumin
wolowych jak i ludzkich, zaobserwowano zmniejszanie si¢ wartosci pierwszego
oraz wzrost drugiego parametru. Zaleznosci te pokazano w tabeli 14 dla BSA
i BSAf, poddanych dziataniu promieniowania UV A—C. Zmiany spektroskopo-
we wywolane w roztworach albuminy ludzkiej promieniowaniem 254 nm
(UVC) byly wyraznie slabsze, ale réwnie charakterystyczne (MICHNIK et al.,
2008). Spadek wartosci A,,,,/A;, POwiazano ze zmianami intensywnosci ab-
sorpcji Swiatta przez chromofory aminokwaséw aromatycznych obecnych w al-
buminie na skutek zmian strukturalnych. Wzrost wartoSci drugiego z parame-
tréw byt wskaZnikiem nasilajacej si¢ pod wplywem promieniowania UV
agregacji biatka.
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Tabela 14
Zalezno$¢ parametrow Ayss/ Ays i Aly—Ag, (Srednia + odchylenie standardowe) od
czasu ekspozycji roztworéw BSA i BSAf na promieniowanie UV

Ekspozycja UV Anzs / Ass) Al —AY,
/ min BSA BSAf BSA BSAf
0 2,11 +£0,02 2,08 £ 0,02
5 2,05+ 0,01 2,01 £0,02 0,03 £ 0,01 0,05 £ 0,01
10 1,97 +0,02 1,94 £ 0,02 0,08 £ 0,01 0,11 +£0,02
15 1,91 £0,02 1,90 £ 0,04 0,11 £0,02 0,14 £ 0,02
30 1,78 £ 0,02 1,75 = 0,02 0,21 +£0,02 0,28 +0,02

Poréwnujac odttuszczone i nieodttuszczone formy albumin, zaobserwowano
réznice gtéwnie w wartosciach parametru A —AY, . Przy wszystkich czasach
ekspozycji, zaréwno dla albumin ludzkich, jak i wotowych, byly one wigksze
w przypadku tych, ktére pozbawione zostaly kwaséw tluszczowych. Staty-
styczng istotno$¢ réznic stwierdzono jednak tylko pomigdzy albuminami
wolowymi. Wysunigto wniosek o wigkszej podatnosci na agregacje pod
wpltywem promieniowania UV odtluszczonej formy albuminy.

Na rys. 22 zilustrowano wptyw promieniowania UV A—C na endotermicz-
ne przejScie DSC, reprezentujace proces termicznej denaturacji albuminy

wolowej. W tabeli 15 zestawiono wartosci podstawowych parametréw przejscia

20 —
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04 =.e2x8minUV

C, / kd mol-! °C~"

0T T T 7T T T T T T 1
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Rys. 22. Krzywe DSC dla roztworéw BSA (0,045 mM) nienapromieniowanych (0 min UV) oraz
eksponowanych na promieniowanie UV A—C (opracowanie wtasne)
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dla odttuszczonej i nieodtluszczonej albuminy wotowej w zaleznosci od czaséw
ekspozycji. Latwo zauwazyé, ze z wydluzaniem czasu ekspozycji temperatura
przejscia nie zmieniata si¢ w granicach btedu do§wiadczalnego, rosta natomiast
jego szerokos$¢ potéwkowa, a entalpia malata. Bardziej znaczace zmiany ental-
pii denaturacji wywotane ekspozycja na promieniowanie UV zaszty dla albu-
miny pozbawionej kwasow tluszczowych, 5-minutowe naswietlanie spowo-
dowato spadek AH o 5,6% i 18,6%, a 10-minutowe o 23,6% i 36,8%
odpowiednio w przypadku BSA i BSAf.

Tabela 15
Zalezno$¢ Srednich wartosci (+ odchylenie standardowe) parametréw przejsScia zwigzanego z ter-
miczng denaturacja BSA i BSAf od czasu ekspozycji na promieniowanie UV

Ekspozycja T, 1 °C HHW / °C AH / kJ mol!

UV / min BSA BSAf BSA BSAf BSA BSAf
0 69,1 £0,2 572+0,2 10,6 £ 0,3 220+34 888 + 53 598 +44
5 69,4 +0,5 57,6 £0,3 12,7+ 1,1 26,4 +£2,9 838 £ 55 487 + 69
10 68,6 +0,5 57,4 +0,4 140+ 14 279+1,4 678 +23 378 + 18

Przyktadowe krzywe DSC, ilustrujace wplyw promieniowania UVC 254 nm
na przebieg termicznego rozfaldowania dwu form albuminy ludzkiej pokazano
na rys. 23, a w tabeli 16 zestawiono wyznaczone parametry termodynamiczne
przejscia w zaleznos¢ od czasu ekspozycji.

Tabela 16
Zaleznos¢ srednich wartosci (+ btad standardowy S$redniej) parametréw przejscia zwiazanego
z termiczng denaturacja HSA i HSAf od czasu ekspozycji na promieniowanie UVC

Ekspozycja T./°C HHW ] °C AH / kJ mol™!

UVC / min HSA HSAf HSA HSAf HSA HSAf
0 795+0,3 | 66,8+04 | 17,7+04 | 251+02 | 1124+45 | 988 +33
30 78,7 +0,3 66,8 +0,2 17,1 £0,6 24.0+0,3 1052 £ 16 921 +£27
60 782+02 | 634+13 | 165+0,5 | 243+0,5 | 1004 +65 | 774 +31

Poréwnanie krzywych DSC, zarejestrowanych dla roztworéw albuminy ludz-
kiej w dniu przygotowania i poddania dziataniu promieniowania UVC z krzy-
wymi dla roztworéw nienapromieniowanych, ale przechowywanych w tem-
peraturze 4°C przez kilka tygodni (rys. 23) wskazuje, ze kierunek zmian
wywolywanych ekspozycja na promieniowanie i zmian zachodzacych podczas
przechowywania roztworéw jest podobny. Mozna zauwazy¢ jednakze istotne
réznice pomiedzy krzywymi DSC roztworéw biatka zmienionych uptywem cza-
su i poddanych promieniowaniu. Pozwalaja one wnioskowad, ze promieniowanie
UV nie tylko przyspiesza przebieg zmian czasowych, ale prowadzi do dodatko-
wych zmian strukturalnych albuminy.

7 — Mikrokalorymetryczne... 97
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Rys. 23. Krzywe DSC dla roztworéw HSA (A) i HSAf (B) nienapromieniowanych (0 UV) oraz
eksponowanych na promieniowanie 254 nm, przez 30 lub 60 min (MICHNIK ef al., 2008)
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Wyniki badani kalorymetrycznych w poréwnaniu z wynikami badan spektro-
skopowych UV VIS w wigkszym stopniu ujawnity réznice w reakcji odtluszczo-
nej i nieodttuszczonej albuminy ludzkiej na promieniowanie UVC. Pojawily si¢
one juz w podstawowych parametrach opisujacych rozwazane przejscie termicz-
nej denaturacji albuminy. Wydtuzanie czasu ekspozycji roztworéw albuminy na
promieniowanie powodowalo nieznaczne, ale istotne statystycznie obnizenie
temperatury przejscia HSA oraz wyrazne zmniejszenie entalpii denaturacji dla
HSATf (tabela 16). Zmiana wyjSciowego stanu biatka przez jego napromieniowa-
nie wywolywata zatem zmiang¢ dwoch réznych parametréw termodynamicznych,
biorac pod uwage albuming nieodttuszczong i pozbawiona kwaséw thuszczo-
wych. Zaobserwowany spadek wartosci AH dla HSAf potwierdza wniosek z ba-
dari spektroskopowych o zintensyfikowanej agregacji tej formy biatka pod
wplywem promieniowania UV.

Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy zmienionej dziala-
niem promieniowania UV

Aby uzyska¢ informacje o wptywie promieniowania UVC na czasteczke al-
buminy na poziomie molekularnym, przeprowadzono analize dekonwolucyjna
krzywych DSC albuminy zmienionej dzialaniem tego promieniowania. Wy-
korzystujac wnioski przedstawione w rozdziale 5, dokonano wyboru modeli naj-
lepiej opisujacych proces termicznego rozfaldowania albuminy. Dla odttuszczo-
nej albuminy wotowej zastosowano model dwustanowy (z AC, = 0) zaktadajacy
dwa przejscia skladowe, a dla albuminy wolowej nieodttuszczonej i dla albumin
ludzkich model dwustanowy z trzema przejSciami sktadowymi, przy czym dla
albumin ludzkich w dwéch wersjach: z AC, = 0 oraz z AC, # 0.

Wyniki uzyskane dla BSAf zaprezentowano na rys. 24 i 25, a dla BSA w ta-
beli 17.

Analiza statystyczna uzyskanych parametréw dopasowania dla BSA wy-
kazata istotno$¢é r6znic pomigdzy Srednimi wartosciami: 1) T,, AH, dla roz-
tworéw: nienapromieniowanego i napromieniowanego 5 min, nienapromienio-
wanego 1 napromieniowanego 10 min, 2) 7,, AH, T; dla roztworéw:
nienapromieniowanego i napromieniowanego 10 min, napromieniowanego
5 min i napromieniowanego 10 min. Oznacza to wyrazne obnizenie temperatur
przejscia wszystkich trzech skladowych (najwigksze pierwszej) oraz spadek
wartosci AH; dwoch pierwszych przejs¢ sktadowych pod wptywem promienio-
wania UV (szybszy, bo juz po pierwszych 5 min dla przejscia pierwszego). Ob-
serwowane przesunigcia temperatur 7,,; sa warte podkreslenia ze wzgledu na
brak (w granicach btedu) zmiany temperatury 7,, calego przejsScia (tabela 15).

