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ABSTRAKT

Téato bakalarska praca je zamerand na overenie vyuZitia rozptylovych technik na Studium
denaturacie proteinov. Teoreticka Cast’ je venovana proteinom aich vlastnostiam, popisu
procesu denaturacie a zoznamenie sa s technikami rozptylu svetla. V experimentalnej Casti
prace boli skimané denatura¢né ti€inky Styroch vybranych denaturacnych ¢inidiel — mocoviny,
guanidinium hydrochloridu, dodecylsiranu sodného, siranu med’natého — na dvoch modelovych
enzymoch: lipaza a lyzozym. Denatura¢né ucinky tychto denaturantov boli studované metodou
dynamického rozptylu svetla (DLS). Na opis zmeny vo velkosti Castic po€as denaturécie bol
pouZivany Z-priemer, objemovy stred a intenzitnd distribucia, ktoré boli stanovené touto
metddou.

Vsetky testované chemické latky vyvolavali zmenu vo velkosti enzymoch. Tato zmena je
predpokladana ako znamka denaturécie proteinov. So zvysujucou koncentraciou denaturantov
sa zvysil aj uginok denaturacie. Cim viac boli rozvinuté polypeptidové retazce, tym viac rastla
ich intenzita rozptylu. DLS je vd’aka svojej citlivosti na odli$né velkosti Castic vhodnou
metddou na stanovenie degradacnych zmien v proteine.

KLUCOVE SLOVA

Protein, lipaza, denaturacia, moc¢ovina, guanidinium hydrochlorid, SDS, siran med’naty,
dynamicky rozptyl svetla (DLS)



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on verifying the use of light scattering techniques in the study of
protein denaturation. The theoretical part of the thesis describes proteins, their general
properties, the process of denaturation and it provides an insight into light scattering. In the
experimental part of the study I investigated the denaturation effects of four selected potential
denaturing agents — urea, guanidine hydrochloride, sodium dodecyl sulfate, copper (1) sulfate—
on two model enzymes: lipase and lysosyme. The denaturation effects of these denaturants
were studied with the help of the dynamic light scattering method (DLS). In order to describe
the change in particle size during denaturation, | used Z-Average, Volume mean and intensity
distribution which were determined by this method.

KEY WORDS

Protein, lipase, denaturation, urea, guanidine hydrochloride, SDS, copper (Il) sulfate, dynamic
light scattering (DLS)
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UvoD

Pociatky poznania bielkovin siahaji az do minulého storocia, kedy prebiehali prvé vyskumy
v rdmci organickej chémie. Proteiny riadia Zivotne dolezité funkcie, bez ktorych by Zivot
nemohol existovat. Pomocou ich pritomnosti je mozna obnova buniek, premena vyzivy
naenergiu asd stavebnymi materidlmi organizmov a biokatalyzatory. Kvoli svojej
nevyhnutnosti boli a eSte stale su stredobodom pozornosti vo vednom vyskume.

Proteiny su vel'mi citlivé na Siroku Skalu fyzikalnych, chemickych a biologickych faktorov
ako napr. teplota, pH prostredie alebo chemické latky. Pri p6sobeni tychto nepriaznivych
faktorov dochadza k naruSeniu priestorovej Struktury proteinov a naslednej strate biologickej
funkcie. Ich stabilita je relevantnou otazkou v réznych odvetviach priemyslu ako napr.
farmaceuticka oblast’ alebo papiernictvo, potravinarsky a koziarsky priemysel.

Na Stadium proteinov sa dnes pouziva mnoho metdd atechnik. Jednou z moznosti
su techniky zaloZené na analyze rozptylu svetla. Biopolyméry vytvaraju koloidné roztoky a su
schopné rozptyl'ovat’ dopadajice svetlo. Pomocou tejto metdody sa da urcit molekulova
hmotnost’ polymérov, vel'kost Castic a ich elektrostaticka stabilita. Tieto parametre st uzito¢né
na charakterizaciu agregacnych a degrada¢nych procesov. Na sledovanie denaturacie proteinov
bola vyuZivana vel’kost’ ¢astic pomocou metddy dynamického rozptylu svetla.

Ciel'om tejto prace je vypracovat’ literarnu reSerS 0 moznostiach experimentalneho Studia
denaturécie bielkovin a o vyuZiti rozptylovych technik. Dal§im ciel'om je otestovat’ rozptylové
techniky so zvlaStnym zameranim na dynamicky rozptyl svetla a na charakterizaciu vybranych
proteinov pri chemickej denaturacii.



1. TEORETICKA CAST
1.1. Proteiny

Proteiny st biologické makromolekularne latky, ktoré su esencialnou sucast’ou kazdého Zivého
organizmu. Bielkoviny su vel'mi rozmanité a vd’aka tomu sa |iSi aj ich funkcia v organizme.
Skladaju sa z jedného alebo viac polypeptidovych retazcov 0 molekulovej hmotnosti tisic az
milion daltonov. [1, 2]

Ako polypeptidy oznacujeme polyméry zlozené z aminokyselinovych jednotiek, ktoré su
navzajom spojené peptidovou vazbou. Aminokyseliny, ktoré tvoria proteiny a si nezavislé
na ich vyskyte a funkcii, sa nazyvaju Standardné a je ich celkom 20. [1, 3] Bielkoviny m6Zeme
klasifikovat’ z chemického hl'adiska na jednoduché a zloZené. Jednoduché proteiny obsahuju
len polypeptidové retazce asu biologicky aktivne bez pritomnosti inej zlozky. Zlozené
bielkoviny zahfnaju okrem polypeptidovych retazcov aj nebielkovinova cast’, ktora je
nevyhnutna pre funkciu a Struktaru bielkovin. NajbeznejSie prostetické skupiny su sacharidy,
fosfatové skupiny, nukleove kyseliny, lipidy alebo kovové iony. [2]

1.1.1.Struktdra

Molekuly tohto biopolyméru su velké a preto pri opise jeho Struktary hovorime o Styroch
rdznych arovniach. [3] Ako uz bolo vysSie spominané zakladna stavebna Struktira proteinov je
tvorend aminokyselinami. Primarna Struktira je definovana poradim a sekvenciou
aminokyselin v polypeptidovom retazci. [4] Pre polypeptidovy retazec je charakteristicky
zaciatok NH, skupinou a oznacuje sa ako N-koniec. Koniec ret'azca sa oznacuje ako C-koniec
aje ukonéeny karboxylovou skupinou. Specifickost’ kazdého proteinu je uréena primarnou
Strukturou, ktord obsahuje informaciu pre tvorbu vysSich Struktar a vyjadrenie jeho funkcie. [1]

Sekundarna Struktura je charakterizovana zbal'ovanim proteinu vplyvom nekovalentnych
interakcii napriklad vodikovymi vazbami, idnovou alebo hydrofobnou interakciou atd’. [1]
Rozozndvame dva typy sekundarnej konformacie: a-skrutkovica (a-helix) a p-Struktira
(skladany list). Struktira o-helixu je dana vodikovou vazbou medzi vodikom amidu a kyslikom
karbonylu. Vodikova vézba je tvorena medzi kazdym tretim aminokyselinovym zvyskom.
Stabilita a-helixu je podmienena poctom vodikovych mostikov. [5] B-Struktira obsahuje 5 az
10 aminokyselin z jednej alebo z r6znych oblasti polypeptidového ret'azca, ktoré s poskladané
vedla seba aspojené medzipeptidovymi vodikovymi védzbami. VedlajSie retazce su
orientované bud’ paralelne alebo antiparalelne v zavislosti od toho ¢i NHCO vizby maju
rovnaky alebo opac¢ny smer. Nazov skladany list vyjadruje striedavy vyskyt postrannych
retazcov nad a pod myslenou rovinou [2, 4] Sekundarne Struktiry sa mdZu navzajom spajat’
a vytvoria tak supersekundarnu Struktaru ako napr. kl'ac, B-a-p atd’. [4]

Terciarna Struktira popisuje priestorové trojrozmerné usporiadanie polypeptidovych
retazcov. Celkova konformacia je vysledkom interakcii medzi jednotlivymi Gsekmi
sekundarnej Struktary. Jednym typom Specifickych vézieb su disulfidické mostiky, ktoré su
medzi zvySkami cysteinu vo vnutri polypeptidového retazca. Druhy dovod vzniku terciarnej
Struktary je odliSna chemicka povaha postrannych skupin aminokyselin schopnych vytvarat
nekovalentné vézby. Podl'a terciarnej Struktary delime proteiny na fibrilarne a globularne. [1]



Molekuly fibrilarnych bielkovin st tvorené z niekol’kych polypeptidovych retazcov spletenych
do a-helixu alebo B-Struktdry. Pre takeéto proteiny je typicky vléaknity tvar, Struktdrna
uniformita, pravidelnost’ v poradi aminokyselinovych zvySkov a nerozpustnost. Véc¢Sinou
do tejto skupiny patria bielkoviny, ktorych funkcia je napr. stavebna, krycia atd’. Pre globularne
proteiny je charakteristickd chemicka a strukturna pestrost’, gul'ovity tvar a rozpustnost’. Ich
molekula je podobnd miceldm, pretoZe ich Struktira m& nepolérne jadro a polarny obal.
Zvinutie molekuly do tohto tvaru sa nazyva globula. Vo vnutri sa nachadzaju polypeptidové
a nepolarne postranné ret'azce. VonkajSiu Cast’ tvoria nabité polarne postranné skupiny. [5]

Mnoho proteinov pozostava z niekolkych podjednotiek, ktoré si spojené nekovalentnymi
vazbami atvoria tak kvartérnu Struktaru. Oligomerné bielkoviny sa zloZené z dvoch alebo
viacerych polypeptidovych retazcov. [4] Podjednotky su spojené podobnymi interakciami,
ktoré sa uplatiluju aj pri terciarnej Strukture. [6] Vytvorenie kvartérnej Struktiry umoziuje
vznik novych vlastnosti ako napriklad funkciu hemoglobinu alebo allosterickych enzymov. [5]

Primarna Struktdra Terciarna Struktira

J .#I(‘ PL “kﬁur" ‘3

1.,_‘ C '] \}
N[ pum |~
u,fi_f, Ve /

Kvartérna Struktira

Obr. 1: Hierarchicky popis Struktury bielkoviny [7]

1.1.2.Funkcia

Unikatna Struktara bielkovin umoziiuje Specifické biologické funkcie. Proteiny sa podielaju
na vSetkych procesoch, ktoré sa odohravaju v Zivom organizme asu esencialne pre Zivot.
Podl’a funkecii, ktoré vykonavaja v Zivych systémoch sa delia do siedmych skupin. [4]

Jednu z najvyznamnejSich skupin tvoria enzymy. Po6sobia ako biokatalyzatory
biochemickych reakcii. Ich funkcia je zaloZzend na urychleni reakcii pomocou zniZenia
aktivaénej energie bez vplyvu na zloZenie chemickej zmesi. Podobne ako iné katalyzatory
v priebehu reakcie nezmenia svoju Strukturu atak pdsobia opakovane. Enzymy su
charakterizované¢ vysokou ucinnostou, regulovatelnostou, schopnostou pracovat
za miernych podmienok a $pecifitou. [8] Casto katalyzuja reakciu len jednej zlu¢eniny, ktora sa
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oznaCuje ako substrat pre dany enzym. [3] Okrem substratovej Specifity sa delia podl'a typu

katalyzovanej reakcie, ktoré su uvedené v tabul’ke 1. [8]

Tabulka 1: Rozdelenie enzymov podl'a ich funkcie pri katalyzovanych reakciach a ich percentualne

zastupenie v Zivom systéme [8]

Percentualne
Trieda: Funkcia enzymov: L.
I HKCIa Enzymov zastupenie (%):
Oxidoreduktazy Intermolekulové oxidacne redukéné premeny 25,6
. P kupi kti j f
Transferézy renos skupin v aktivovanej forme z donoru na 276
akceptor
, Stiepenie hydrolytickej vazby, ktoré vznikli
Hydrolazy P yrolyticke] L 4 22,9
kondenzaciou
. Nehydrolytické Stiepenie a vznik vazby C-C,
L 13,1
yazy C-0 atd, 3
Izomerazy Vnutro molekulové presuny atbmov a skupin 53
Ligazy \’/vznik’enevrgetick.y’/ néroénych. véiz'ie‘t: 55
za sucasného Stiepenia makroergickej vazby

Zakladnym stavebnym materidlom zivocisnej rise je skupina stavebnych proteinov. Obvykle
obsahuju vel’ky podiel pravidelnych sekundarnych Struktdr. Vacsinou do tejto skupiny patria
fibrilarne nerozpustné bielkoviny, ktoré vykazuju vlaknity charakter a poskytuja mechanicku
oporu bunkam a tkanivam. NajzastUpenejSou skupinou skleroproteinov je kolagén. Kolagén je
hlavnou zlozkou koZe, kosti, chripavky azubov Tvori tak stavebni hmotu spojivového
tkaniva.

