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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.
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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.

Kup ksiazke


http://ebookpoint.pl/page354U~rt/e_1p81_ebook

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
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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.

10
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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).

11

Kup ksiazke


http://ebookpoint.pl/page354U~rt/e_1p81_ebook

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-

139
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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.
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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
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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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