W przypadku BSAf nie stwierdzono zadnych statystycznie istotnych réznic
ani dla T,, ani dla T,, natomiast wartosci AH, r6znily si¢ znaczaco pomigdzy
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Tabela 17

Wplyw czasu ekspozycji na promieniowanie UV A-C na parametry termodynamiczne (+ odchyle-

nie standardowe) uzyskane w ramach modelu dwustanowego przy zatozeniu trzech niezaleznych
przejs¢ sktadowych dla procesu termicznego rozfaldowania BSA

Ekspozycja 71 /°C  |AH{ /K mol!| T»/°C |AH»/KJ mol!| T5/°C  |AH;/kJ mol!
UV / min
0 66,1 £ 1,8 245 + 31 69,0 +£0,3 403 + 39 73,4+ 1,6 275 £24
5 634 +1,8 197 + 39 68,8 +0,2 358 +23 724+ 1,4 279 + 32
10 61,3+2,8 159+ 13 67,6 +0,9 269 + 45 70,5 +0,8 272+ 13

wszystkimi grupami okreslonymi przez rézne czasy ekspozycji. Dla AH, staty-
stycznie istotna réznica wystgpita tylko pomigdzy BSAf nienapromieniowang
i napromieniowang 10 min.

Wyniki te sugeruja, ze w pierwszej fazie dziatania promieniowanie UV wy-
wiera silniejszy wplyw na C-koficowa czg$¢ czasteczki albuminy wotowej, obej-
mujaca domeneg I i wigksza czg¢$¢ domeny II, a stabiej oddziatuje z N-kori-
cowym, bardziej zwartym fragmentem molekuty. Odmienny charakter
przedyskutowanych zmian parametréw termodynamicznych przejs¢ sktadowych
procesu termicznego rozfatldowania BSA i BSAf, wyodrgbnionych w ramach za-
stosowanych modeli, wskazuje na réznice w reakcji obydwu form albuminy na
promieniowanie UV.

Analiza krzywych DSC albumin ludzkich HSA i HSAf w ramach modelu
dwustanowego z AC, = 0 przy zalozeniu trzech niezaleznych przejs¢ sktado-
wych pozwolita uzyska¢ parametry dopasowania, ktérych Srednie wartosci za-
prezentowano w tabelach 18 i1 19. Zestawione w nich wyniki pokazuja, ze

Tabela 18

Zalezno$¢ temperatur przejscia (Srednia + odchylenie standardowe) trzech sktadowych procesu

termicznego rozfatdowania HSA i HSAf od czasu ekspozycji na promieniowanie UVC uzyskane
w ramach modelu dwustanowego (AC, = 0)

Ekspozycja Ti/°C T,/ °C T3/ °C

UV / min HSA HSAf HSA HSAf HSA HSAf
0 66,0 + 1,4 55,0+1,0 72,1 £0,5 643+1,3 79,8 £0,4 719 +1,3
30 62,0 0,6 54,7+ 0,4 71,4 +0,2 64,1 £1,0 79,2 +£0,2 71,713
60 59,2 +1,8 53,8 +1,0 69,9 +0,9 63,5+1,3 78,2 +0,3 70,9 £ 1,6

wszystkie temperatury 7, (i = 1, 2, 3) przej$¢ sktadowych w przypadku HSA
i wszystkie wartosci zmian entalpii AH; w przypadku HSAf maleja ze wzrostem
czasu ekspozycji na promieniowanie. Istotnos$¢ efektu potwierdzono analiza sta-
tystyczna.

Zaskakujaco duza wydaje si¢ kilkustopniowa zmiana wartosci 7,,; (dla 7 az
okoto 7°C) w poréwnaniu z ogélnym przesunig¢ciem temperatury przejscia tylko
o 1,3°C (tabela 16) w wyniku 60-minutowej ekspozycji na promieniowanie
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Tabela 19

Zaleznos$¢ zmian entalpii (Srednia + odchylenie standardowe) dla trzech sktadowych procesu ter-

micznego rozfaldowania HSA i HSAf od czasu ekspozycji na promieniowanie UVC uzyskane
w ramach modelu dwustanowego (ACp =0)

Ekspozycja AH; / kJ mol! AH, / kKJ mol! AH3 / kJ mol!

UV / min HSA HSAf HSA HSAf HSA HSAf
0 253 +43 313 +£29 374 £ 38 333+£32 456 + 36 347 £ 48
30 261 +£20 273 £33 37525 304 + 26 457 + 17 309 + 30
60 252 + 38 229 +37 376 +29 271 +37 452 + 33 261 +27

o dtugosci fali 254 nm. Sugeruje ona duza zmiang termostabilnosci fragmentu
czasteczki HSA rozfatdowujacego si¢ w zakresie najnizszych temperatur, po-
wodowang przez promieniowanie UVC.

Analizujac zmiany wartosci AH, (tabela 19) przejs¢ sktadowych dla albumi-
ny ludzkiej wolnej od kwaséw thuszczowych, stwierdzono 27% spadek AH,,
19% spadek AH, i 25% spadek AH; po 60-minutowej ekspozycji na promienio-
wanie. Najwigksza procentowa zmiana dotyczyta wiec przejscia pierwszego
(liczac w kierunku wzrastajacej temperatury). £.aczna zmiana wynoszaca okoto
200 kJ mol™! nie réznita sie¢ od zmiany entalpii denaturacji wyznaczonej dla
przejscia traktowanego catosciowo. Zmniejszenie AH mozna wyjasni¢ wystgpo-
waniem agregacji biatka pod wptywem promieniowania UV, ktéra sugerowaty
takze wyniki badani spektroskopowych. Przyczyny zmniejszenia wartosci ental-
pii denaturacji mozna réwniez szuka¢ w obnizeniu trwatosci biatka, np. w wy-
niku ostabienia wigzan wewnatrzczasteczkowych.

Zastosowanie modelu dwustanowego z AC, # 0 pozwolifo na wyciagnigcie
podobnych wnioskéw odnosnie do parametréow 7; oraz AH, jak tych uzyskanych
z modelu zakfadajacego AC, = 0. Dodatkowo ptynace z niego informacje do-
tycza zmian pojemnosci cieplnej w poszczegdlnych przejsciach sktadowych
(AC,,) oraz tendencji zmian tych wielkosci pod wplywem promieniowania. Zna-
jomos¢ réznicy pomigdzy pojemnoscia cieplng biatka w stanach: pofaldowanym
i rozfatldowanym jest bardzo wazna dla okreslenia temperaturowej zaleznos$ci
konformacyjnej stabilnosci biatka. Wiadomo, ze odslanianiu grup polarnych
i niepolarnych przy rozfaldowaniu towarzyszy zmiana pojemnosci cieplnej
o przeciwnych znakach. Jej dodatnie zmiany przypisywane sa grupom hydrofo-
bowym biatka, a ujemne grupom polarnym (DiLL, 1990; MurpHY et al., 1990,
1991; LOLADZE et al., 2001).

Zaleznos¢ parametréw dopasowania krzywych DSC albumin HSA i HSAf
w ramach modelu dwustanowego (AC, # 0) z trzema przejsciami od czasu eks-
pozycji na promieniowanie UVC zilustrowano na rys. 26 A i B. Dla obydwu ro-
dzajow albuminy ludzkiej obserwowana dodatnia wartos¢ AC,, lekko maleje
z wydluzaniem czasu napromieniowania, natomiast wartos¢ AC,; jest ujemna
i co do wartosci bezwzglednej wigksza dla HSA niz dla HSAf (istotno$¢ réznic
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p2°

AC,; (w kJ mol™ °C™!) (MICHNIK et al., 2008)
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potwierdzifa analiza statystyczna). Wartos¢ AC,,, jest bliska zeru, z wyjatkiem
tej dla 30-minutowej ekspozycji — w tym przypadku przyjmuje ona znak do-
datni dla HSA i ujemny dla HSAf. Warto zwréci¢ uwage, ze po 30-minutowej
ekspozycji wszystkie trzy wartosci AC,,; znaczaco réznig si¢ pomigdzy obydwo-
ma albuminami, a kierunek zmian AC,, i AC,; w stosunku do warunkéw bez
napromieniowania jest przeciwny. Fakty te wskazuja na odmienng reakcj¢ albu-
miny odttuszczonej i zawierajacej kwasy tluszczowe na promieniowanie UVC.

Zmiany pojemnosci cieplnej w roztworach biatka moga by¢ takze wynikiem
zdarzen, w ktérych nastgpuje zamknigcie (,,zagrzebanie”) molekul wody we
wnetrzu makromolekuty. C.J. MORTON, J.E. LADBURY (1996) oszacowali wartos$¢
AC, ,zagrzebania” molekut wody na zawierajaca si¢ w przedziale od 50 do
—25 JK™! (mol wody)™". Przedstawione réznice w parametrach AC,;, swiadczace
o zréznicowanej odpowiedzi obydwu albumin na promieniowanie, moga by¢ za-
tem zwigzane réwniez ze specyficzna reorganizacja wody w zmodyfikowanych
promieniowaniem strukturach odpowiednich fragmentéw czasteczki albuminy.

Podsumowujac zaprezentowane wyniki badai (MICHNIK, MICHALIK, 2004;
MICHNIK et al., 2008), promieniowanie UV jest czynnikiem, ktéry bardzo wy-
raZznie zmienia prawidlowa struktur¢ wszystkich badanych odmian albuminy
w wyniku modyfikacji konformacji biatka oraz powodowanie jego agregacji.
Istotne wydaje si¢ spostrzezenie, ze zmiany zachodzace w wodnych roztworach
albuminy pod wplywem promieniowania UV przebiegaja w podobnym kierun-
ku jak te zwiazane z uptywem czasu, ale promieniowanie UV poza przyspiesza-
niem przemian czasowych powoduje prawdopodobnie dodatkowe zmiany struk-
turalne.