Dolezitu funkciu v organizme zohravaju skladovacie atransportné proteiny. Zasobné
bielkoviny su zdrojom aminokyselin a d’alsich malych molekual a iénov. Zastupitelmi tejto
skupiny sa: ferritin, ktory ukladd Zelezo v peceni, kasein je zdrojom aminokyselin
pre novorodené zivocichy alebo ovalbumin, legumin atd’. Vedl'a prenasacov v transporte maju
podstatni rolu proteiny, ktoré su schopné prenasat’ latky z endogenného aj exogénneho
povodu. Vhodny priklad pre transportny systém je hemoglobin. Hemoglobin cicavcov je
uloZeny v ¢ervenych krvinkach. Primarna funkcia tejto bielkoviny je transport kysliku z plac
do tkaniv.

Vsetky organizmy maju vyvinuty kontraktilny systém, ktory umoziuje ro6zne formy pohybu.
Tieto mechanochemické funkcie vykonava Specialna skupina proteinov. Pohybové bielkoviny
s z&kladom pre vnatornud organizaciu cystoskeletdlnych filamentov ako mikrotubuly,
intermediarne filamenty. NajdokonalejSia pohybova Struktara je svalové vlakno. Obsahuje
myozin, aktin, troponin a tropomyozin. Kontrakcia svalstva zahriuje interakciu tychto Styroch
bielkovin za pritomnosti iénov Ca®*. [5]

Stavovce suU schopné chranit’ sa pred uc¢inkami cudzich biologickych Struktar. Tieto
Specifické obranné mechanizmy nazyvame ako imunitna reakcia. Protilatky alebo
imunoglobuliny st proteiny produkované imunitnym systémom ako odozva na cudzorodd
latku. Molekuly zloZenych bielkovin sa nekovalentne viazu na cudzie alebo vlastné pozmenené
biomakromolekuly a bunky, ktoré sa nazyvaju ako antigény a vyvolaju imunitnt odpoved’. [9]

11




Medzi funkcie bielkovin patri ich uplatnenie v regula¢nych mechanizmoch. Funguji ako
receptory alebo ako signaly, ktoré prenaSaju informacie. NajdolezitejSie signalne bielkoviny su
hormény, neuromodulatory alebo regulatory génovej expresie. Bielkovinové receptory su
schopné okrem signélu prichadzajuceho z okolia bunky prijimat’ informacie prostrednictvom
inych zlacenin. [5]

1.1.3. Vyuzitie

Proteiny sa pouZivaju vdaka svojej rozmanitosti, Struktire a funkcii v kazdom odveti
priemyslu. V poslednych desatro¢iach sa stali hlavnou zlozkou potravinarskeho,
farmaceutického a kozmetického odvetvia. [10]

Proteiny maju okrem funk¢nej a Struktdrnej ulohy v potravinach velka vyzivna hodnotu.
V potravinarskom priemysle je Siroko aplikovana Zelatina kvéli svojim reologickym
vlastnostiam. Zelatina je denaturovany kolagén so schopnostou absorbovat’ mnozstvo vody,
ktoré odpoveda desatnasoboku jeho hmotnosti. Hlavnym vyuZitim su cukrérske, mésove
a mliecne vyrobky. V mlie¢nom priemysle vel’ky vyznam maju beta-galaktozidazy a laktazy,
ktoré Stiepia laktozu na glukézu a fruktozu. Vd’aka tomuto postupu st mlieéne vyrobky
dostupné pre I'udi s intoleranciou laktdzy. Enzym pektinaza sa pouziva na rozloZenie buneé¢ne;j
steny ovocia a na zlepSenie vytaznosti §tavy pre ovocné dzusy a vina. [11-13]

Sericin je znamy protein s vyuZitim pri vyrobe hodvabu. Je vhodnym materialom pre rézne
odvetvia vyroby kvoli svojim jedine¢nym vlastnostiam ako je absorpcia vody, lesknutie
a termotolerancia. Najvac¢si vyznam ma v textilnom priemysle a v sucastnosti je popularny aj
ako biomaterial na baze hodvabu vo farmécii a kozmetike. PretoZze ma hydrofilné vlastnosti
a hoji rany rychlejSie viac vyhovuje pre porézne scaffoldy, hydrogély, hydrataéné krémy,
krémy proti vraskam a prenos lie¢iv. [10]

Kolagén patri medzi najviac zastUpené bielkoviny. Hrd dolezita rolu pri tvorbe tkaniv
a organov. Je biodegradabilny, netoxicky, biokompatibilny s prirodnymi biopolymérmi a je to
povrchovo aktivna latka. Kolagén je znane vyuzivany material v biomedicinskych
aplikéaciach. Medzi hlavné uplatnenie patria systémy pre prenos lie¢iv ako hubky na popéleniny
a rany, kolagenove filmy pre infekéné tkaniva alebo v tkanivovom inZinierstve ako implantaty
koZe, kosti a cievy. [14, 15]

1.1.4.Lipaza

Lipaza alebo triacylglycerolacylhydroldza je skupina enzymov, ktora katalyzuje reverzibilna
postupnu hydrolyzu triacylglycerolov v medzifazovom rozhrani vody a oleja. Lipazy maju
regio- a stereospecifitu, vd’aka comu tento biomaterial patri medzi najZiadanejSie enzymy
Vv priemysle.

Lipaza sa nachadza v prirode, v kvasinkach, baktériach, hubéach, zvieratach
a rastlinach. [16] VSeobecne ma molekulovi hmotnost’ v rozmedzi 20 az 60 kDa a napriek jej
nizkej sekvencnej identite vykazuje podobnU trojrozmernu Struktdru. [2] Medzi lipdzami
rozneho pbvodu existuju velké rozdiely v Specifickosti vzhladom k polohe hydrolyzovanej
esterickej vazby aj v rychlosti Stiepenia. Najcastejsie su stiepené krajné polohy a obecne je
charakteristické, Ze rychlost’ enzymatickej reakcie klesa od prvého kroku az k poslednému. [8]
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Vykazuju selektivnost’ pri odli$nej dizke retazcov. Va&sinou uprednostiiujui hydrolyzu esterov
mastnych kyselin s dizkou retazca C8-C18. Pre lipazy je typicka ich stabilita v organickych
rozpust'adlach a ich optimalna enzymatické aktivita je pri pH 6-8,5 a teplote 30-35°C. [16]

Lipazy su ¢asto oznaované ako serinové hydrolazy, pretoZze vo svojom aktivnom mieste
maju triddu aminokyselin, ¢im sa podobaju na proteazy. Triada je zlozena zo serinu, histidinu
a z kyseliny aparagovej alebo glutamovej. Aktivne miesto je obklopené hydrofobnou oblast'ou
a d’alej je chranené peptidovym retazcom z hydrofilnych aminokyselinovych zvyskov. Téato
Struktarna Cast’ vysvetluje pasivitu pri substratoch rozpustnych vo vode. Kontakt s rozhranim
oleja vyvolava konformaénti zmenu, ktora spristupni aktivne miesto substratu.

V priemysle ma lipaza velky vyznam hlavne v odvetviach potravinérstva, farmacie,
bioenergetiky a pri vyrobe pochutin a ¢istiacich prostriedkov. Pre priemyselné vyuZitie je
lipaza izolovand prevazne z baktérii a hab. Lipaza ako Cistiaci prostriedok je pouzivana uz viac
ako 100 rokov. Mastné Skvrny st povazované za najtazSie odstranitelny druh Skvin
20 znecistenych Siat. Pracie prasky, ktoré obsahuju tento enzym st schopny tc¢inne odstranit’
Skvrny, pretoze Stiepia triacylglyceroly na menSie medziprodukty, ktoré st TlahSie
odstranitel'né. [2]

Bionafta, vyrobena z obnoviteI'nych zdrojov, je alternativou fosilnej nafty. Enzymaticka
vyroba biodieselu za pouZzitia lipazy ako katalyzétora je priatel'skd k Zivotnému prostrediu.
Radu biologickych tukov aolejov je mozné previest enzymatickou reakciou
(transesterifikdciou) na bionaftu. Obsah energie, fyzikalne a chemické vlastnosti su podobné
motorovej nafte. Jej hlavna vyhoda spociva vtom, Ze ma nizku emisiu sklenikovych
plynov. [2, 16]

Triacylglyceroly maju vplyv na vyzivu a chut’ potravin. Lipazy st pouzivané k ovplyvneniu
chuti avéne roznych potravindrskych vyrobkov napr. pri vyrobe syrov. TieZ su vyuZivané
k rychlejSiemu zreniu a vytvoreniu chuti ¢okoladovej hmoty, ak zlepSeniu $lahatelnosti
bielka. V pekarenskom priemysle sa lipaza pridava do cesta aby zvysila jeho stabilitu, objem
a prediZila jeho trvanlivost. [2, 8]

Lipdzy maju potencial aj v organickej syntéze. Stereospecifita enzymu je vel’kou vyhodou
pri vyrobe farmaceutickych produktov a medziproduktov. Mnoho liekov mé chiralne centrum,
avsak len jeden zizomérov ma poZadovany biologicky ucinok. Druhy izomér je bud’
biologicky neaktivny alebo ma negativny ucinok a je potreba ho odstranit’. Enzymy su schopné
vd’aka svojej stereoSpecifite selektivne syntetizovat’ pozadovany izomér ako napr. lipaza slizi
pri vyrobe kaptoprilu. [2, 16]

1.1.5. Denaturacia

Proteiny sa nachadzaju v nativnej forme pri svojich optimélnych podmienkach, ¢ize
v konformadcii v ktorej su stabilné a aktivne. Tento stav je charakterizovany termodynamickou
stabilitou. Konformacia bielkovin je vel'mi citliva na zmeny prostredia. P6sobenim fyzikalnych
a chemickych faktorov dochadza k zmene vlastnosti atento dej sa nazyva denaturacia.

Denaturécia je subor procesov, pri ktorych dochadza k strate vysSich Struktdr bez zmeny
priméarnej Struktary. Tato zmena v Strukture spdsobuje stratu aktivity. Prechod z nativneho
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do zdenaturovaného stavu je sprevadzany zmenou Gibbsovej volnej energie. [17]
Konforma¢na zmena moéze byt vratna alebo nevratna. V pripade vratnych procesov
rozliSujeme termodynamicky vratnG denaturaciu, kedy je denaturovand a nativna forma
v rovnovahe a po vrateni pévodnych podmienok sa renaturuje. Druha moznost’ reverzibilnej
denaturacie je obnovenie pomocou vytvorenych Specialnych podmienok. [5]

Prechod z nativneho stavu do denaturované¢ho zavisi na denaturaénych podmienkach.
Denaturaciu moézu vyvolavat' fyzikalne faktory ako teplo, vysoky tlak, povrchové sily,
ultrazvuk, chemické ¢inidla a extrémne pH.

Stabilita proteinov je urc¢ena jej Gibbsovou energiou, ktora je funkciou teploty. Pre zmenu
Gibbsovej energie v procese tepelnej denaturacie plati vzt'ah:

AG = AH, , - TAS, (1)

AG, AH a AS predstavuja rozdiel Gibbsovej energie, entalpie a entropie medzi denaturovanym
a nativnym stavom proteinu. Ked hodnota volnej energie je pozitivna, uprednostiiuje
sa nativny stav pred denaturovanym. Naopak, pri zapornej hodnote sa dany protein denaturuje.
Teplota, pri ktorej je koncentracia denaturovaného a nativneho proteinu rovnaka sa nazyva
teplota topenia, to je stredna hodnota rozvijania.