Z badaii DSC oraz spektroskopowych wynika, ze albumina pozbawiona
kwaséw thuszczowych jest bardziej wrazliwa na dziatanie zaréwno promienio-
wania UV w petlnym zakresie A—C, jak i promieniowania UVC o dtugosci fali
254 nm. Naturalnie przytaczone do albuminy kwasy ttuszczowe pelnia zatem
ochronna funkcje i powstrzymuja zjawisko agregacji biatka.

Szczegétowe wyniki analizy dekonwolucyjnej wskazuja na réznice w kon-
formacyjnym przeorganizowaniu czasteczki albuminy odtluszczonej i nie-
odtluszczonej, powodowanym promieniowaniem UYV. Bardziej narazony na to
promieniowanie jest prawdopodobnie C-koficowy fragment makromolekuty al-
buminy. Atak na domeng I, czyli na N-koicowa cz¢s$¢ rozfatdowujaca sie¢ w roz-
tworach wodnych w wyzszej temperaturze, jest przypuszczalnie stabszy, przy-
najmniej w poczatkowej fazie dziatania promieniowania.
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Podsumowanie

Sledzenie procesu rozfatdowania biatka, czyli przejscia ze stanu natywnego
w zdenaturowany, dostarcza waznych informacji na temat trwalosci struktury
biatka, oddziatywan istotnych dla jej stabilizacji, a takze czynnikéw powo-
dujacych zmiany konformacyjne. Obecnie na temat termodynamiki faldowania
/ rozfatldowania biatek globularnych dostepna jest obszerna literatura. Réznico-
wa mikrokalorymetria skaningowa, umozliwiajaca bezposrednie wyznaczenie
czastkowych pojemnosci cieplnych bialek w roztworach wodnych nalezy do
najlepszych metod stuzacych poznaniu tego procesu. Wybdér metody DSC znaj-
duje swe uzasadnienie w unikalnej mozliwosci bezposredniego wyznaczenia
zmian entalpii rozwazanego procesu, a nast¢pnie przez zaleznoSci termodyna-
miczne zmian entropii i energii swobodnej Gibbsa.

W opracowaniu teorii taczacej informacje termodynamiczne uzyskane z po-
miaréw kalorymetrycznych ze struktura biatka wprowadzono narzedzie do po-
znania konformacyjnej stabilnosci biatek. Powiazanie takie dostrzegli w 1978
roku E. Freire R.L. Biltonen, tworzac podstawy analizy dekonwolucyjnej funk-
cji nadmiarowej pojemnosci cieplnej. Opiera si¢ ono na formalnym zwigzku
sumy statystycznej i funkcji nadmiarowej pojemnosci cieplnej przy stalym cis-
nieniu, a takze funkcji nadmiarowej entalpii. Te mierzone doswiadczalnie wiel-
kosci termodynamiczne zawieraja zatem informacje na temat stanéw czasteczki
wystepujacych w rozwazanym zakresie temperatur.

Termiczna denaturacja albuminy, biatka sktadajacego si¢ z trzech domen,
jest procesem ztozonym, ktérego przebieg odzwierciedlony w obrazie DSC za-
lezy od rodzaju albuminy (ludzka, wolowa), formy (zawierajaca kwasy thuszczo-
we, odtluszczona) oraz modyfikacji sktadu i witasciwosci rozpuszczalnika
(woda, wodne roztwory etanolu), jego sity jonowej, pH, st¢zenia biatka i warun-
kéw prowadzenia eksperymentu. Zaprezentowane wyniki badai pokazuja, ze
w procesie tym uwidaczniaja si¢ rowniez zmiany, ktére zaszty w badanych roz-
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tworach biatka z uptywem czasu oraz pod wpltywem zewnetrznych czynnikéw

srodowiskowych, np. promieniowania elektromagnetycznego. Na temat wielu

z wymienionych zalezno$ci byly juz wczesniejsze doniesienia literaturowe, ale

zostaly one w biezacej pracy uzupelnione (np. zbadanie zaleznoSci od pH dla

nieodtluszczonej formy albuminy wolowej), poszerzone o dodatkowe aspekty

i przedyskutowane na tle danych literaturowych. W odréznieniu od innych

prac, w tym opracowaniu, prawie wszystkie badania prowadzono réwnolegle

dla pochodzacych z tego samego preparatu wyjsciowego, nieodttuszczonej oraz
pozbawionej kwasow ttuszczowych form albumin, w tych samych warunkach
doswiadczalnych, w srodowisku wodnym.

Specyfika termicznego rozfaldowania albuminy, ktére nie jest prostym
przejSciem dwustanowym, wymagala dobrania zestawu modeli matematycz-
nych, opisujacych poprawnie ten proces dla réznych odmian biatka i pozwa-
lajacych analizowaé zmiany wywotywane w jego przebiegu okreslonymi czyn-
nikami fizykochemicznymi.

Wykazujac mozliwos$¢ rozwazania procesu termicznego rozfaldowania albu-
miny w ramach termodynamiki réwnowagowej, przeprowadzono analiz¢ de-
konwolucyjna funkcji nadmiarowej pojemnosci cieplnej badanych form albu-
min. Z zastosowaniem odpowiednich modeli udalo si¢ uzyskaé oryginalne
wyniki, z ktérych na podkreslenie zastuguja:

— Udokumentowanie réznic w przebiegu procesu termicznego rozfatdowania
albumin zawierajacych kwasy tluszczowe i odttuszczonych.

— Wykazanie silniejszego wiazania etanolu do albuminy odttuszczonej w po-
rownaniu z forma nieodtluszczong.

— Potwierdzenie mozliwosci wiazania etanolu do miejsc zajmowanych
w czasteczce albuminy przez krétkotaiicuchowe kwasy ttuszczowe w subdo-
menie IIA.

— Spostrzezenie o podziale makromolekuly albuminy na zalezne od pH roz-
tworu podjednostki ujawniajace si¢ w trakcie jej termicznej denaturacji.

— Wykazanie odmiennosci reakcji albumin odtluszczonych i nieodttuszczonych
na promieniowanie UV przez stwierdzenie réznic w ich konformacyjnym
przeorganizowaniu pod wplywem tego promieniowania.

— Wskazanie podjednostek czasteczki biatka reagujacych w pierwszej kolejno-
Sci na promieniowanie UV i RF.

Z. przeprowadzonych obserwacji i analiz nie mozna jednoznacznie stwier-
dzié, czy wyodrebnione w procesie termicznego rozfatdowania albuminy struk-
turalne podjednostki odpowiadaja jej strukturze domenowej. Wydaje si¢ to jed-
nak wysoce prawdopodobne w przypadku albumin ludzkich i nieodtluszczonej
albuminy wotowej, gdy rozpatrywany proces przebiega w roztworach wodnych
o wartosciach pH z zakresu odpowiadajacego formie N albuminy. W takich wa-
runkach rozfatdowanie odttuszczonej formy albuminy wotowej odbywa si¢ z po-
dzialem na dwie, a nie na trzy podjednostki.
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Do interesujacych wynikéw prezentowanych w tym opracowaniu nalezy wy-
krycie subtelnych efektéw nietermicznych dzialania promieniowania o cz¢stosci
radiowej na wodne roztwory albuminy. Istnienie biologicznych efektéw po-
wstalych na skutek ,,atermicznej” ekspozycji na pola elektromagnetyczne jest
nadal kontrowersyjne. Wykorzystanie wyspecjalizowanego, wysokoczultego mi-
krokalorymetru dowiodto, ze nawet stabe bodZce, zmieniajace w niewielkim
stopniu konformacje biatka moga by¢ wykryte z zastosowaniem techniki DSC.
Zaobserwowano, ze promieniowanie RF o czgstotliwosci z zakresu od kilku do
kilkudziesigciu MHz wywotuje wyrazny wpltyw na termiczne przemiany za-
chodzace w roztworach wodnych albuminy, cho¢ skutek ekspozycji na promie-
niowanie nie jest natychmiastowy, lecz ujawnia si¢ w czasie. Zaskakujaco staby
okazat si¢ w poréwnaniu ze wskazanym zakresem efekt wywierany przez pro-
mieniowanie o najwigkszej z badanych czestosci, 247 MHz. Interesujace bytoby
w zwiazku z tym przeprowadzenie badai z zastosowaniem Zrédet promieniowa-
nia o innych czgstotliwosciach, rzedu kilkuset MHz. Warto byloby takze wyko-
na¢ badania zmian zachodzacych w roztworach albuminy metoda DLS (Dyna-
micznego Rozpraszania Swiatta).

Inne wazne wyniki zawarte w pracy to udokumentowanie stabilizujacego
dziatania matych, a destabilizujacego duzych st¢zeri etanolu na strukture albu-
miny, wykazanie odmiennego charakteru wiazania etanolu do albuminy przy
jego niskim i wysokim st¢zeniu oraz istnienia miejsc wiazacych o zréznicowa-
nym powinowactwie do etanolu, z oszacowaniem minimalnych wartoSci para-
metréw charakteryzujacych kompleksy albuminy z etanolem.

Istotnym wnioskiem wynikajacym z catosci zaprezentowanego materiatu jest
stwierdzenie, ze naturalnie przytaczone do makromolekuty albuminy kwasy
tluszczowe pelnia ochronna funkcje, zapewniajac jej wigksza trwatosS¢ ter-
miczng oraz powstrzymujac skutki destrukcyjnego wpltywu pewnych czynnikow,
np. promieniowania UV przez spowolnienie ogdlnie zintensyfikowanego
dziataniem promieniowania zjawiska agregacji biatka.