Pbsobenim chemickych ¢inidiel napr. moc¢ovinou alebo guanidinium chloridu dochéadza
k poruseniu celkovej proteinovej Struktary. Denatura¢né cinidla mézu bud’ interagovat
s postrannymi skupinami aminokyselinovych zvySkov, alebo mézu porusit’ interakcie
medzi vodou a proteinom. Vol'na Gibbsova energia v priebehu tvorenia novych interakcii
medzi proteinovou kostrou a chemickym ¢inidlom je linedrna ku koncentracii denatura¢ného
¢inidla:

AG = AGI(I))—N —Mp_y [D] (2)

AG]_, je zmena Gibbsovej energie bez denaturantu, a [D] je koncentracia denaturantu.
Parameter m,_, obsahuje poznatky o zva¢seni povrchu proteinu pri kontakte s denaturacnym

¢inidlom. Kazdy bielkovinovy zvySok prispieva k hodnote parametru v zavislosti na ich
interakcii s ¢inidlom. Mala hodnota m,_,, znamena, ze povrchova plocha proteinu sa pocas

denaturécie vyrazne nezmenila, a bielkovina teda nie je plne rozvinuta. [17-19]

1.2. Rozptyl svetla

Dopadanim svetelného luca na castice sa svetlo bud absorbuje, rozptyli alebo je
absorbované a zaroveti rozptylené v zavislosti na vinovej dizke svetla a optickych vlastnosti
materialu. U rozptylu Ziarenia je pohlcované svetlo znovu vyZiarené nahodne bez zmeny
vinovej dizky. Tento jav je pozorovatelny pri heterogénnych materialoch, bud’ v dosledku
kolisania hustoty v ¢istej latke alebo optickej heterogenite prostredia. Rozptyl svetla sa ¢asto
vyuZiva a existuju dva hlavné typy rozptylu svetla a to je staticky a dynamicky. [20-22]
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1.2.1. Staticky rozptyl svetla

Obecne pri rozptyle svetla sa predpoklada, e vlnova dizka svetla je podstatne vicsia ako
Castice v sledovanom systéme. Ked” maju castice vaési rozmer prednostne dbjde k odrazu
svetla a stavaju sa viditelnymi (Tyndallov efekt). Klasickd tedria statického rozptylu svetla
(SLS) vyjadruje predstavu, Ze kazda Cast’ Castice sa chova ako oscilujuci dipdl a vyZaruje
pohltend svetelnd energiu vo vietkych smeroch bez zmeny vinovej dizky a bez ohl'adu na jej
tvar. Tento typ rozptylu sa nazyva aj ako Rayleighov rozptyl. Intenzita rozptyleného svetla |
zavisi na intenzite dopadajuceho Ziarenia l,, polarizovatel’nosti rozptyl'ujicej ¢astice a, vinovej
dizke svetla 1, velkosti astic r a na uhle rozptylu 6:

4 2
l, 87" -«

| =
re.

-(1+cos) 3.)

Castice, ktoré st dostatoéne velké nato aby neboli povazované za jednoduchy dip6l, to
znamena, Ze ich rozmer je podobny vinovej dizke, su charakterizované Rayleigh-Debyeovou
tedriou. Tato tedria vyjadruje, Ze rozptylova krivka nie je zrkadlovo symetricka a klasicku
tedriu staci vynasobit’ vhodnym korekénym faktorom.

Pre 'ubovol'né velkosti ¢astic sa aplikuje Mieova teoria, ktord sa snazZi o univerzalny popis.
Ked su rozptylové centra vel’ké, na ich popis sa pouZiva tedria lomu, odrazu a difrakcii
Ziarenia. S rastucim rozmerom Castic sa rozptylena intenzita viac prejavuje smerom dopredu
do oblasti malych uhlov. Zavislost’ rozptylenia intenzity na pozorovanom uhle je vyznamne
nelinearna. [20, 23,25]

1.2.1.1. Princip metddy

Staticky rozptyl svetla sa vyuZiva na meranie molekulovej hmotnosti, gyracného polomeru
a druhého viridlneho  koeficientu, ktory popisuje silu interakcie medzi casticami
a dispergovadlom. Principom metody je meranie priemeru intenzity rozptyleného svetla
v ur¢itom ¢asovom intervale. Merand intenzita rozptyleného svetla je potom priradena k urcitej
koncentracii. [25]

Osvetlenim molekuly sa v nej vytvori oscilujuci dipdl. Tento dipdl bude spitne vyzarovat
svetlo. Intenzita vyzarovaného svetla zavisi na velkosti dipdlu, ktory je indukovany
v molekule. Cim viac je molekula polarizovatelna, tym vicsi je indukovany dip6l a vd’aka
tomu aj intenzita rozptyleného svetla. Pre charakterizaciu rozptylu svetla u tychto molekdl ma
délezity vyznam ich polarizovanost, ktord zavisi na zmene indexu lomu s koncentraciou.
VSetky castice, ktoré sa nachadzaji v roztoku rozptyl'uju svetlo ako oscilujtci dip6l a z toho
vyplyva, Ze intenzita rozptyleneho svetla je priamo umerna koncentracii.

V pripade ked’ sa monomery zhlukujd a vytvaraju dimery pri rozptyle svetla spravaju sa ako
samostatne jednotky. Faza tychto svetiel je nekoherentna. Pokial’ tieto monoméry tvoria dimer
a spolu sa pohybujt, tak difizne svetlo jedného monoméru bude mat’ fazovy vzt'ah k druhéemu.
Inymi slovami su koherentné. Rozptylené svetlo z diméru je dvakrat silnejSie ako z jednoélena,
z ¢oho vyplyva, Ze nasobenim hmoty sa rovnomerne nasobi aj rozptyl pri zachovani
koncentracie. Vdaka priamej imere medzi intenzitou a hmotou je staticky rozptyl svetla
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vhodnou metédou pre stanovenie molekulovej hmotnosti ana sledovanie tvorby
agregatov. [25]

Pri praktickom merani je detegovana intenzita rozptylu svetla popisana odvodenou
Ryleighovou rovnicou:

K-C 1
=|—+2A,-C|-P
R, (M 2 ] 0 4.

Kde K je opticka konstanta, C koncentracia, R, Rayleighov pomer (pomer rozptyleného
a dopadajlceho svetla na vzorku), M molekulova hmotnost’, A, druhy virialny koeficient a P,

uhlové zavislost. Ked’ st ¢astice mensie ako vlnova dizka, uhlova zavislost’ sa rovna jednej.
V pripade rozptylu Mie, vicsie Castice rozptyluju viac fotdnov a uhlova zavislost’ je vzdy
menSia ako jedna. Uhlova zavislost’ vyplyva z konstruktivnych a deStruktivnych interferencii
difdzneho svetla z roznych poloh jednej Castice.

Sledovanie statického rozptylu svetla pomocou pristroja Zetasizer Nano ZS a S je zaloZeny
na merani intenzity rozptylu svetla pri réznych koncentraciach vzoriek pod jednym uhlom.
Pripravené vzorky musia byt Gplne rozpustené, zbavené od prachu a prefiltrovane, pretoze
pristroj je velmi citlivy na necistoty. Pri meraniach sa najprv musi premerat Standard
pre stanovenie referencnej intenzity rozptylu. Obvyklym Standardom je toluén. Rayleighové
pomery toluénu su dostatocne vysoké pre presné meranie azname Vv Sirokom rozmedzi
vlnovych dizok a teplét. Vyhodou tejto latky je aj jej relativne I'ahké obstaravanie. Potom
nasleduje premeranie a porovnavanie intenzity koncentrac¢nej rady k Standardu. [25, 27]

1.2.1.2. Vyhodnotenie a vyuZitie metddy

Po merani m6zu byt sledované latky vyhodnotené dvoma spdsobmi na zaklade ich vel’kosti.
Castice u ktorych plati Rayleighova tedria st vyhodnotené z grafu zo zéavislosti K -C/R, naC.
PretoZe je meranie uskutoc¢nované pri jednom uhle graf ma tvar priamky. Molarna hmotnost’ sa
stanovi z priese¢nika, a smernica priamky nam udava druhy viridlny koeficient. Vypocet
molekulovej hmotnosti je zaloZeny na extrapolacii hodn6t k nulovej koncentrécii. Pre vacsie
Castice, u ktorych neplatia optimalne podmienky sa pouziva Zimmov diagram. Pri konstrukcii
tohto grafu su vynesené vysledky merania pri réznych koncentraciach, rozptylovych uhlov
a K-C/R, . Graf je zndzorneny na obr. 2.
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Obr. 2: Zimmov diagram [28]

Zimmova metéda umoziiuje stanovenie molarnej hmotnosti z oblasti /M, zo smernice
Ciary pre 6 = 0°druhy viridlny koeficient a zo smernice ¢iary pre C = 0 gyraény polomer. Je
to ve'mi vhodna metdda pre Castice, U ktorych sa neda postupovat’ jednoducho a jej naro¢nost’
tvori prinos pri charakteristike rozmeru ¢astic. [25, 28, 29]

Druhy viridlny koeficient popisuje vzajomné pdsobenie medzi latkou a rozpustadlom.
Vyuziva sa k vyhodnoteniu termodynamickej kvality rozpustadla. Pre vzorky, kde A; (viz.
rovnica 4.)) nadobuda kladné hodnoty, Castice uprednostiuju interakciu s rozpustadlom.
Pre zapornu hodnotu A; je situacia opacna, prevladaju interakcie medzi Casticami a dochadza
k ich zhlukovaniu. Nulova hodnota druhého virialneho koeficientu znamen4, Ze vo vzorke sila
interakcie medzi Casticou-Casticou a Casticou-rozpustadlom je rovnocenna. V tychto pripadoch
sa rozpust'adlo oznacuje ako theta. [25]

Dal§im parametrom pri stanoveni rozptylu svetla je gyraény polomer alebo polomer
zotrvaénosti. Je definovany ako priemernd hodnota kvadrantov vzdialenosti segmentov
od taziska polymérneho retazca. Sluzi pre charakterizaciu velkosti Castic T'ubovolného
tvaru. [30, 31]

1.2.2. Dynamicky rozptyl svetla

Metody merania velkosti Castic mézeme rozdelit’ na ensemblové a Citacie. Pre ensemblové
metody je vacsinou charakteristické nizke rozlienie a citlivost,, ale Siroky dynamicky rozsah
velkosti a vysoka Statisticka presnost’. Do tejto skupiny patri sedimentacia, laserova difrakcia
adynamicky rozptyl svetla, sktorym sa budeme zaoberat nizsie. Citacie maju vysoké
rozliSenie a citlivost, avsak tzky dynamicky rozsah velkosti. St viac vhodné pre uréenie
malého poctu ¢astic mimo danej medzi. Prikladom na tento spdsob merania je mikroskopicka
obrazova analyza. [24]
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Metdda DLS sa najprv nazyvala ako kvazi-elasticky rozptyl svetla, avSak dneska je znama
uz aj pod ndzvom fotoénova kolera¢na spektroskopia. Metoda ma Siroké vyuZitie pri analyze
dynamickych vlastnosti a vel’kosti roznych fyzikalnych, chemickych a biologickych systémov.
Je to idedlny sp6sob na meranie velkosti ¢astic v submikrénovej oblasti (nm). [24, 32]

1.2.2.1. Princip metddy

Pri obecnom rozptylu svetla je svetlo rozptylené od castic v réznej faze, neddjde k jeho
interferencii. Pri pouziti koherentného svetla laseru apo jeho interakcii s ¢asticami
k interferencii dbjde. [23] Intenzita rozptyleného svetla z ¢astic do daného uhlu je vysledkom
interferencie detektora a svetla rozptyleného od réznych castic v roztoku. Tato faza zavisi
na polohe castic vzhl'adom na smer prichadzajicich a rozptylenych svetelnych lacov. Z toho
vyplyva, Ze celkova intenzita rozptyleneho svetla pri danom uhle zavisi na polohe ¢astic, Cize
na Struktdre. [33] Prakticky castice nikdy nie si nehybné, ale pohybujii sa Brownovym
pohybom. Brownov pohyb je pohyb atdmov a molekul vSetkych skupenstiev pri urcitej teplote.
Pri¢inou tohto pohybu st nahodné zraZzky vznasajucich ¢iastociek s molekulami prostredia.
[34] Délezitym rysom Brownovho pohybu pre dynamicky rozptyl svetla je fakt, Ze sa malé
Castice pohybujt rychlejSie a velké pomalsie. OZiarené a pohybujlce sa Castice vyvolavaju
nahodnost medzi fazami rozptyleného svetla, ¢o spdsobuje koherentnu a deStruktivnu
interferenciu. Konstruktivny a deStruktivny fazovy prirastok rozptyleného svetla spdsobuje
fluktuaciu intenzity.