Zastosowana metoda badawcza nie pozwala na zidentyfikowanie zajetych
przez kwasy tluszczowe miejsc wiazacych. Jednakze na bazie otrzymanych wy-
nikéw mozna wnioskowac, ze w badanej formie albuminy nieodttuszczonej za-
jete byto miejsce w subdomenie IIA. Najistotniejsze rdéznice pomigdzy
odtluszczong i nieodttuszczona forma albuminy w roztworach etanolu udoku-
mentowano bowiem dla subdomeny II. Informacja, ze miejsce wiazace w sub-
domenie IIA jest jednym sposréd dwoéch (trzech) miejsc zajmowanych przez
kwasy tluszczowe w warunkach fizjologicznych, jest wazna z medycznego
punktu widzenia, poniewaz jest to jedno z dwoch gtéwnych miejsc wiazania le-
kéw.

Przedyskutowanie zagadniei zwiazanych z procesem termicznego rozfatdo-
wania biatka osocza, albuminy, pozwolito na zilustrowanie réznorodnosci i spe-
cyfiki probleméw rozwigzywanych na podstawie analizy proceséw przebie-
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gajacych w roztworach bialek pod wptywem kontrolowanego wzrostu
temperatury. Pokazano, ze zastosowanie odpowiednich narzedzi, np. w postaci
wtasciwie dobranych modeli teoretycznych, pozwala uzyska¢ z kalorymetrycz-
nych pomiaréw wielkosci makroskopowych informacje na poziomie molekular-
nym.



Dodatek

D I. Wiazanie kwasow ttuszczowych do albuminy

Albumina odpowiada za transport kwaséw ttuszczowych, bedacych waznym
Zrédtem budulcowym i energetycznym dla ludzkiego organizmu. Wewnatrz or-
ganizmu sg one dostarczane do komdrek w formie komplekséow z albumina.
W warunkach fizjologicznych HSA niesie okoto 0,1—2 moli kwaséw tluszczo-
wych na mol biatka (SHRAKE et al., 1984). W wyniku dyslipidemii typowej dla
niektoérych choréb sercowo-naczyniowych, jak cukrzyca czy preeklampsia, licz-
ba molekut kwaséw tluszczowych zwiazanych z albuming wzrasta.

Badania nad wigzaniem kwaséw tluszczowych do albuminy surowicy trwaja
od okoto 50 lat. Prowadzono je réznymi metodami, z ktérych wiekszos¢ powo-
dowala pewne modyfikacje biatka, a to komplikowalo interpretacje wynikow.
Ujawnienie znaczacego oddzialywania pomigdzy miejscami wigzacymi kwasy
tluszczowe 1 leki jest wazne z medycznego punktu widzenia. Obserwacje do-
tyczace istnienia wielokrotnych miejsc wiazacych o réznym powinowactwie
maja zwigzek z farmakokinetyka lekéw (GHUMAN et al., 2005).

Analiza rentgenowska komplekséw HSA z kwasami ttuszczowymi wykazata
asymetryczne rozmieszczenie miejsc wiazacych dla kwaséw tluszczowych
(rys. 1B). Zasugerowano istnienie dwdch lub trzech miejsc o wysokim powino-
wactwie 1 przynajmniej trzech miejsc o niskim powinowactwie (CARTER, Ho,
1994; PETERS, 1995). S. CURRY et al. (1998) jako pierwsi podali strukturg kry-
stalograficzna albuminy ludzkiej skompleksowanej z pigcioma molekutami kwa-
su tetradekanowego (mirystynianowego) (C14:0).

Wiazanie kwaséw ttuszczowych do albuminy powoduje zmiany konforma-
cyjne (CARTER, HO 1994; CURRY et al., 1998, 1999; PETIPTAS et al., 2001) pole-
gajace na rotacji domen I i III wzgledem centralnej domeny II, przy czym kazda
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z domen zachowuje swa konformacjg, poza dwoma helisami C-kofica, ktére
przesuwaja si¢ na zewnatrz molekuty (Suclo et al., 1999). Nastepuje poszerze-
nie molekuty biatka (rys. 1A,B). Stwierdzono, ze zmiany konformacyjne indu-
kowane przez kwasy ttuszczowe w HSA s3 odwracalne (CARTER, Ho, 1994).

Kolejne badania krystalograficzne (BHATTACHARYA et al., 2000) pozwolity na
rozrdznienie miejsc wiazacych dla dtugo-, srednio- i krétkotaiicuchowych kwa-
sow tluszczowych. Scharakteryzowano doktadnie 9 miejsc wiazacych. Wyodreb-
niono wspdlny zestaw 7 miejsc wigzacych dla kwaséw tluszczowych zawie-
rajacych w taiicuchu od 10 do 18 atomdéw wegla. Réznia si¢ one geometria
kieszeni dla kwaséw tluszczowych o réznej dtugosci tancucha. W 5 pierwszych
miejscach reszty metylenowe lokuja si¢ w hydrofobowych wnekach i rozciagaja
si¢ w nich niezaleznie od tego, czy kieszen jest krétka i szeroka (jak w miej-
scach 1.1 3.), czy dluga i waska (jak w miejscach 2., 4. i 5.). Charakter miejsc
6. 1 7. trudniej jednoznacznie okreslié, jednakze stwierdzono, ze sa to miejsca
0 mniejszym powinowactwie, bo zwigzane kwasy C14:0 moga by¢ z nich wy-
parte przez konkurencyjnie wiazane leki. Jednoczesnie sugeruje sig, Ze miejsce
7. w subdomenie IIA moze by¢ pierwotnym miejscem wigzania dla krétszych
kwaséw tluszczowych. Sposréd miejsc wiazacych dlugotaicuchowe kwasy
tluszczowe to o najwiekszym powinowactwie ulokowane jest prawdopodobnie
w subdomenie IIIB. Dla kwaséw ttuszczowych o Sredniej dtugosci taicucha
(C10:0—C14:0) zidentyfikowano 4 miejsca (preferencyjne — w subdomenach
ITA i IITA), a dla najkrétszych z badanych (C10:0) — 2 miejsca (obydwa w du-
zej szczelinie miedzy domenami I i III). Wazne miejsce wiazace, cho¢ o stab-
szym powinowactwie, znajduje si¢ w centrum domeny I (BHATTACHARYA et al.,
2000; Curry et al., 1999), blisko aktywnego miejsca wiazacego dla miedzi,
w sasiedztwie cysteiny Cys-34 (GryzuNov et al., 2003).

Obserwacje poczynione w badaniach strukturalnych sa w zgodzie z wczes-
niejszymi danymi NMR (PistoLa er al., 1987) wskazujacymi, ze miejsca
wiazace bez znaczacego wkladu oddziatywan elektrostatycznych migdzy
biatkiem i kwasami tluszczowymi charakteryzuja si¢ nizszym powinowactwem
i sg okupowane tylko przy wysokim stosunku molowym kwaséw tluszczowych
do bialka.

Interesujacym zagadnieniem jest jednoczesne wiazanie kwaséw ttuszczo-
wych i innych ligandéw do makromolekuty albuminy. Stwierdzono, ze struktura
krystaliczna potréjnego kompleksu HSA-mirystynian-hemina ujawnia konforma-
cje posrednia migdzy odttuszczona i skompleksowang z kwasami ttuszczowymi
forma albuminy. Hemina wigzana jest w hydrofobowej wngce subdomeny I B,
zajmowanej zwykle przez kwasy tluszczowe (ZUNSZAIN et al., 2003 b). Pokaza-
no, ze wiazanie kwaséw tluszczowych utatwia utlenianie grup SH Cys-34
i przeksztatca kompleksy albuminy z miedzia z antyoksydantéw w prooksydan-
ty (GryzuNov et al., 2003). Wykazano, ze sila wiazania genisteiny, zwiazku
z grupy izoflawonoidéw, jest taka sama dla HSA i BSA, ale nizsza dla albumi-
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ny ludzkiej wolnej od kwaséw ttuszczowych, co §wiadczy o tym, ze zwiazane
kwasy tluszczowe wzmacniaja powinowactwo genisteiny do HSA (MAHESHA et
al., 2006). Obecnos¢ kwasoéw ttuszczowych zatem zmienia zaréwno strukture,
jak 1 wiasnosci funkcjonalne albuminy.

D II. Sity stabilizujace strukture biatka

Aby biatko mogto petnié¢ przeznaczone mu funkcje, musi by¢ utrzymywane
w charakterystycznym dla niego stanie natywnym. Od wielu lat prowadzi si¢
badania majace na celu wyjasnienie roli ré6znych typéw oddzialywan w tworze-
niu i utrzymywaniu zwinigtej, zwartej struktury biatka. Konformacja tancucha
peptydowego zalezy od jego sekwencji aminokwasowej. Kowalencyjne wiazania
peptydowe oraz kowalencyjne mostki dwusiarczkowe buduja ,,szkielet” bialka.
Ksztattowanie ostatecznej jego struktury uwarunkowane jest natomiast
wspoétgraniem silnych oddziatywan kowalencyjnych i stabych oddziatywan nie-
kowalencyjnych. Zagadnienia dotyczace tej tematyki sa szeroko omawiane
i dyskutowane (FINKELSTEIN, PTITSYN, 2002; JACKSON, 2006; PACE et al., 1996;
ZIELENKIEWICZ, 2003 b). Duzy wysilek i zaangazowanie wielu badaczy ukierun-
kowane sa na problem rozdzielenia energetycznych wktadéw poszczegdlnych
rodzajow sit stabilizujacych natywny stan biatka. Badania skupiaja si¢ wokot
zagadnienn zwiazanych ze wzglednym udzialem wiazan wodorowych, mostkow
solnych (oddziatywan miedzy przeciwnie natadowanymi grupami tadicuchéw
bocznych), oddziatywai hydrofobowych. Stale poszukiwana jest odpowiedZ na
pytanie, czy istnieja ogdlne zasady kierujace procesem faldowania si¢ bialek,
czy proces ten jest indywidualny dla danego biatka.