Dynamicky rozptyl svetla pre meranie fluktuacie sa vyuziva digitalny korelator. Z fluktuécie
intenzity rozptyleného svetla je ziskanid autokorelacnd funkcia znazorfiujica podobnosti
signalu za urcity ¢asovy interval:

gz,teoreticky (T) = (A ' eiBT )2 +1 (5)

Kde A, B su konstanty, a T je ¢as korelacie alebo oneskorenie. Cas korelacie je
charakterizovany ako ¢asové oddelenie medzi intenzitami merania. Obvykle leZi v ¢asovom
rozsahu 100 ns az niekolkych sektnd. V pripade vzoriek obsahujtcich Castice s odliSnou
vel’kostou funkcia autokorelacie je rozsirena d’al§imi konstantami. Pocet parametrov je urceny
podrla najlepsej zhody medzi teoretickou a meranou autokorelacnou funkciou.

Difuzny koeficient &astic zavisi na konstante B, vinovej dizke svetelného zdroja 4,
rozptylenom uhlu € a na indexe lomu rozpustadla n:

B

[4'”'”~sin[9D2 6.)
A 2

Pre vypocet difuzneho koeficientu je najprv potrebné najst’ hodnotu parametru B z nameranej
autokorela¢nej funkcie g, (7). Parameter A zvycajne neudava Ziadnu informaciu o asticiach

v roztoku. Hl'adanie dvoch parametrov prebieha pomocou pocitacového programu.
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Pre uréenie velkosti Castic je difizna konStanta interpretovana do hydrodynamického
polomeru r,. Hydrodynamicky polomer sa vypocita pomocou Stokes-Einsteinovou rovnicou:

- KT
h 677D (7.)

Kde k je Boltzmannova konstanta, T absol(tna teplota, # viskozita rozpustadla, D difuzny
koeficient. Hydrodynamicky polomer sledovanej latky je definovany ako polomer gulovitej
Castice, ktora ma rovnaky difizny koeficient za rovnakych podmienok ako namerana latka.
Hydrodynamicky polomer ur¢i len vel’kost’ Gastic, nepodava informécie o ich tvare, ¢i je gul’a,
elipsoid alebo ndhodna cievka. Velkost ¢astic ur¢ena pomocou hydrodynamickeho polomeru
je Casto vacsia ako velkost' stanovend Statistickym rozptylom svetla alebo elektronovym
mikroskopom. Je to z dévodu, Ze r, moze zahriiovat’ solvantacny obal. [25, 27, 32, 35]

1.2.2.2. InStrumentécia DLS a vyhodnotenie dat

Typicka inStrumentacia DLS je charakterizovana Siestimi hlavnymi komponentami. Prvym
prvkom je laser ako zdroj svetla, ktory osvetluje vzorku vo vnutri cely. Prechadzajiace
arozptylené svetlo casticami vo vzorke je zachytené detektorom. Detektor sa pouZiva
na meranie intenzity rozptyleného svetla ateoreticky moze byt umiestneny v 'ubovolnej
polohe. U pristroja Zetasizer Nano sa va¢sinou pouZiva poloha detektoru v uhle 90° alebo 173°.
Detekcia pri 173°ja zndma ako spétny rozptyl. Tento vyber uhlu ma mnoZstvo vyhod.
U spatného rozptylu dopadajiceho svetla nemusi prechadzat” po celej vzorke. Vd’aka tejto
kratSej optickej drahe sa moze merat’ vyssia koncentracia. Efekt mnohonésobneho rozptylu je
minimalny pri tomto uhle a kontaminujuce latky ako napr. prach a d’alsie velké castice
rozptyl'uju svetlo dopredu. Pri mnohych modeloch sa vyuZiva klasicky rozptyl s optikou 90°.
Zaist'uje kontinuitu s ostatnymi systémami, ktoré deteguju pri 90°. Detektor musi byt’ schopny
zmerat’ intenzitu rozptyleného svetla v celom rozsahu. Niekedy je detegované prili§ velké
mnozstvo svetla a detektor je pretaZzeny. Na zniZenie intenzity svetla z laseru sa pouziva
zoslabovac. Zetasizer poCas merania automaticky nastavi polohu a priepustnost’ zoslabovaca.
Pri vzorkach snizkou koncentraciou au malych castic, ktoré rozptyluji menej svetla
prechadza cez zoslabovaé viac svetla. V opacnom pripade intenzita svetla je vzdy zniZena.
Signal z detektoru prechadza na korelator. Korelator porovnava intenzitu rozptylu svetla
po sebe iducich Casovych intervalov, aby odvodil rychlost pohybu castic. Informacia
z koleratoru je nasledovne vyhodnotend aprevedend na informaciu o velkosti pomocou
pocitacového programu. Schéma inStrumentacie metddy DLS je zndzornena na obr. 3. [25]
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Obr. 3:InStrumentacia pristroja Zetasizer Nano — 1 laser, 2 cela, 3 detektor,

4 zoslabovad, 5 koreldtor, 6 pocitac [25]

Ako uz bolo vysSie spominané, fluktuacia intenzity rozptyleného svetla je detegovana
pristrojom a nasledne je prevedena korelacia medzi intenzitou acasom do autkorelacnej
funkcie. Velké castice sa pohybuju pomalSie takZe ich fluktuécia je tieZ pomalSia. Taktiez,
malé Castice kolisaju rychlejsie, vd’aka comu aj ich fluktuacia je rychlejsia. Software Zetasizer
po zmerani korela¢nej funkcie pomocou algoritmu rozklada rychlost’ a po triedeni velkosti
vytvori distribuciu vel’kosti Castic. Typicky graf distribucie vel'kosti ¢astic podl'a intenzity ma
na ose X distribuciu tried vel’kosti a na ose y je relativna intenzita rozptyleného svetla. PouZitim
Mieovej tedrie moze byt distriblcia intenzity prevedena na distribuciu objemu a poctu. Ked’ je
distribacia intenzity len jeden pik, tak po konverzii na objem bude forma piku nepatrne
zmenend. Obecne pre velkost' castic plati, Ze: d(intenzita) > d(objem) > d(pocet) .
Schéma merania a analyzy je na obr. 4. [25, 36, 37]

Pri merani a priprave vzoriek délezitd Ulohu pri urceni velkosti ¢astic hra koncentracia
a velkost. Metédou DLS sa obecne da uréit’ velkost v rozmedzi 1 az 1000 nm. Castice
s hydrodynamickym polomerom menSim ako 1 nm slabo rozptyl'uju svetlo aich rozptyl je
Casto maskovany vac§imi Casticami v roztoku. Aj v pripade, ked’ su malé Castice samotne
v roztoku ich rozptyl je prilis slaby a z odvodenej autokorela¢nej funkcie bude tazko urceny
hydrodynamicky polomer. Na druhej strane Castice vicSie ako 1000 nm maju tendenciu
usadzovat’ sa Vv roztoku aneprodukuji rozptylené svetlo. Dalej je autkoleratna funkcia
skreslend, pretoZe sa castice nepohybuji len Brownovym pohybom ale uz tam prevlada
sedimentacia. [27]
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1.2.2.3. Vyutzitie

Tato technika je bezne pouzivana v biologickych a chemickych laboratoriach na zistovanie
agregatov v makromolekularnych roztokoch, na stanovenie velkosti proteinov, nukleovych
kyselin a komplexov alebo na monitorovanie viazania ligandu. DLS je neinvazivna
a nedestruktivna metoda. VyuZiva sa pre charakterizaciu Struktdry a dynamickych vlastnosti
koloidnych roztokov a biologickych makromolekal a polymérov. Biologické makromolekuly
st vhodnym materidlom pre stanovenie pomocou tejto technikou. Su dostato¢ne velké nato,
aby sa rozptyl'ovali pri nizkych koncentraciach. Sledované makromolekuly pomocou DLS s
proteiny, sacharidy, nukleové kyseliny a lipidy.

distribucia velkosti

laser

. intenzita

l

" hydrodynamicky polomer (nm) |

autokorelator

Intenzita svetla (AU)
_ korela¢na fﬁpkcia 4 .

10 201 e T LT 3
cas (ms) 7 (S)

Obr. 4: Schéma analyzy [37]

Zo vSetkych makoromolekul sa najviac Studuju pomocou DLS prave proteiny. Uréenie
vel'kosti a tvaru polypeptidového retazca alebo bielkoviny s viacerymi podjednotkami sd
najbeznejsie aplikacie tejto metody pri ich Stadiu. Casto je predmetom sledovanie viazania
ligandu a odliSné podmienky prostredia, ktoré vyvolavaju zmeny v Struktare proteinu, ¢o sa
potom odréza aj na difiznej kon3tante. Dalej je vySetrovana Struktlra enzymov aich
konforma¢na zmena pri naviazani substratu alebo ich agregécia. Agregaty su vd’aka svojej
vel'kosti I'ahko identifikovatel'né v stopovom mnozstve. Pritomnost’ malého mnozstva agregatu
v pritomnosti monomérov spdsobuje vyznamnld zmenu Vv hydrodynamickom polomere
a Vv polydisperzite. AvSak pritomnost’ oligomérov a agregatov nevyvolava zmenu v distribdcii
objemu. Metddou DLS sa da vyhodnotit' tepelna stabilita. Proteiny pri zvySenej teplote
denaturuju ato vedie ksilnej agregécii a k zvySeniu intenzity rozptylu svetla a velkosti.
Teplota, pri ktorej obidve hodnoty sa vyrazne zvySuju nazyvame teplotou topenia. [37-40]
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2. SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

V nasledujucich odstavoch su zhrnuté sucasné moznosti experimentélneho Stddia
na denaturaciu proteinov a na rozptylové techniky.

2.1. Denaturécia proteinov

Proteiny vykazuju len okrajovl stabilitu, ktord je silne ovplyvnend termodynamickymi
podmienkami a zloZenim roztoku. Tato stabilita moze byt naruSena stresovymi faktormi ako
chemické ¢inidla, pH alebo teplota. Schopnost’ pésobenia moc¢oviny, guanidinia, dodecylsiranu
sodného alebo teploty uz je dlho zndma, avSak mechanizmus na molekularnej drovni je eSte
stale diskutabilny a nie je upresneny.