Jedne z pierwszych prac dotyczyly préb oceny udziatu oddziatywan elektro-
statycznych. Zjawisko kwasowej denaturacji biatek, w ktérej energia swobodna
oddziatywan elektrostatycznych jest modyfikowana przez zmniejszanie pH, wy-
raZznie wskazuje, ze jonizowalne grupy moga dawac istotny wkiad w stabilizacje
struktury biatek. Stwierdzono jednakze, ze oddzialywania pomig¢dzy parami jo-
néw na powierzchni biatka odgrywaja drugorzedng role w stabilizacji stanu na-
tywnego biatka (DiLL, 1990; YANG, HonG, 1993). Jednoczesnie wiele danych
eksperymentalnych wskazuje na istotno$¢ resztowych oddzialywarh pomigdzy
tadunkami w stanie zdenaturowanym (WHITTEN, GARCIA-MORENO, 2000),
a optymalizacja oddzialywan migdzy tadunkami na powierzchni biatek wydaje
si¢ uzyteczng strategia w  uzyskiwaniu termostabilnych enzyméw
(SANCHEZ-RU1Z, MAKHATADZE, 2001).

Badania ukierunkowanej mutagenezy biatek dostarczyty wielu informacji na
temat udziatu specyficznych reszt aminokwasowych w stabilizacji struktury
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biatka. Na przykiad biatka majace zaglgbienia w rdzeniu hydrofobowym mozna
stabilizowaé przez zastapienie duzych, niepolarnych reszt aminokwasowych
matymi, niepolarnymi aminokwasami (np. zastapienie leucyny walina). Nato-
miast destabilizacje biatka osigga si¢ przez usunigcie mostkéw dwusiarczko-
wych, wprowadzenie duzych, niepolarnych aminokwasow, ktére nie moga
zmiesci¢ si¢ w rdzeniu hydrofobowym lub zastgpienie polarnych reszt amino-
kwasowych — tworzacych korzystne dla stabilnosci biatka wiazania wodorowe
lub mostki solne — resztami nietworzacymi takich potaczen.

Wigkszos¢ z przeprowadzonych badan wskazuje, ze najwazniejsze sity
rzadzace struktura i oddziatywaniami molekut biologicznych sa zwiazane
z efektem hydrofobowym. Jego wklad do termicznej stabilnosci biatek jest rzeg-
du setek kJ mol™!. W celu zrozumienia fizycznych podstaw tego efektu od wielu
lat prowadzi si¢ badania oddziatywari pomigdzy substancja rozpuszczona i roz-
puszczalnikiem dla serii zwigzkéw organicznych uporzadkowanych ze wzgledu
na ich hydrofobowo$¢ (PiEKARSKI, TKACzYK, 1995; TANIEWSKA-OSINSKA,
PIEKARSKI, 1984, 1994; SPOLAR et al., 1992; ZIELENKIEWICZ, POzZNANSKI, 1998,
1999; ZIeLENKIEWICZ, 2003).

Sposréd  wielkosci termodynamicznych charakteryzujacych hydrofobowa
natur¢ zwiazku, jedng z najdoktadniej okreslonych jest czastkowa molowa ob-
jetos¢ V) wyznaczona z pomiaréw gestosci. Sa tez precyzyjne dane do-
tyczace tej wielkosci dla grup zwigzkéw organicznych (alkenéw, amin, ami-
déw, alkoholi, aminokwaséw i peptydéw), ktére traktuje si¢ jako modelowe
dla bialek i kwaséw nukleinowych. Korzystajac ze znanych wartosci V) za-
proponowano nowy, dogodny parametr do poréwnywania zwiazkow o réznej
strukturze i polarnosci (ZIELENKIEWICZ, POzZNANskI, 1998 a, b), a mianowicie
wzgledng gesto§¢ powloki solwatacyjnej, «, zdefiniowana jako stosunek
réznicy Vy'—V3 do V, . (V' — objetos¢ molekularna, V, = — objetos¢
powtoki solwatacyjnej)’. Wyliczajac objetos¢ powtoki solwatacyjnej (jako
rowna objetosci wyznaczonej przez przetoczenie sfery o Srednicy jednej mo-
lekuty rozpuszczalnika po powierzchni substancji rozpuszczonej) i szacujac
wartosci V' pélempirycznie, stosujac metody mechaniki molekularnej, wy-
znaczono wartosci  dla wody i wodnych roztworéw wielu wspomnianych
grup zwiazkéw organicznych. Stwierdzono, ze wartosci « silnie zaleza od
liczby grup CH,, jest tez liniowa dodatnia korelacja pomig¢dzy « i polarnoscia
(zdefiniowana jako stosunek powierzchni molekularnej polarnych grup i ato-
moéw eksponowanych na rozpuszczalnik do catkowitej powierzchni molekular-
nej) w danych seriach zwiazkéw. Wartosci a maleja ze wzrostem hydrofobo-
wosci zwiazku rozpuszczonego. Sa ujemne, co oznacza, ze Srednia gestos¢
wody w powloce hydratacyjnej jest mniejsza niz dla czystej wody (koncepcja
,,2o0ry lodowej”). Zaleza one silnie od struktury molekuly — réznia sie¢ dla
zwiazkéw liniowych 1 cyklicznych o tej samej liczbie grup CH, i NH
(ZIELENKIEWICZ, PozNANSKI, 1998 a, b).
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Wzrost hydrofobowosci rozpuszczalnika sprzyja destabilizacji biatka i jego
denaturacji. Nasilenie denaturujacego dziatania alkoholi, alkilomocznikéw,
alkiloamidéw ze wzrostem diugosci ich taricucha alkilowego odzwierciedla ich
zdolnos¢ do wspdtzawodnictwa w hydrofobowych kontaktach pomigdzy reszta-
mi aminokwasowymi we wnetrzu biatka (LuBaAs et al., 1979; MICHNIK, LUBAS,
1986; HERSKOVITZ et al., 1970 a—c).

Oddziatywania hydrofobowe sa zalezne od temperatury (SCHELLMAN, 1997).
Stabna wraz z jej obnizaniem az do momentu, gdy przestaja by¢ na tyle silne,
by stabilizowad¢ stan natywny biatka. W niskich temperaturach (zwykle ponizej
0°C) obecnos¢ hydrofobowych powierzchni wnosi stosunkowo mata réznice ze
wzgledu na istniejace w wodzie wystarczajace uporzadkowanie. Ostabienie od-
dziatywan hydrofobowych powoduje denaturacje biatka, zatem, zaréwno niska,
jak 1 wysoka temperatura moga denaturowac biatko (Griko, PrivaLov, 1992;
NERA, GoMmEz, 2004). Efekt hydrofobowego wktadu do energii swobodnej
Gibbsa rozfaldowania biatka w temperaturze 25°C szacuje si¢ na okoto 8 kJ
mol™! na reszte aminokwasowa (ROBERTSON, MURPHY, 1997; MAKHATADZE,
PrivaLov, 1995).

Cho¢ oddzialywania hydrofobowe sa tymi, ktore odgrywaja pierwszopla-
nowa rolg w procesie zwijania si¢ taricucha polipeptydowego, a rola wigzahh wo-
dorowych, tworzonych dopiero po zaistnieniu asocjacji grup niepolarnych, jest
prawdopodobnie wtérna, maja one olbrzymie znaczenie w stabilizacji specy-
ficznej konformacji biatka. Prawie 90% wszystkich grup w biatku, ktére moga
tworzy¢ wigzania wodorowe, tworza je pomigdzy soba lub z molekutami osrod-
ka. Srednie czasy zycia takich wiazai sa prawdopodobnie rzedu 107 s (HUANG,
2005). Srednia dtugo$¢ wigzaii wodorowych obserwowanych w biatkach wynosi
3,04 A (STICKLE er al., 1992). Najliczniejsza grupg wiazain wodorowych (68,1%)
tworza wiazania typu (C=0---H—N), nastgpnymi pod wzgledem liczebnosci sa
wiagzania: )C=0--faficuch boczny (10,9%), )N—H----fadicuch boczny (10,4%),
taiicuch boczny----taricuch boczny (10,6%) (STICKLE et al., 1992).

Eksperymenty dotyczace stabilnosci zmutowanych bialek sugeruja, ze
wigzania wodorowe wnosza co$ wigcej ponad stabilizacj¢ zainicjowanych po-
przez kontakty hydrofobowe struktur (MYERS, PACE, 1996). Bialka sa faktycznie
destabilizowane przez mutacje reszt tworzacych wiazania wodorowe. Chociaz
dowolna mutacja ma wielorakie efekty energetyczne, po uwaznym oszacowaniu
r6znych wktadéw stwierdzono, ze usunigcie wigzania wodorowego destabilizo-
wato stan natywny, powodujac zmiang jego energii swobodnej az o 4RT. Sredni
efekt stabilizujacy jednego wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego oce-
niono na 1 do 2 kcal mol™.

Interesujace podejscie do roli wigzan wodorowych rozwinigto, uzywajac wy-
miany wodorowo-deuterowej (SHI et al., 2002). Deuter wchodzi selektywnie
w stabsze wigzania wodorowe. Silniejsze wiazania wodorowe preferuja protony.
Stosunek deuter/wodér (mierzony technika NMR) moze byé uzyty do osza-
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cowania energii poszczegélnych wiazaii wodorowych w biatku. Co wigce;j,
ostabienie wiazan wodorowych przez wymiang izotopowa przesuwa rownowa-
ge pomiedzy stanem natywnym i zdenaturowanym. Te eksperymenty prowadza
do oszacowari 2,9 kJ mol' (okoto IRT) dla wktadu wigzania wodorowego
w a-helisie do stabilnosci stanu zwinigtego. Efekt stabilizujacy jest rézny dla
r6znych biatek i w biatkach z mniejsza zawartoscia a-helisy 1 wigksza zawarto-
Scig f-kartki, efekt stabilizujacy wiazan wodorowych nie jest widoczny. Na
energetyke wigzan wodorowych wptywa polarnos¢ srodowiska. W wodzie
wigzanie wodorowe jest procesem wymiany, w ktérym kontakty z woda sa
zastapione przez kontakty wewnatrzczasteczkowe; zmiana energii swobodnej
zZwigzana z wymiang wigzania wodorowego jest mata. Kiedy wigzanie wodoro-
we tworzy si¢ pomiedzy dwoma grupami w biatkowym wnetrzu, woda zostaje
wykluczona. Wiazanie wodorowe nie jest wtedy procesem wymiany, a cala
energia wiazania jest dostepna dla kierowania tworzeniem struktury drugorze-
dowe;.