2.1.1. Mocovina a guanidinium chlorid

Mocovina je mala hydrofilna latka, ktora je pritomna vo vsetkych taxonémiach a je Siroko
rozSireny denaturant. Podl'a literatary existuji dva navrhované mechanizmy pdsobenia
mocoviny. Nepriamy mechanizmus predpokladd zmenu solvata¢nych vlastnosti proteinu
v roztokoch mocoviny. Mocovina I'ahko nahradza vodikové vizby medzi vodou a proteinom,
avsak tato teoria je spochybnena mnohymi $tadiami. Priamy mechanizmus opisuje schopnost’
interakcie moc¢oviny s povrchom proteinu. Tento model vyvolava d’al$ie otazky o povahe
interakcie mocoviny S polarnymi a nepolarnymi bo¢nymi retazcami a peptidovou kostrou.
Nové proteinové simulédcie poskytuju jasny obraz, Ze vo vodnych roztokoch mocoviny
sazvySuje kontakt medzi mocovinou ahydrofébnymi postrannymi retazcami a tieZ
medzi vodikovymi vézbami polarnej chrbtice. [41]

Canchi aspolok sktmali relativny prispevok vedl'ajSich retazcov a kostry proteinu
v priebehu denaturacie s mocovinou. Na urcenie tychto interakcii vyuzivali preferen¢ny
koeficient interakcie (preferential interaction coefficient), ktory bol vypocitany metodou
REMD. Reverzibilna rovnovadha medzi nativnym a denaturovanym stavom bola sledovana
na mini proteine, Trp-cage Vv pritomnosti réznej koncentracie roztoku mocoviny (0 M, 1,9 M,
3,8 M, 5,8 M). Trp-cage sa sklada z dvadsiatich aminokyselinovych zvySkov. Vd’aka svojej
velkosti arychlej kinetike zbal'ovania je vhodnym materialom na sledovanie rovnovahy.
Protein bol simulovany v dvoch silovych poliach Amber94 a Amber99sb. Autori zistili,
Ze mocovina priaznivo inetraguje s proteinovou kostrou a k denaturdcii hlavne prispieva bo¢ny
retazec. Tato Stidia podporuje model priameho mechanizmu. [42]

Stump a kolektiv sa zaoberali objasnenim a kvantifikaciou interakcie mocoviny so vSetkymi
prirodzenymi 20 aminokyselinami pomocou simulacie molekulovej dynamiky. Cielom bolo
vysvetlit', ¢i mocovina prednostne reaguje s polarnymi alebo nepolarnymi zvySkami pripadne
peptidovou kostrou. Aby oddelili vplyv sekvencie a sekundarnej alebo terciarnej Struktury
na okamzitd interakciu, pouZzili simuléciu tripeptidu s obsahom terminalnych glycinov (GXG).
Z experimentu vyplyva, ze mocovina interaguje hlavne s aromatickymi a nepolarnymi
zvySkami a proteinovou kostrou. Koeficient kontaktu bol najvysSi u cysteinu, tryptofanu
a fenylalaninu. Polarne a hlavne kladne nabité aminokyseliny reagovali ovel'a menej. Zaporne
nabité ako kyselina aspragova a glutdmova uprednostnili interakciu s vodou pred mocovinou.
Dalej prisli na to, Ze molekuly proteinu st umiestnené na povrchu proteinu najma pri menej
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polarnych zvyskov a pri kostre. Z vysledkov vychédza, Ze vodikova vizba medzi mo¢ovinou
a proteinom je vyrazne slabsia ako u vodikovej vazby kostra-voda alebo voda-voda. Vodikova
vézba tvorend mocovinou nemdze byt hnacou silou pre denaturaciu bielkovin, ale prispieva
k celkovej energetike. [43]

Bennion a Daggett tieZ Studovali destabilizacné efekty mocoviny na chymotripsinu (CI2)
simuldciou s vyuZitim molekulovej dynamiky. V experimente bola pouZivana simulacia CI2
v pritomnosti 8 M mocoviny a Cistej vody pri 60°C. Vysledky boli porovnané s chovanim
enzymu pri vysokej teplote (125°C) vo vode z predoslého vyskumu. Na zaklade vysledkov
nastala denaturacia katalyzovana mocovinou kombinaciou priamych a nepriamych
mechanizmov. Po prvé bola naruSend struktira vody, ¢o sposobilo, Ze oslabené interakcie
a hydrofobne molekuly boli I'ah$ie solvatované mocovinou. Chovanie Cinidla pri solvatacii
hydrofobnych priestrannych retazcov potvrdzuje model nepriameho mechanizmu. PoruSenie
Struktury vody porusilo stdrZznost’ a voda sa po uvol'neni chovala ako primérny denaturant, ¢o
zabezpeCuje prechod medzi priamym a nepriamym mechanizmom. Mocovina vytvorila
vodikové vazby s peptidovym ret'azcom po poruseni sekundarnej Struktary. [44]

Guanidinium chlorid (GdmCI) je druhym dobre znamym chaotropickym ¢inidlom.
Guanidinium obsahuje delokalizovany pozitivny naboj a interaguje s hlavhym ret'azcom
a polarnymi vedl'aj§imi retazcami. Tato iénova povaha je zodpovedna za maskovanie
elektrostatickych interakcii aza denaturdciu. Jha akol. sa zaoberali dvojstupfiovym
mechanizmom denaturacie, ktord bola spdsobena guanidinium chloridom. Sledovanym
proteinom bola ribonukledza HI (RNase H) od baktérie Escherichia coli pomocou metddy
FRET. Autori potvrdili teériu dvojstupiového priameho mechanizmu. V prvom kroku
denaturant nahradi molekuly vody v solvata¢énom obale. Tento jav umoziiuje priamu interakciu
¢inidla s proteinom za vzniku medziproduktu. Tento stav je oznacovany ako ,,dry globule®.
Prvy stupeni premeny RNase H je ovplyvneny koncentréciou guanidinia. Testy z CD naznacuju,
Ze ,,dry molten globular® (DMG) nema solvatované jadro a jeho sekundarna Strukttra je vel'mi
podobné nativnemu stavu. PreruSenie Struktdry a solvatacie hydrofobneho jadra nastava pocas
druhého pomalSieho kroku. Z merania vyplyva, Ze metéda FRET je nepouzitena
na rozliSovanie stavu nativneho a DMG stavu. [45]

V praci [46] sa autori zaoberaju opisom mechanizmu denaturacie medzi malymi
rozpustnymi latkami vo vodnom roztoku moc¢oviny a guanidinium chloridu pomocou simulécie
s vyuzitim molekulovej dynamiky. Doraz je kladeny na hydrofobne aionové interakcie.
Na simuléciu bol ako modelova molekula pouZity metan a helix z mysieho proteinu PrP®.
Analyza ukazuje, Ze obidve denatura¢né cCinidla v priebehu denaturéacie vytvaraju vodikové
vazby s nabitymi bo¢nymi ret'azcami a karbonylovou skupinou kostry. Rozvijanie modelového
helixu preukazuje na priamu interakciu denaturantu s polypeptidovym ret'azcom, a to bud’
prostrednictvom vodikovej vazby alebo i6novymi interakciami. VSeobecne plati,
Ze koncentracia GdmCI potrebnd k dosiahnutiu stredného bodu rozvinutého prechodu je
mensia ako koncentracia mocoviny.

Autori ¢lanku [47] diskutujd o vplyve sekundarnej Struktary bielkovin na denaturaciu.
Denaturacia vybranych proteinov (BSA, HSA, lyzozym, trypsin aribonukleaza A) bola
sledovand pomocou autofluorescencie. GAmCI prednostne naruSuje Struktarnu jednotku
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a-helixu, akvéli tomu je efektivnejsi denaturant pre proteiny bohaté na a-skrutkovicu.
Mocovina je efektivnejSia pri rozvijani proteinu s velkym obsahom beta-skladaného listu.
Okrem toho boli sledované konforma¢né zmeny v indolovom kruhu tryptofanu a rigidite, ktoré
silne ovplyviiuji emisnii vinova diZku proteinov. Konformaéné zmeny a rigidita zavisia
natype a mnozstve sekundarnej Struktury. Vzhladom na to, Ze mocovina a GdmCI maju
selektivnu preferenciu pri rozruSeni skrutkovice a skladaného listu umoziuji prilezitost
identifikovat’ typ sekundarnej Struktiry pomocou sledovania autofluorescencie pri roznych
koncentraciach cinidiel.

2.1.2. Dodecylsiran sodny

Zo skupiny iénovych detergentov rutinne pouzivanym denatura¢nym ¢inidlom je znamy
dodecylsiran sodny (SDS). V laboratériach sa pouziva na uréenie molekulovej hmotnosti
bielkovin alebo ako micelovd membrana. Mechanizmus SDS indukovanej denaturacie
Vv poslednych rokoch vyrazne pokrocil, av§ak niektoré zékladné problémy su stale nevyrieSené.
Bhuyan sa zaoberal s dopiianim tychto nedostatkov. Na sledovanie mechanizmu denaturacie
s SDS pouZival cytochrém c pri 22°C v neutrdlnom pH a v extrémne alkalickych podmienkach.
Vzorky cytochromu ¢ boli zmerané metodou CD, fluoresen¢nou a UV-Vis spektroskopiou
v 0-100 mM koncentracnom rozmedzi SDS. Prechod z nativneho stavu do denaturovaného
podla prace je dvojstupiiovd. Prvy stupeil je strata takmer uplnej tercidrnej a Ciastocne
sekundarnej Struktary. Druhy stupen je denaturovany stav so zachovanim sekundarnych
Struktarnych jednotiek. Tieto dve prechody vychadzaju z dvoch odlisnych désledkov interakcie
SDS s proteinom. Za podmienky kritickej micelarnej koncentracie (CMC) 1,5 mM strata
terciarnej Struktury je vyvolana vazbou monoméru SDS. Rozklad vyssej Struktirnej jednotky je
vyvolany hydrofébnou interakciou. Pri vysSich koncentraciach ako CMC déjde k uplnému
rozloZeniu retazca. Dodecylové retazce monomérov navzajom agregujl a na denaturovanom
proteine vytvaraju micelarne zhluky. Tento proces je podstatou nahrdelnikového modelu. [48]

Fano aspol skumali rezistenciu lipdzy od Thermomyces lanuginosus na denaturaciu
posobenim SDS. Meranie bolo prevadené metédami: fluoresenéna spektroskopia, CD
a VP-ITC. Z experimentu vyplyva, Ze pri neutrdlnom pH a nizkej iénovej sile SDS vyvolava
konforma¢ni zmenu v lipdze. Tato Stadia tieZz potvrdzuje vplyv SDS na stratu terciarnej
Struktury a zachovanie velkého mnozstva sekundarnej $truktiry. Zmena ionovej sily silne
posobi na SDS aj na lipazu. Zmena i6novej sily bola spésobena pridanim chloridu sodného.
Po zvySeni koncentracie soli nebol SDS schopny Uplne denaturovat’ lipazu. V pripadoch, ked
monoméry zohravaju rozhodujdcu Glohu v denatura¢nom procese sa pouziva zvysenie idGnovej
sily na stabilizaciu proteinu. [49]

Chaitanya a kol. analyzovali stabilitu lipazy z pankreasu prasiat (PPL) proti tepelnej
a chemickej denaturacie vyuZzitim réznych spektroskopickych technik. PPL je relativne velky
protein s obsahom dvoch domén. Ukazalo sa, ze denaturacia proti mocoviny a guanidnium
chloridu je dvojstupnova ako u beznych mensich globularnych bielkovinach. Fluoresen¢né
spektrad naznacuju, ze PPL je rozloZend pri vysSich koncentraciach GdmCl, avSak spektralne
zmeny sU pozorované aj pod 0,5M GdmCIl. Pri nizSich koncentracidch nedochédza
ku globalnemu rozvinutiu, ale moéze nastat’ premiestnenie rozpuStadiel a miestnych

konforma¢nych zmenien okolo tryptofdnovych zvyskov. Tato konformacna zmena ovplyviluje
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enzymovl aktivitu. Enzym je kompletne neaktivny nad koncentraciou 0,5M GdmCl.
Sposobenim mocoviny sa denaturacia zacina pri koncentracii 1 M anad 6 M je lipaza Uplne
rozloZzena a stratila sekundarnu a terciarnu Struktdru. V porovnanim s GdmCl ma mocovina
mensi efekt na aktivitu a inhibuje enzym nad koncentraciou 3 M. Tento rozdiel je spdsobeny
odliSnou interakciou s proteinom. Zatial' ¢o mocovina indukuje denaturaciu prostrednictvom
interakcii vodikovych vézieb, guanidinium interaguje s bo¢nymi retazcami arozbija sol'né
mostiky. Denaturacia indukovand s SDS prebieha v dvoch krokoch: G¢inky SDS pod a nad
koncentraciou CMC. Pridanie SDS pod koncentraciou 0,2 mM nevykazuje meratelné
konforma¢né zmeny PPL, ale interaguje s povrchom a znizi aktivitu enzymu. Zvysenie
koncentracie SDS do rozmedzia 0,2-2 mM vedie k strate sekundarnej a terciarnej Struktury,
ktora je spdsobena idnovymi a hydrofébnymi interakciami medzi denaturantom a enzymom.
Nad hodnotou CMC (5 mM) SDS vytvéaraju micely okolo hydrofébnych zvyskov proteinu.
Lipéza bola denaturovana aj posobenim tepla. PPL je citlivy voci teplote. Zvysenie teploty na
45°C viedlo k nevratnej Struktdrnej zmeny, avSak nevykazuje uplna Struktdrnu stratu ani
pri najvyssej teplote (80 °C). Termickd analyza bola sledovanid aj za pritomnosti SDS
nad koncentrdciou CMC. Enzym s pritomnost'ou micel bol stabilny voci teplote do 80 °C. [50]

2.2. Rozptylové techniky pri Strukturnej charakterizacii prirodnych materialov

Z rozptylovych technik je najvyuZivanejsi staticky, dynamicky a elektroforeticky rozptyl
svetla. Staticky rozptyl svetla sa stal jednou z najpouzivanejSich metéd na stanovenie
molekularnej hmotnosti a v niektorych pripadoch aj velkosti molekul v roztoku. Podobne
vyvoj tedrie o fluktuacie intenzity rozptylu svetla a dostupnost’ pristrojov na meranie tejto
fluktuéacie vyvolalo rozSirenie metddy dynamického rozptylu svetla.