D IIl. Wplyw Srodowiska na konformacyjng stabilnos¢ makromolekuty biatka

Srodowisko makromolekuty moze by¢ modyfikowane réznymi czynnikami,
wplywajacymi na réwnowage sit decydujacych o przyjmowanych przez biatko
konformacjach.

Woda. Aktywnos¢ biatka oraz jego konformacyjna elastyczno$¢ sa w du-
zym stopniu uwarunkowane jej obecnoscia. Hydratacja wptywa na tréjwymia-
rowa strukture biatka. G.I. Makhatadze i P.L. Privalov przeanalizowali jej zna-
czenie w procesie fatldowania si¢ biatka, wyliczajac entalpig, entropi¢ i energi¢
Gibbsa hydratacji polarnych i niepolarnych grup przy rozfaldowaniu kilku
biatek globularnych w zakresie temperatur od 5°C do 125°C (MAKHATADZE,
Privarov I, II, 1993). Wykazali oni, ze entalpia hydratacji polarnych grup
znacznie przewyzsza entalpi¢ hydratacji grup niepolarnych. Przy niskich tempe-
raturach obydwie entalpie sa ujemne i zmieniaja si¢ w przeciwnych kierunkach
ze wzrostem temperatury. Entalpia przeniesienia niepolarnych grup z wnetrza
biatka do wody jest ujemna ponizej temperatury 25°C i dodatnia powyzej tej
temperatury. Entalpia przeniesienia polarnych grup z wnetrza biatka do wody
jest dodatnia w niskich temperaturach i staje si¢ ujemna w wysokich temperatu-
rach. W rozwazanym zakresie temperatur entalpia przeniesienia niepolarnych
grup dominuje. Skutkiem tego jest dodatnia entalpia rozfatdowania biatka wraz
ze wzrostem temperatury. Entropia hydratacji jest ujemna zaréwno dla polar-
nych, jak i niepolarnych grup, ale podobnie jak entalpia zmienia si¢ w przeciw-
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nych kierunkach ze wzrostem temperatury. Co do wartosci bezwzglednej entro-
pia hydratacji grup polarnych wzrasta, a niepolarnych maleje, stajac si¢ zerem
w 122°C dla grup alifatycznych i w 104°C dla grup aromatycznych, a nastgpnie
zmienia znak w wyzszych temperaturach. Hydratacja grup polarnych i aroma-
tycznych niepolarnych destabilizuje natywna strukture biatka, podczas gdy hy-
dratacja niepolarnych grup alifatycznych (hydratacja hydrofobowa) stabilizuje
ja. Za zimng denaturacje biatka (méwimy o niej wtedy, gdy stan zdenaturowa-
ny wystepuje w nizszej temperaturze niz stan natywny) jest gtéwnie odpowie-
dzialna hydratacja grup polarnych (PrivaLOv, MAKHATADZE, 1993).

Wiedza na temat wktadu hydratacji w konformacyjna stabilnos¢ biatek stale
nie jest wyczerpujaca. Brak np. jednoznacznej opinii na temat zawartoSci wody
we wnekach hydrofobowych (MYERS, PACE, 1996).

Temperatura. Jej wzrost ma dezorganizujacy wplyw na rozpuszczalnik i na
makromolekule, sprawia, ze konformacje o wigkszej catkowitej energii swobod-
nej staja si¢ dostgpne i ostatecznie wiedzie makromolekute w kierunku bardziej
rozfaldowanej formy przez zwigkszenie ,stresu termicznego” na stabe od-
dziatywania trzymajace taricuch lub taiicuchy polipeptydowe razem. Kiedy tem-
peratura wzrasta, oddziatywania elektrostatyczne zmieniaja si¢ nieznacznie,
wiazania wodorowe ulegajq ostabieniu, a hydrofobowe wzmocnieniu (do tempe-
ratury okoto 110°C (WaNG, 1999)).

Ci$nienie. Poddanie biatka ci$nieniu hydrostatycznemu prowadzi do jego
rozfatdowania. Fakt, ze biatka moga by¢ rozfaldowywane przez cisnienie, wyni-
ka z ogdlnej termodynamicznej zaleznosci:

(aan) AV
T

= (DIIL1)
ap RT

(K jest stata réwnowagi reakcji rozfatdowania w standardowym stanie °, AV®
jest zmiana objetosci). Wynika z niej, ze w statej temperaturze powinna nastg-
powaé w procesie rozfaldowania ogélna ujemna zmiana objgtosci. W ogromnej
wigkszoSci przypadkéw wyniki badan rzeczywiscie wskazuja na znaczace
zmniejszenie si¢ objgtosci przy rozfaldowaniu (FRYE, ROYER, 1998; ROYER,
2002). Sa jednak takze dane §wiadczace o tym, iz z powodu réznicy w rozsze-
rzalno$ci termicznej pofatdowanego i rozfaldowanego stanu biatka znak zmiany
objetosciowej moze sta¢ si¢ dodatni w wysokich temperaturach (ROYER, 2005).
Eliptyczny ksztalt diagramu fazowego obserwowany dla roztworéw biatek suge-
ruje, ze przy pewnych wartosciach ci$nienia i temperatury zmiany objgtosci
przy rozfatldowaniu moga by¢ dodatnie (SMELLER, 2002). Wptyw ci$nienia na
strukturg biatka zalezy od zmian w objetosci i $cisliwosci, ktére towarzysza
biatkowym przejSciom konformacyjnym, w szczegdlnosci czgsciowemu lub
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catkowitemu rozfatdowaniu. Zmiany w energii swobodnej rozfaldowania w od-
niesieniu do ci$nienia atmosferycznego p, sa dane réwnaniem:

P
AG AG,, , + [ AV,dp, (DIIL2)

Po

w(p) = u(py)

ktére moze by¢ rozwinigte w szereg Taylora
_ 0 A8, ,
AGu(p) —AGu(pO) + AV, (p—p,)+ 5 (p—p,) +..., (DIL3)

gdzie: AB = dAV/dp jest Scisliwoscia izotermiczng. Nieliniowos$¢ wykresu InK
wzgledem cisnienia wskazuje, iz zmiana $cisliwosci jest wktadem, ktory nie po-
winien by¢ zaniedbany.

Poniewaz zmiany objgtosci zaleza nie tylko od cisnienia, lecz takze od tem-
peratury, nalezy jeszcze uwzgledni¢ czynnik zwiazany z rozszerzalnoscia ter-
miczna: Aa = dAV/IT. Zatem:

AV=AV" + AT —T,)— AB(p— p,). (DIIL4)

Za ci$nieniowo-indukowane rozfatdowanie biatka w duzej mierze odpowie-
dzialne sg efekty solwatacyjne (ROYER, 2005). Pod wptywem wysokiego ciSnie-
nia woda penetruje puste przestrzenie w biatku, co destabilizuje wewngtrzne
potaczenia i utatwia proces denaturacji. Jedng z wazniejszych przyczyn denatura-
cji ci$nieniowej jest prawdopodobnie ostabienie hydrofobowych oddziatywani
migdzy niepolarnymi tardcuchami bocznymi (BALNY ef al., 2002; HARANO,
KinosHiTa, 2006), cho¢ przeciwny poglad, sugerujacy stabilizacje oddziatywan
hydrofobowych przez podwyzszone ci$nienie jest takze spotykany w doniesie-
niach literaturowych (BOONYARATANAKORNKIT ef al., 2002). Ostatnie badania
wskazuja, ze catoksztalt Sciezek rozfatdowania przy ci$nieniowej denaturacji jest
inny niz przy denaturacji cieplnej lub chemicznej (HaArRANO, KiNosHITA, 2006).

Biatka suche, w stanie stalym sa bardzo odporne na ci$nieniowa denatura-
cje. Maty wzrost ci$nienia moze zwigksza¢ odporno$¢ bialka zaréwno na
zimna, jak i na cieplng denaturacje. Pierwszo- i drugo-rzgdowa struktura biatek
nie jest zmieniana nawet przez tak wysokie ci$nienia, jak 10 kbar, czyli 1000
MPa (BOONYARATANAKORNKIT ef al., 2002). Dysocjacja multimerycznych biatek
wystepuje zwykle przy ci$nieniach 100—200 MPa, a typowe ci$nienie powo-
dujace rozfaldowanie biatka to okoto 500 MPa (SMELLER, 2002).

pH. Zmiany w stgZeniu jonéw wodorowych moga wplynac na specyficzne

wigzanie protonéw do ulegajacych jonizacji miejsc makromolekuly, jak réwniez
na naturg rozpuszczalnika przez zmiang wzglednych stgzen uwodnionych proto-
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néw. Grupy funkcyjne (aminowe, karboksylowe itd.) biomolekut dysocjuja
przy okreslonej wartosci pH, a wiele ich wtasciwosci biologicznych i fizycz-
nych zalezy od tej dysocjacji. Przy wartosciach pH dalekich od pl danego
biatka pojawia si¢ tendencja do rozfaldowania ze wzgledu na wzrost odpycha-
nia elektrostatycznego pomig¢dzy podobnymi tadunkami w biatku (DILL, 1990,
WANG, 1999). Zmiana pH moze zmienia¢ wzgledna stabilnos¢ subdomen, co
pociaga zmiany w kooperatywnosci procesu fatdowania (rozfaldowania).