Carvalho a spol. skamali termostabilitu hemoglobinu za pritomnosti povrchovo aktivnej
latky, CTAC pri r6znej hodnote pH. Tepelna stabilita bola sledovana pomocou DLS a SAXS.
Teplota topenia HbGp v nepritomnosti a v pritomnosti CTAC bola analyzovana na zéklade
hydrodynamického polomeru, kritickej denaturacnej teploty a poctu ¢astic. Pri neutralnom pH
za nepritomnosti povrchovo aktivnej latky zostaval hemoglobin do 51 °C stabilny. Pri vyS3ej
teploty doSlo k denaturécii a agregacii. Po pridani CTAC sa denatura¢éna teplota zniZila
na45°C. Zgrafu intenzity vyplyva, Ze hemoglobin podlicha c¢iasto¢nej disociécii
pred denaturaciou a agregéciou. Za pritomnosti CTAC prebieha disociacia a denaturécia
rovnako len pri niZSich teplotach. V kyslom prostredi (pH 5) je hemoglobin stabilnej$i, ¢o
sposobuje narast denaturacnej teploty v oboch pripadoch. V kyslom prostredi pri vysSsej
koncentracii proteinu (3 mg/ml) nebolo mozné stanovit’ velkost’ Castic, lebo pH bolo blizko
k izoelektrickému bodu, ktory inhibuje oligomérnu disociaciu a dochadza k agregécii.
Zo Stadia vyplyva, Ze C¢iasto¢na oligomerna disociacia proteinu je délezitym krokom
pri tepelnej denaturdcii nezavisle na hodnote pH a koncentracii. [51]

Dev a spol. Studovali chaotropickymi latkami indukovan( denaturaciu araSidového
aglutininu (PNA) pomocou zmeny hydrodynamického polomeru. PNA sa poc¢as denaturacie
najprv meni na medziprodukt, na takzvany ,,molten globule“. Ako chaotropické ¢inidlo bola
pouZivand mocovina vo fosfatovom pufru Pésobenim mocoviny na PNA dochadza
k deoligomerizécii tertraméru na monomerny stav, ,,molten globule” a nasledne k uplnej
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denaturacie. ZvySenim koncentracie mocoviny rastie hydrodynamicky polomer, ktory
naznacuje stratu konformacnej Struktary. Pri koncentracii denaturantu viac ako 4,3 M bola
zmena polomeru skoro konsStantna a pomaly klesala. Po dosiahnuti tejto koncentracie
prevladala denaturovand forma nad prechodnym stavom. Nativny PNA sa vzdy nachadza
v malom mnozstve vo forme agregatu, avSak pocas celej denaturacie sa jeho hodnota
nezvysSuje. Pri 7 M mocoviny bola sledovana redenaturécia proteinu, ktord vsak neprebiehala
uspesne kvoli agregacii. [52]

Huang a kol. popisujd imunostanovenie metodou dynamického rozptylu svetla na baze
zlatych nanocastic (GNP) pre ultrasenzitivnu detekciu bakterii. Listeria monocytogenes je
grampozivna baktéria, ktora je znama ako kontaminant potravin a patogén pre l'udi a zvierata.
Zlaté nanocastice sa rutinne pouzivajui ako sondy pre zosilnenie signalu pre vyrobu biosenzorov
na baze DLS. Schopnost GNP rozptylovat' svetlo je va¢si ako u mnohych biologickych
vzoriek. Sledované baktéria st dostato¢ne vel'ké a obsahuju dosta¢ujiice mnozstvo antigénnych
epitopov. Kvoli tymto vlastnostiam su vhodné na védzbu so sondou GNP pokrytou
monoklonélnou protilatkou (mAbs). Vysledky naznaCuji, ze selektivna interakcia
antigén-protilatka spdsobuju linedrne zvysenie hydrodynamického polomeru. To potvrdzuje
vhodnost mAbs-GNPs ako zosilfiovaca rozptylu na citlivé detekcie. Na skimania vplyvu
velkosti GNP pouzivali tri roztoky. VacSie GNP vykazovali silnejsi rozptyl ako menSie. AvSak
nadmerna velkost’ sondy brzdi u¢innost’ viazby medzi mAbs a baktériami kvéli sterickym
prekdzkam. Ich tedria bola prakticky vyskuSana na detekciu tychto patogénnych bakterii
na Salate. Z testoch je zrejmé, Ze navrhovana metdda je vhodna na rychle a citlivé zistenie
beZnych patogénnych baktérii a vd’aka vizbe antigén-protilatka je vel'mi selektivna. [53]

Autori ¢lanku [54] sa zaoberali charakterizaciou zosietovaného cyklodextrinového
polyméru (CD). Pomocou met6dy statického rozptylu svetla boli stanovené nabité, nenabité
a fluorescencne znacené vzorky tohto polyméru. Presnost’ techniky bola zaistend
komplementarnym Studiom agregacie pomocou dynamického rozptylu svetla. CD monoméry
st nachylné na sebaagregaciu. Autori predpokladali, Ze aj u sledovanych polyméroch by mohlo
dojst’ k agregécii, ktord by silno ovplyvnila vysledky molekulovej hmotnosti. Pritomnost’
agregatov bola zistend metdédou DLS. Na zéklade Studia tychto agregatov bolo potrebne
prefiltrovat’ testované vzorky. Zvysledkov sa wukazalo, Ze agregécia, interakcia
segment-segmentu a spektrélne vlastnosti v pripade fluorescen¢nej vzorky silne ovplyvituju
ziskané Udaje metddou SLS. Okrem toho je k ziskaniu presnych Gdajov o sledovanej latke
potrebnd membranova filtricia a vyber vhodného rozpustadla. Praca naznacuje, Ze metdda
SLS, ktora je vSeobecne uznand ako absolltna, vyZaduje kontrolu pre ziskanie platnych
vysledkov.

Wisunthorn a kol. skamali dynamické Struktdrovanie mezoStruktary prirodného kaucuku.
Na sledovanie distriblcie molekularnej hmotnosti metédou SEC-MALS boli vybrané dve
genotypové modely kaucukovniku. Zmeny v molekularnej hmotnosti prirodzeného kaucuku
boli sledované pri pomalom (skladovanie pri izbovej teplote po dobu 18. mesiacov) a rychlom
(skladovanie 24 hodin v P,O; pri 60°C) Struktdrovani. Rychle Strukturovanie vzoriek
pri obidvoch genotypov spdsobilo podstatné zmeny v mezostruktire. Dramaticky sa zvysila
¢iselna molarna hmotnost, M, a celkové mnozstvo gélu. Zvysenie M je spdsobené inym
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sprdvanim u obidvoch genotypov. V pripade genotypu PRIM600 je zvySenie vyvolané
znizenim poctu kratkych polyizoprénovych ret'azcov. U genotypu PB235 je narast vyvolany
zvySenim mnozstva a velkosti mikroagregatov. Z kvalitativneho hladiska vzorky PB235
obsahovali 52% gélu po 7 diioch solubilizacie v THF, aviak gél nebol viditeny. U genotypu
PRIM®600 bol vzniknuty gél viditeI'ny. To znamen4, Ze v prvom pripade rychle Struktdrovanie
indukovalo tvorbu mikroagregatov av druhom pripade tvorbu makroagregatov, Ccize
makrogélu. Pomalé StruktUrovanie tiez viedlo k zvySeniu M, amnozstvu gélu, ale tento

narast je mensi v porovnani s rychlym Struktdrovanim. Autori s tym potvrdili, Ze sa prirodny
kaucuk za izbovych podmienok vyvija pomalSie. [55]
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1. Pouzité chemikalie

Lipaza z Rhizopus oryzae, Sigma-Aldrich (NSR)

Lyzozym z kuracieho vajca, Sigma-Aldrich (NSR)
Dodecylsiran sodny, Sigma-Aldrich (NSR)

Guanidinium hydrochlorid, Sigma-Aldrich (NSR)
Mocovina &istoty p.a., PENTA s.r.o. (CR)

Siran med’naty pentahydrat, PENTA s.r.o. (CR)
Hydrogénfosfore¢nan sodny dihydrat, PENTA s.r.o. (CR)
Dihydrogénfosfore¢nan sodny dihydrat, PENTA s.r.0. (CR)

3.2. Priprava vzoriek

3.2.1. Zasobny roztok fosfatového pufru

Pre pripravu 50 mM fosfatového pufru o pH 7,4 na predvazkach bolo navazené 1,761 g
NaH,PO, -2H,0 a6,89 9 Na,HPO, -2H,0. Navazené latky boli nasledovne kvantitativne
prevedené do sklenenej odmernej banky a obsah navazky bol doplneny do 1| destilovanou
vodou. Zmes bola rozpustena a bola skontrolovana pH pripraveného roztoku.

3.2.2. Priprava zasobnych roztokov denaturacnych ¢inidiel

Roztoky denaturaénych ¢inidiel a ich pripravu popisuje tabul’ka 2. Tieto roztoky sluZili ako
zasobné roztoky pre pripravu koncentraénej rady tychto Cinidiel na sledovanie denaturacie
u lipdzy a v pripade moc¢oviny aj u lyzozymu.

Tabulka 2: Priprava zasobnych roztokoch:

Roztok: Koncentracia: Priprava:
Navazka 12,012 g mocoviny bola kvantitativne
Mocovina 8M prevedena do odmernej banky, ktora bola nasledovne

doplnena do 25 ml fosfatovym pufrom o pH 7,4.

Navazka 19,106 g guanidinia bola kvantitativne
8M prevedena do 25 ml odmernej banky a doplnena
fosfatovym pufrom o pH 7,4.

Guanidinium
hydrochlorid

Navazeny 0,4326 g SDS bol kvantitativne
100 mM prevedeny do odmernej banky a doplneny do 15 mi
fosfatovym pufrom o pH 7,4.

Dodecylsiran
sodny

Roztok 1 M medi bol pripraveny podobnym
spdsobom ako predchadzajtice roztoky. Med’ je citliva
Siran 1M na pH a vyzrazala vo fosfatovom pufru. Pri priprave
med’naty ako rozpustadlo bola pouzitd destilovana voda, aby sa
zabranilo precipitécii nerozpustnych foriem Cu

Z roztoku.
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3.2.3. Priprava vzoriek lipazy

Vzorky lipazy boli pripravené rozpustanim praskového enzymu v odpovedajicom mnoZstve
potencidlneho denatura¢ného ¢inidla. Lipaza bola na analytickej vahe navdZzena v mnozZstve
9 mg do vialiek a potom rozpustena v 3 ml zmesi fosfatového pufru a denatura¢ného ¢inidla
v roznych koncentraciach. Ako rozpustadlo bol vybrany fosfatovy pufr z dévodu splnenia pH
optima pre sledovany protein. V pripade medi namiesto pufru bola pouzit4 destilovana voda.
Pouzité denatura¢né ¢inidla a ich koncentrécie su zahrnuté v tabul’ke 3. Okrem denaturantov
bol sledovany aj vplyv idnovej sily. Tieto vzorky lipazy boli rozpustené v 3 ml zriedenych
roztokoch fosfatového pufru s destilovanou vodou v pomere 1:1, 1:10, 1:100 a 1:1000. Vzorky
boli po priprave stanovené metdédou DLS.