Rozpuszczalniki niewodne, takie jak: alkohole, dioksan, dimetylosulfotle-
nek, glikol etylenowy, zmniejszaja stala dielektryczna osrodka i wzmacniaja
wewnatrz- 1 migdzyczasteczkowe oddziatywania elektrostatyczne. Dla zro-
zumienia wptywu tych rozpuszczalnikéw na trwatos¢ struktur biatkowych po-
mocne sa wyniki badaii prowadzonych w celu wyjasnienia natury wodnych
roztwordw tych substancji organicznych (PIEKARSKI, Tkaczyk, 1995;
TANIEWSKA-OSINSKA, PIEKARSKI, 1984, 1994).

W kontakcie z rozpuszczalnikiem znikaja rdzenie hydrofobowe biatka,
a jego powloka hydratacyjna moze ulec zniszczeniu, prowadzac do destabiliza-
cji i rozfaldowania biatka. Niewodne rozpuszczalniki redukuja energi¢ swo-
bodng stanu rozfaldowanego przez solwatacje wyeksponowanych reszt niepolar-
nych (DiLL, 1990).

Substancje wspoélzawodniczace w tworzeniu wigzan wodorowych — jak
mocznik, sole guanidyny, formamid; moga znaczaco zmieni¢ trwatos¢ konfor-
macji makromolekularnych, w ogdlnosci kierujac je do formy rozfaldowane;j.
Przy niskich stgzeniach tych denaturantéw mozliwy jest efekt stabilizacji i akty-
wacji biatka (HUNG, CHANG, 1998; STANIFORTH et al., 1998; MAYR, SCHMID,
1993). Ze wzgledu na wiazanie molekut zwiazku denaturujacego do biatka na
zasadzie licznych wiazan wodorowych znaczacym ograniczeniom podlega kon-
formacyjna swoboda faicucha polipeptydowego i watpliwosci budzi obecnos¢
konformacji kigbka statystycznego w stgzonych roztworach tych zwiazkéw de-
naturujacych (MAKHATADZE, PrRivaLov, 1992).

Substancje wplywajace na oddzialywania hydrofobowe — takie jak we-
glowodory alifatyczne i aromatyczne, znaczaco modyfikuja site oddziatywan
hydrofobowych i zmieniaja strukture¢ rozpuszczalnika.

Sole obojetne — mogg reagowac¢ z biomolekutami na rézne sposoby; za-
leznie od typu, st¢zenia soli, pH roztworu, moga stabilizowaé, destabilizowad
lub nie mie¢ wptywu na trwatos¢ biatka (KON et al., 1997). Sa one uzywane
do modyfikacji konformacyjnej stabilnosci i rozpuszczalno$ci makromolekut,
a takze w badaniach wytracania i krystalizacji biatek (GEORGALIZ et al., 1997,
WSZELAKA-RYLIK, ZIELENKIEWICZ, 2007; A. ZIELENKIEWICZ, 2005, 2007). Sole
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zmieniaja oddziatywania elektrostatyczne w bialku na dwa sposoby: przez nie-
specyficzne ekranowanie elektrostatyczne (Debye’a—Hiickla) i przez specy-
ficzne wiazanie jondw do biatka.

Stwierdzono, ze NaCl podwyzsza zaréwno temperature jak i entalpi¢ BSA,
czynigc strukturg biatka bardziej zwarta dzigki zwigkszonej sile jonowej, powo-
dujacej redukcje dlugozasiggowych elektrostatycznych oddziatywari odpy-
chajacych pomigdzy tadunkami (GIANCOLA et al., 1997). Zauwazono takze
zwigzek pomiedzy obecnoscia NaCl w roztworze a termiczng agregacja bialka,
np. Rnasy przy pH 3 (Tsar et al., 1998).

Detergenty, w tym surfaktanty — sa zwiazkami powierzchniowo czynnymi,
obnizaja napigcie powierzchniowe wody. Wptywaja na funkcjonalne wtasciwo-
Sci biatek. Przez oddziatywanie z biatkami mogg modyfikowaé trwatos¢ i cha-
rakterystyki uktadéw zawierajacych biatka (np.: zeli, pianek, emulsji). Ich
wiazanie do bialek moze powodowaé zmiany w konformacji makromolekut,
moze prowadzi¢ zaréwno do stabilizacji, jak i destabilizacji struktury biatka za-
leznie od rodzaju zwiazku, jego stezenia oraz warunkéw Srodowiskowych
(DEeep, AHLUWALIA, 2001). Wyrdéznia si¢ surfaktanty niejonowe i jonowe. Ni-
skie stgzenia surfaktantow niejonowych redukuja agregacje oraz hamuja che-
miczng degradacje biatek. Jonowe surfaktanty moga si¢ wiaza¢ zaréwno do po-
larnych, jak i niepolarnych grup w biatku i powoduja denaturacje. Siarczan
dodecylosodowy (SDS), jeden z najpowszechniej badanych anionowych surfak-
tantéw, powoduje rozfaldowanie wigkszosci biatek, jesli jego stezenie jest wig-
ksze niz 2 mM (MooSAVI-MOVAHEDI et al., 1997; NAZARI et al., 1997; DAYER et
al., 2002). W niskich stezeniach SDS zapobiega autooksydacji hemoglobiny
(DAYER et al., 2002), przy stosunku molowym SDS/BSA ponizej 10 wptywa on
stabilizujaco na albuming surowicy wotowej (GIANCOLA ef al., 1997).

Jony metali. Zaleznie od typu i stgzenia moga destabilizowaé lub stabilizo-
wacé biatko oraz zmienia¢ jego aktywnoS$¢ (COOPER et al., 1997). Pewne biatka
sa stabilne tylko w obecnosci szczegdlnych jondw metali. Nawet znaczaca
zmiana konformacyjnej stabilnosci biatka, spowodowana wpltywem jonéw meta-
li, moze nastgpowaé bez zmiany struktury drugorzedowej (WAaNG, 1999). Zdol-
nos¢é jonu wapnia Ca®*, umozliwiajaca jego réwnoczesne koordynowanie z wie-
loma ligandami (atomami tlenu) pozwala mu na sieciowanie rdéznych
segmentéw biatka i indukowanie duzych zmian konformacyjnych. Zwiazanie jo-
néw Ca** do kilku miejsc wiazacych kalmoduliny przeksztalca to biatko z for-
my nieaktywnej w formg aktywna. Po zaktywowaniu kalmodulina wiaze si¢
z wieloma enzymami i innymi docelowymi biatkami w komoérce, modyfikujac
ich dziatanie (Stryer, Biochemia). Jony metali przejSciowych moga katalizowad
utlenianie biatek (CHENG et al., 1991; WaNG, 1999; GryzuNov et al., 2003;
STADLER et al., 2004).
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D IV. Pomiary kalorymetryczne i spektrofotometryczne

Materialem badawczym byla surowicza albumina, min. 99% czystosci, po-
zbawiona globulin (Sigma): BSA — wolowa, (Lot 79H7614, 023K7612), BSAf
— odtluszczona (Lot 89H7604), zawartos¢ kwaséw tluszczowych ponizej
0,005%, HSA — Iludzka (A8763, Lot 111K7612), HSAf — odtluszczona
(A3782, Lot 113K7601), zawartos¢ kwaséw tluszczowych ponizej 0,005%.

Pomiary kalorymetryczne wykonano z zastosowaniem réznicowego mikro-
kalorymetru skaningowego VP DSC (MicroCal Co.), a spektroskopowe —
z zastosowaniem spektrofotometru UV VIS Jasco V. — 530.

Wszystkie badania przeprowadzono w roztworach wodnych. Kontrolowano
warto$¢ pH roztworéw bialek w trakcie eksperymentu. W tabeli D1 scharakte-
ryzowano ogdlne warunki doswiadczalne w przeprowadzonych badaniach kalo-
rymetrycznych roztworéw albuminy, modyfikowanych wplywem wybranych
czynnikéw fizykochemicznych. Szczegdty dotyczace poszczegdlnych typéw
eksperymentéw opisano w pracach (MicHnik, 2003, 2007 a; MICHNIK ef al.,
2004, 2005 a, 2007 b, 2008).

W celu zapewnienia dobrej powtarzalnosci pomiaréw DSC, przed seriami
pomiaréw wiasciwych wykonywano kilkakrotny pomiar instrumentalnej linii ba-
zowe] (rozpuszczalnik — rozpuszczalnik), upewniajac sig, ze jest on prawie
idealnie powtarzalny.

Dane DSC analizowano przy uzyciu oprogramowania MicroCal Origin, na-
tomiast widma UV VIS — w ramach oprogramowania Spectra Analysis. Przed

Tabela DI
Warunki dos§wiadczalne w kalorymetrycznych badaniach przemian konformacyjnych biatek, mo-
dyfikowanych wptywem wybranych czynnikéw fizykochemicznych

. . . Stgzenie biatka / mM Szybkos¢ skanowania
Rodzaj badania Biatko ( 0,002 mM) pH roztworu /°C min-!
Podstawowe BSA 0,029—0,075 5,5+0,3 0,7—1,5
BSAf 0,029—0,075 55+0,3 0,7—1,5
HSA 0,015—0,15 6,0+0,5 0,7—1,5
HSAf 0,015—0,075 6,0+0,5 0,7—1,5
Wpltyw pH BSA 0,022 1 0,044 3,0—7,0 0,7—1,5
Wplyw etanolu HSA 0,022 1 0,045 6,0 +0,5 1,0
HSAf 0,022 1 0,045 6,0 £0,5 1,0
Wplyw promieniowania BSA 0,044 5,5+0,3 1,0
o czgstosciach radiowych
Wplyw promieniowania UV BSA 0,044 5,5+0,3 1,0
BSAf 0,044 55+0,3 1,0
HSA 0,022 6,0 £ 0,5 1,0
HSAf 0,022 6,0 £ 0,5 1,0
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dokonaniem normalizacji stgzeniowej przeprowadzano spektrofotometryczng
korekcje stezen biatka w roztworze. Przy opracowywaniu krzywych DSC stoso-
wano sigmoidalng linie¢ bazowa, z wyjatkiem przypadku BSAf (MICHNIK,
2003), gdzie wybrano lini¢ bazowa typu liniowego.