TabuPka 3: Pouzité koncentra¢né rady denaturantov:

Cinidlo: Koncentracie (M):
Mocovina: 0;0,5;1;2;3;35;4;45;5;6; 7,8
Guanidinium hydrochlorid: 0;05;1;2;3;,4;5;6;7;,8
SDS 0; 0,01-10°;01-10°°; 1-10°°;0,01; 0,1
Med”: 0; 0,05; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2; 0,5; 1

3.2.4. Priprava vzoriek lyzozymu

Na pripravu vzorky lyzozymu bolo pouZité 9 mg tohto enzymu, ktory bol navéZeny
na analytickej vahe do vialky. NavaZzka bola rozpustena v 3 ml zmesi fosfatového pufru
a moc¢oviny. Bola pripravena koncentra¢na rada o koncentracie 0, 2, 4, 6, a 8 M, ktora bola
nasledovane merand metédou DLS.

3.3. StGdium denaturacie metédou DLS

Meranie dynamického rozptylu svetla prebiehalo na pristroji Zetasizer Nano ZS. Tento pristroj
ma schopnost’ merat’ tri charakteristické veli¢iny: molekulovia hmotnost’, difuzny koeficient
a Zeta potencial. Pre charakterizaciu denaturacie naSich vzoriek bol pouZzity typ merania
na zistenie velkosti Castic.

Po priprave apred meranim boli v3etky vzorky opatrne odplynené pomocou ru¢ne
vytvoreného vakua vo sklenenom striekacke. Nasledovne boli vzorky filtrované
cez strieckackovy filter (VWR Nylon 0,45 um) do sklenenych kyviet. Pre stanovenie priebehu
denaturdcie lipazy a lyzozymu bol pouZity helium-neonovy laser s optikou 173°, ¢iZe spitny
rozptyl. Pred samostatnym meranim vzorky boli pristrojom temperované 120 sekind na 25 °C.
Za tychto podmienok boli premerané vsetky koncentra¢né rady denatura¢nych ¢inidiel a vplyv
idnovej sily. Zetasizer softwer po zhromazd'ovani dat analyzatorom vyhodnotil distribdciu
intenzity a objemu. Ztychto distriblcii boli d’alej odvodené charakteristické rozmery —
objemovy stred, intenzitny stred, pocetny stred a Z-priemer. Ticto hodnoty su dalej
vyhodnotené a diskutované.
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4. VYSLEDKY A DISKUZIA

Dynamicky rozptyl svetla bol pouZivany na sledovanie stability lipdzy alyzozymu
pri denaturdcii spdsobenou chemickymi ¢inidlami a nizkou i6novou silou. V priebehu
denaturacie dochadza k rozvinutiu terciarnej a ¢iasto¢ne sekundarnej Struktury proteinov, ¢ize
k zvaéseniu celkovej velkosti danej molekuly. V prechadzajdcich Stadiach bolo zistené viz.
kapitola 2, Ze denaturacia, rozvinutie polypeptidovych retazcov spdsobuje posun v rozlozeni
velkosti Castic k vySSim hodnotam. Pomocou metédy DLS moézeme sledovat’ niekolko
parametrov. Pri naSom merani jeden zo sledovanych parametrov je Z-priemer. Je primarnym
a najstabilnejSim parametrom, ale je velmi citlivy aj na malé zmeny. Za predpokladu,
Ze sledované castice su sférické, teda enzymy su globularne, na opis chovania lipazy
a lyzozymu v rbznych koncentraciach denaturantov bol zvoleny objemovy stred (volume
mean). NaSe vzorky neboli monomodalne, to znamena, Ze graf intenzitnej distribucie
neobsahoval iba jeden pik, a preto bola distriblcia rozdelena na dva intervaly Jeden interval bol
4-50 nm adruhy 50-1000 nm. Tymto obmedzenim vyhodnoteného rozsahu velkosti sme
odstranili rusivé faktory, ktoré buda podrobnejsie opisané pri urcitych meraniach. [56]

4.1. Denaturaéné ucinky mocoviny

Prvé ¢inidlo, ktoré bolo vybrané ako denaturant pre svoje silné ucinky a preskimanosti je
mocovina. Vysledky premeranej koncentraénej rady suU zndzornene na obr. 5. Z kriviek
pre obidva parametre je zrejmy posun vel'kosti ¢astic so zvySujucou koncentraciou mocoviny.
Koncentra¢na rada bola rozSirend koncentraciami 3,5M a4,5M pre lepSie rozoznavanie
hranice, pri ktorej sa viac uprednostiiuje denaturovany stav. Z grafu je viditeIné mierne
zvysenie velkosti ¢astic do koncentracie 3,5 M. Rapidny narast je sledovany od koncentracie
4 M mocoviny. Rozdiel medzi Z-priemerom lipdzy pri pritomnosti 8 M mocoviny
a bez pritomnosti ¢inidla je priblizne 20 nm. Tato odliSnost’ nam naznacuje stratu vysSich
Struktdr a mézeme predpokladat’ denaturaciu enzymu.
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Obr. 5: Zavislost Z-priemeru a objemového stredu na koncentrdaciu mocoviny
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Vzorky lipdzy sa nechovali monomodalne, so zvySujlcou koncentraciou sa zvySovala
pritomnost’ druhé¢ho piku v intenzitnej distribacii. Kvoli tomuto nerovnomernému rozlozZeniu
velkosti Castic sa musia brat’ do uvahy odchylky Z-priemeru od realnej velkosti. Zavislost’
objemového stredu na koncentracii ndm udava vel'kost’ Castic podl'a priestorového objemu
rdznych castic vo vzorke. Z tejto krivky je viditena pritomnost’ vel'mi malych neziadajicich
Castic vo vzorke s koncentrdciou 5 M, ktoré su Z-priemerom nerozoznatel'né. Mala hodnota
objemového stredu je spGsobena pritomnostou Castic o velkosti <1 nm, ktoré st na dolnej
hranici detekcie pristroja. Ich pritomnost’ je pravdepodobne artefakt. Intenzitna distribucia
vel'kosti Castic pre 5 M je zobrazené v prilohe 1. V grafe ¢erveny vrchol pod 1 nm spdsobuje
odchylenie tejto vzorky.
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Obr. 6: Zavislost intenzity na koncentrdciu mocoviny

Intenzitnd distriblcia bola rozdelend na dve rozmedzie velkosti Castic kvoli zastupeniu
dvoch pikov. Ako dolny limit bola vybrana velkost 4 nm. Do tejto velkosti je intenzita
rozptyleného svetla nulovd, ktora naznacuje absenciu proteinov. Bod 1000 nm bol vybrany
z dévodu horného detekéného limitu pristroja. Vybrané rozmedzie je platné pre vsetky d’alSie
merania. Krivky z obr. 6 su navzdjom zrkadlovymi obrazmi a je vidiet,, Ze so zvySujlcou sa
koncentraciou klesa pritomnost’ Castic zrozmedzia 4-50 nm anarastd intenzita v&cSich
denaturovanych proteinov. Priebeh sledovanej denaturécie v grafe je podobny k obr. 5, kde je
do koncentracie 4 M intenzita takmer linearna.

4.2. Denaturaéné Gcinky gunidinium hydrochloridu

Druhym beZznym denatura¢nym ¢inidlom je guanidinium hydrochlorid. Guanidinium vplyvom
svojej odlisnej Struktary ako denaturant interaguje sinym typom priestrannych retazcov
aminokyselin v lipaze ako mocovina. Vplyv guanidinia na lipdzu zo Z-priemeru je tazko
definovatel'ny (viz. obr. 7) Oproti tomu, objemovy stred naznacuje predpokladané denaturacné
ucinky sledovanej latky. Narast velkosti bielkoviny je pozorovatel'ny od koncentracie 0,5 M
aod 3 M guanidinia prevlada denaturacny stav nad nativnym stavom, ktory sa prejavuje
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vyraznejSim rozdielom medzi velkostami. Na denaturaciu stacila menSia koncentracia
v porovnani k mocovine, a to znamena, Ze guanidinium ma silnej$ie ucinky. Pri koncentraciach
4 M, 5M ahlavne u8 M je sledovany jasny odklon od dalSich udajov. Je to vyvolané
pritomnost'ou pikov pod 1nm anad 1000 nm. Pre vzorku 8 M je znazornena intenzitna
distribacia v prilohe 2. Tento bod je zat'azeny chybou, jednak st tam vel'mi malé Castice, ktoré
st brané ako artefakty. Dalej sa o¢akava, Ze pri tejto koncentracie do3lo k agregacii proteinov,
ktoré uz boli prili$ velké na Brownov pohyb, preto doslo k usadzovaniu. K tomu aby hodnoty
Z-priemeru a objemového stredu neboli ovplyvnené neziadajucimi javmi, by mali byt
softwarom odfiltrované. Program Zetasizer ich nevie odstranit’ a kv6li tomu bola distribucia
intenzity ohrani¢ena dolnou a hornou limitou.
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Obr. 7: Zavislost Z-priemeru a objemového stredu na koncentréciu guanidinium
hydrochloridu

Téato distribucia bola rozdelena do dvoch rozmedzi, z ktorych je vidiet, Ze koncentrécia
nemala vyrazny vplyv na intenzitu. Dalej z obr. 8 je zrejmé, e velkost astic sa pocas celého
merania pohybovala okolo velkosti 4-50 nm.
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Obr. 8: Z&vislost intenzity na koncentrdaciu guanidinium hydrochlordidu

4.3. Denaturaé¢né ucinky dodecylsiranu sodneho

Treti denaturant SDS je vel'mi pouzivanym denaturaénym c¢inidlom v metode elektroforézy
SDS-PAGE. Pri grafickom zné&zorneni merania boli vynechané hodnoty vzorky pri 0 M
koncentracie, ¢ize vzorky, ktoré boli rozpustené v ¢istom fosfatovom pufre o pH 7,4. PretozZe
boli pouzivané malé koncentracie c¢inidla, bola osa x preloZzend logaritmickou mierkou.
Z-priemer sa zvySoval podla ocakévania so zvySujlicou koncentraciou. Rozvinutie
polypeptidového ret’azca lipazy je viditeI'né na obr. 9, kde sa velkost’ pocas denaturacie zvysSila
priblizne o 15 nm. Podstatny rozdiel je medzi koncentraciou 10 a 100 mM, kde pravdepodobne
mohlo dojst’ k denaturacii.

Objemovy stred nie je vhodnym parametrom na charakterizaciu velkosti lipazy v SDS.
Distribucia intenzity je rozdelena na dve Casti. Pri kazdom merani st pritomné dva piky, ktoré
maju viac menej rovnaku intenzitu (priloha 3). Prepocet intenzity na objem je zat'azeny malymi
zmenami V proporcionalnom rozlozeni tychto dvoch pikov. Prepocet intenzity na objemovy
stred je nevhodny v pripade ked’ mame vel’ka Skalu velkosti Gastic v roztoku.

Zavislost obr. 10 potvrdzuje priebeh krivky Z-priemeru. Rozlozenie velkosti Castic
v roztoku sa s vys$Sim obsahom SDS posuva k hodnotam 50 az 1000 nm.
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Obr. 9: Zavislost Z-priemeru a objemového stredu na koncentraciu SDS
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Obr. 10: Zadvislost intenzity na koncentrdaciu SDS
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4.4. Denaturaé¢né ufinky siranu med’nateho

Denatura¢né u€inky med’natych kationov sit menej preskimané ako ostatné denaturanty. Med’
je citlivd na pH a pri priprave koncentraénej rady v zmesi s fosfatovym pufrom o pH 7,4 sa
vyzrazala. Tieto vzorky boli na meranie nepouzite'né. Ako ndhradné rozpustadlo bola pouzita
destilovana voda a tym boli zmenené vlastnosti prostredia.
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Z grafu je viditelné zviacSenie velkosti lipdzy pri niZSich koncentrdciach medi, ale
po d’alsom zvySeni obsahu siranu med’natého v roztokoch sa ich rozmer zmensil. Tento pokles
je mozné pozorovat’ pri obidvoch parametroch. V prilohe 4 je zobrazena a porovnana intenzitna
distribucia pre roztoky 50 a 150 mM. So zvySujicou sa koncentraciou v grafe rastie pritomnost’
malého piku pod 2nm. Tento vrchol nemdze odpovedat ani nativnemu proteinu ani
denaturovanému. M6Zeme predpokladat, ze sa jedna o maly precipitat nerozpustnych soli
medi. Kvoli tomu su priemerné parametre a v tomto pripade aj intenzitna zavislost’ zatazené
touto chybou.