D V. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczna przeprowadzono w programie STATISTICA 7.0.

Przed wyborem odpowiedniej procedury statystycznej dla zweryfikowania
postawionych hipotez, w celu sprawdzenia normalnosci rozkladéw, stosowano
test Schapiro—Wilka, a zeby potwierdzi¢ jednorodno$¢ wariancji — test Leve-
ne’a. Przy poréwnaniach §rednich wartosci parametréw wyznaczonych doswiad-
czalnie, a takze w ramach stosowanych modeli teoretycznych oraz badajac
wplyw wybranych czynnikéw fizykochemicznych na te parametry, wykorzysta-
no analize wariancji (ANOVA/MANOVA) lub testy nieparametryczne: Kruskala
Wallisa w przypadku zmiennych niepowiazanych i test Friedmana, gdy zmienne
nalezato traktowac jako powiazane. Jesli analiza wariancji wskazata na istotnos§¢
réznic, stosowano testy post hoc: zwykle byt to test Scheffego lub RIR Tukeya.
W niektérych przypadkach poréwnywano Srednie tylko w dwoéch grupach i wte-
dy uzyto testu Manna—Whitneya lub Wilcoxona, zaleznie od typu zmiennych.
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Anna Michnik

Microcalorimetric study of albumin conformational changes induced by various physicochemical factors
Summary

Thermal unfolding of albumin in aqueous solutions proceeding under different
physico-chemical conditions has been investigated using differential scanning calorime-
try (DSC). The dependence of the observed conformational restructuring on the kind of
albumin (human, bovine), its form (fatty acid free and nondefatted), the properties of
solvent (water, ethanol solutions), ionic strength, pH, protein concentration and experi-
mental conditions has been discussed in this work. The endothermic unfolding transi-
tion has been shown to be modified by time changes and changes induced by such envi-
ronmental factors as radio frequency radiation or UV radiation.

Considering the process of albumin thermal unfolding within the equilibrium ther-
modynamics, a deconvolution of DSC traces have been performed using the appropriate
mathematical models. Structurally independent subunits revealed during thermal dena-
turation of albumin has been found pH dependent. At pH range corresponding to the N
form of albumin these subunits could be correlated with three albumin domains for hu-
man albumins and nondefatted bovine albumin. Under the same conditions two subunits
have been revealed for fatty acid free bovine albumin: C-terminal fragment containing
domain IIT and the greater part of domain II and the N-terminal fragment containing
domain I and the smaller part of domain II.

DSC study of albumin in ethanol solutions has revealed stronger binding of ethanol
to defatted than to nondefatted albumin. The interaction of ethanol with fatty acid bind-
ing sites located in subdomain ITA has been confirmed. Ethanol has been observed to
be a stabilizer of the folded state of albumin at a lower concentration contrary to the
high denaturant concentration where its binding to the unfolded protein predominates.

The obtained results indicate that the influence of radiofrequency radiation (from
several to tens MHz) on albumin unfolding events could be detected using ultrasensitive
microcalorimeter. That influence is not observed immediately, however, the differences
between DSC profiles for irradiated and nonirradiated albumin solutions have appeared
during their storage. The changes in irradiated samples outpace nonirradiated ones.

Calorimetric and spectroscopic results have shown the conformational restructuring
of albumin under UV irradiation. The differences in response to UV radiation between
nondefatted and fatty acid free albumins have been found. Albumin devoid of endoge-
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nous fatty acids has been suggested to be more susceptible to aggregation caused by
UV A—C as well as 254 nm UVC radiation. DSC curve deconvolution results allow to
conclude that the C-terminal fragment of albumin macromolecule, containing domain
I, is the most liable part to UV radiation.

The studies presented by the author have revealed the fundamental role of the pres-
ence of fatty acids for the thermal stability, conformational rearrangement and binding
properties of albumin macromolecule.



Anna Michnik

Mikrokalorimetrische Untersuchungen von Konformationsumwandlungen
des dem Einfluss von ausgewéhlten physikochemischen Faktoren ausgeseizten Albumins

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Ergebnisse der Untersuchungen von struktu-
rellen Umwandlungen des Albumins unter dem Einfluss der kontrollierten Temperatur-
zunahme in wisserigen Losungen. Die thermische Entfaltung der dem Einfluss von ver-
schiedenen physikochemischen Faktoren ausgesetzten menschlichen Albumine und
Rindsalbumine wurde mit Hilfe der differentialen Scanningmikrokalorimetrie (DSC)
untersucht. Man diskutierte die Abhédngigkeit des genannten Prozesses von der Art des
Albumins (menschliches Albumin, Rindsalbumin), dessen Struktur (fettsdurereiches Al-
bumin, entfettetes Albumin), von der modifizierten Zusammensetzung und Eigenschaf-
ten des Losungsmittels (Wasser, wisserige Athanollosungen), dessen Ionenkraft, pH,
von Eiweillkonzentration und von den Versuchsbedingungen. Es wurde festgestellt, dass
der bei thermischer Entfaltung beobachtete endotherme Ubergang von DSC spiegelt die
in den untersuchten Eiweilosungen mit der Zeit und unter dem Einfluss von dufleren
Umweltfaktoren eingetretenen Anderungen wider.

Die thermische Entfaltung des Albumins der Gleichgewichtsthermodynamik geméf
untersuchend analysierte man die Funktion der Uberschusswirmekapazitit des Eiweil-
korpers mit Hilfe der entsprechenden mathematischen Modelle. Es wurden die im Pro-
zess der thermischen Denaturierens erscheinenden, strukturellen, von pH abhingenden
Untereinheiten abgetrennt. Es wurde festgestellt, dass diese Untereinheiten in wésseri-
gen Losungen mit den dem N-Albumin entsprechenden pH-Werten mit drei Molekiildo-
minen des menschlichen Albumins und des nicht entfetteten Rindsalbumins korreliert
werden konnen. Die Entfaltung des entfetteten Rindsalbumins verlduft in den Umstén-
den mit der Aufteilung in zwei Untereinheiten: den die III. Domine und den groften
Teil der II. Domine umfassenden C- Endteil, und den aus der I. Domine und dem klei-
neren Teil der II. Doméne gebildeten N- Endteil.

Aus der Beobachtung von thermischen Charakteristiken des Albumins in wiss-
erigen Athanolldsungen wurde geschlossen, dass sich das Athanol besser mit entfette-
tem als mit nicht entfettetem Albumin verbindet. Die Vermutungen, dass das Athanolm-
olekiil die Verbindungsstellen der Fettsdure in der Subdomine ITA einnimmt, haben
sich bestitigt. Man stellte folgendes fest: die Struktur des Albumins wird durch kleine

141



Konzentrationen des Athanols stabilisiert und durch hohe Konzentrationen des Athanols
destabilisiert, und die Eigenschaften der Bindung des Athanols mit Albumin hingen
von der Konzentration des Athanols ab.

Dank der Anwendung von einem hochspezialisierten und hochempfindlichen Mi-
krokalorimeter wurde nachgewiesen, die RF-Strahlung mit der Frequenz von einigen
MHz bis ein paar Dutzenden MHz beeinflusst die thermische Umwandlungen in wisse-
rigen Albuminlosungen. Die Folgen der Einwirkung der Exposition auf die Strahlung
werden nicht sofort beobachtet. Sie bestehen in der temporalen Beschleunigung von den
im EiweiBlkorper ablaufenden Umwandlungen.

Auf Grund der kalorimetrischen und spektroskopischen Untersuchungen UV VIS
wurde festgestellt, dass die UV-Strahlung ein solcher Faktor ist, der im Stande ist, die
normale Struktur aller untersuchten Albuminarten durch Modifizierung der Eiweillkon-
formation sehr deutlich zu verdndern und die Eiweilaggregation zu verursachen. Nach-
gewiesen wurden auch unterschiedliche Reaktionen des fettsdurefreien Albumins und
des fettsdurereichen Albumins auf die UV-Strahlung. Das erste von ihnen war viel emp-
findlicher sowohl gegen die UV-Strahlung in deren vollem Bereich A-C, als auch gegen
die UVC-Strahlung mit der Wellenldnge von 254 nm. Es wurde daraus geschlossen,
dass die an das Makromolekiil des Albumins auf natiirliche Weise angeschlossenen
Fettsduren eine Schutzfunktion ausiiben und die Aggregation des Eiweikorpers verhin-
dern. Die Anpassungsparameter von DSC-Versuchskurven in entwickelten Modellen be-
stitigten unterschiedliche Reaktion der Albumine mit verschiedenem Gehalt der Fett-
sdure auf die UVC-Strahlung. Dank den Ergebnissen der Konvolutionsanalyse konnte
man zum Schluss kommen, das der C-Endteil des Albumins mit der Domine II. in
hochstem Grade der UV-Strahlung ausgesetzt ist.

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben wesentliche Unterschiede im Verlauf der
thermischen Entfaltung des freien und des fettsdurereichen Albumins aufgezeigt, indem
sie kleinere thermische Bestdndigkeit des entfetteten Albumins bestétigt haben. Die mit
der Fettsdureanlagerung verbundenen Konformationsumwandlungen verursachen eine
unterschiedliche Reaktion der beiden Albuminarten auf die UV-Strahlung und unter-
schiedliche Athanolbindungen.
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