25 - - 6
- 5
20
XxxX T
— c
g I * 4
e X o
o 5
-3
5 x| X x 3
5_ 10 '( i 2 g
N —_
o]
o
5 .
X| x X X 1
O T T T T T O
0 200 400 600 800 1000 1200
¢ [mM]

X Z-priemer X Objemovy stred

Obr. 11: Zavislost Z-priemeru a objemového stredu na koncentrdciu siranu mednatého

Zo zavislosti intenzity na koncentraciu v rozmedzi 4-50 nm ¢astic lipazy je zretelny menej
viditel'ny pokles. V rozmedzi velkosti proteinu 50-1000 nm dochadza k miernemu zvy3eniu
intenzity v porovnani so vzorkou bez denatura¢ného ¢inidla. Z tychto posunov je viditeI'né, ze
med’ vyvolava konforma¢né zmeny v Struktire enzymu, ktoré viac menej denaturovali
sledovanu lipazu. TieZ musime brat do tvahy, ze vzorky lipazy boli rozpustené v zmesi
destilovanej vody a medi. Destilovana voda méa odlisné pH a ionova silu ako fosfatovy pufr,
a kvoli tomu mohlo mat’ rozpustadlo vplyv na spravanie lipazy.
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Obr. 12: Zavislost intenzity na koncentraciu siranu mednatého v rozmedzi velkosti
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Obr. 13: Zavislost intenzity na koncentrdciu medi v rozmedzi velkosti ¢astic
50-1000 nm

4.5. Vplyv ionovej sily na denaturaciu

V kapitole 4.4 bolo naznacené, Ze lipdza sa sprava inak v rozpustadle destilovanej vode a inak
vo fosfatovom pufre o pH 7,4. V ramci experimentalnej Casti bol sledovany vplyv nizkej
ionovej sily na nativnu Struktaru enzymu. l16nova sila roztokov ovplyviuje aktivitny koeficient

jednotlivych iénov a tym vsetky veli¢iny, ktoré su zavislé na aktivite ako napr. pH roztoku,
zmena Gibbsovej energie atd’.
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Zo stipcového grafu je zretelny vplyv zniZujlcej sa ionovej sily na velkost’ &astic. Posun
Castic k vySSim hodnotdm je najvyraznejsi pri tisickrat zriedenom zasobnom roztoku. Tento
nérast je porovnany k roztoku bez zriedenia v prilohe 5. VV zavislosti objemového stredu
na riedeni roztokov je menej narast viditelny. Mo6Ze to byt spdsobené mensim rozvinutim
polypeptridového retazca ako pri predoslych denatura¢nych ¢inidlach.

30 ~

25

20 -

15 -

10 -

Z-priemer/Objemovy stred [nm]

1:1 1:10 1:100 1:1000
Vplyv riedenia rotokov
m Z-priemer  m Objemovy stred

Obr. 14: Z&vislost Z-priemeru a objemového stredu na riedenie roztokov

Priebeh p6sobenia ionovej sily je dobre pozorovatelny z obr. 15. So zniZujicou iénovou
silou klesa pritomnost’ Castic v rozmedzi 4-50 nm a prevlada velkost’ 50-1000 nm. U roztokov,
ktoré sa najviac podobali i6novou silou destilovanej vode, je sledované najvicsie zvysenie
velkosti. Tento jav moéze byt vysvetlenim pre spravanie lipdzy v pripade 4.4. Roztoky po
rozpusteni v destilovanej vody Ciastoéne deformovali Struktaru lipdzy, ¢o sa odraza
v odchylkach.
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Obr. 15: Zavislost intenzity na riedenie roztokov
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4.6. Denaturacia kontrolného proteinu

Ako kontrolny protein bol pozivany lyzozym. Na denaturaciu tohto proteinu bol vybrany
denaturant mocovina, u ktorého vychadzalo najvyraznejSie rozvinutie lipdzy a bol najmenej
ovplyvneny vedlajsimi Gi¢inkami prostredia.

Priebeh kriviek pre Z-priemer a objemovy stred je rovnaky. Tato rovnost’ je spdsobena tym,
7e lyzozym sa sprava monomodalne a nie su pritomné rusivé faktory. Dal$im doévodom je, Ze
molekula tohto enzymu ma gulovity tvar a tym spiia vietky poziadavky potrebné na prevod
intenzity na objemovy stred. Okrem toho zo zavislosti je evidentné, Ze velkost vzoriek
S0 zvySujucim obsahom mocoviny narastd. Medzi denaturovanym a nativnym stavom je
priblizne 5 nm rozdiel.
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Obr. 16: Zavislost Z-priemeru a objemového stredu na koncentrdciu mocoviny

Ako uZ bolo spominané, kvAli monomodalnemu spravaniu lyzozymu nie je potrebné
rozloZenie distribucie intenzity do dvoch rozmedzi, pretoze hodnoty intenzity pri prvych
Styroch koncentracidch v rozmedzi 50-1000 nm su skoro nulové. Minimalna intenzita je
sledovana pri koncentracii 8 M mocoviny, kde je v distribucii pritomny druhy pik. Tento pik
naznacuje rozpletené polypeptidové retazce enzymu. Porovnanie distriblcie intenzity pre
lyzozym bez a s pritomnostou 8 M mocoviny je v prilohe 6. Rozdelenie intenzity do dvoch
rozmedzi nie je univerzalnou metddou. Je vhodné len pre Ccastice, ktoré nespliiuju
monomodalnu distribaciu. Tento rozdiel je velmi dobre viditelny pri sledovani dvoch
testovanych enzymov, ¢ize pri lipaze a lyzozyme.
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Obr. 17: Zavislost intenzity na koncentrdciu mocoviny

Na obr. 18 je porovnané pésobenie moc¢oviny na lipdzu a na lyzozym. Parameter objemovy
stred bol vybrany z dévodu lepsej viditeI'nosti vel’kostnych zmien. Pri obidvoch enzymoch
vyvolavalo pridanie mo¢oviny zvacsenie ich vel'kosti. Do koncentracie 4 M ma narast linearny
charakter aod tohto bodu dochadza Kk vyraznejsim zmenam. Efekt mocoviny ako
denatura¢ného Cinidla je nezévisly od typu a Struktury proteinu. Tieto merania potvrdili
vSestrannost’ denaturacnych u¢inkov mocoviny.
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Obr. 18: Zavislost objemového stredu na koncentrdciu mocoviny
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5. ZAVER

Tato bakalarska praca bola zamerana na Stadium rdznych spésobov chemickej denaturacie.
Cielom bolo taktiez otestovat vyuzitelnost' rozptylovych technik na sledovanie zmien
vyvolanych denaturaciou. Teoreticka Cast’ bola v§eobecne venovana proteinom, ich Struktdre,
vyuZitiu a ich denaturécii. V tejto Casti bol obecne popisany rozptyl svetla, a predovSetkym
bola charakterizovana metdda dynamického rozptylu svetla.

V experimentalnej Casti boli popisané pripravy jednotlivych zasobnych roztokov a vzoriek
enzymov S prisluSnymi ¢inidlami. Pouzité c¢inidla maji odlisné fyzikalne a chemické
vlastnosti. Kvoli tejto odliSnosti, boli u kazdého cinidla navrhované odlisné testovane
koncentracie. Ako rozpustadlo bol pouzivany fosfatovy pufr, ktory zabezpeCuje optimalne
podmienky pre zachovanie nativnej Struktary lipdzy alyzozymu. V dbsledku citlivosti
a vyzrazania medi v pufre, bola pri tomto ¢inidle pouzita destilovana voda. Na zistenie zmeny
vo vel'kosti vyvolanej stresovymi faktormi bol pouZivany Zetasizer Nano ZS.

V praktickej Casti bola overena metdéda dynamického rozptylu svetla na sledovanie
denaturacie. Na jej opis boli vybrané tri parametre: Z-priemer, objemovy stred a intenzitna
distribcia. Vplyv chemickych ¢inidiel na lipazu bol zaznamenany u kazdeho denaturantu.
Lipaza sa pocas merania nespravala monomodalne. Kvoli tomuto nerovnomernému rozlozeniu
Castic bola distribucia intenzity rozdelena na dve rozmedzia ohrani¢ené dolnou a hornou
limitou. Tymto spdsobom boli odstranené neZiadajice intenzitné signaly precipitatov,
vzdu$nych Castic a d’alSich experimentalnych artefaktov. Denaturacia s pouZitim mocoviny
a guanidinia mala podobné ucinky, pricom z vysledkov vyplyva, Ze guanidinium chlorid
vyvolava konformaéné zmeny v Struktdre uz pri nizSich koncentraciach. Dosah latky SDS
na rozvinutie polypetridového ret'azca bol pozorovatel'ny zo Z-priemeru. Distribucia intenzity
opisovala rozsiahle mnozstvo velkosti Castic a pri prepocte na objemovy stred bol zatazeny
chybami, kvoli ¢omu bol objemovy stred nevhodnym parametrom. P6sobenie medi na lipazu
bolo tazko charakterizovatel'né. Precipitaty nerozpustnej medi a rozptstadla ovplyvnili celé
meranie. Zmeny v Strukture vyvolané ionovou silou boli potvrdené pomocou zriedenia
fosfatového pufru.

Na kontrolu merania bol ako protein vybrany lyzozym a ako denatura¢né ¢inidlo bola
vybrana mocovina. Lyzozym je z hl'adiska merania idealnej$im vyberom na meranie vel’kosti
Castic metddou DLS, kvoli svojej globularnej Struktire a monomodalnemu spravaniu.
Mocovina je univerzalnym denaturantom. Jej ucinky sU nezavisle na type a Strukture
vybraného proteinu.

Na sledovanie vel’kostnych zmien proteinov je metdda dynamického rozptylu svetla vhodna
¢o sa podarilo overit pomocou navrhnutych experimentov. Tato metoda je vel'mi citliva
na pritomnost” ve'mi malych Castic a vdaka tomu je schopnd detegovat aj malé zmeny
v Struktire ako aj rozvinutie polypeptidového retazca. Tato metdda je neinvazivna
a nedestruktivna, ¢o je jej velkou vyhodou. Podla tohto vyskumu je DLS vhodnou metddou
na Stadium denaturacie bielkovin. Avsak pre overenie k skutoénému potvrdeniu denaturacie by
bolo potreba previest’ analyzu Struktirnymi metédami.
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7. ZOZNAM SKRATIEK

SLS
DLS

REMD

FRET

CD
VP-ITC
SAXS

SEC-MALS
THF

Staticky rozptyl svetla (Static light scattering)

Dynamicky rozptyl svetla (Dynamic light scattering)

Replica-Echange molekulova dynamika (Replica-Echange molecular
dynamics)

Fluoresen¢ne rezonanény prenos energie (Fluorescence resonance energy
transfer)

Cirkularny dichroismus (Circular dichroism)

Izotermalna titraéna kalorimetria (Isothermal titration calorimetry)

Nizko uhlové rontgenové Ziarenie (Small-angle X-ray scattering)
Vylu€ovaci chromatografie s viac uhlovym SLS detektorom (Size exclusion
chromatography with multi-angle static light scattering)

Tetrahydrofuran
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8.

AG
AH
AS

ZOZNAM SYMBOLOV

Gibbsova energia

Entalpia

Entropia

Teplota

Intenzita rozptyleného svetla
Intenzita dopadajuceho svetla
Polarizovatel'nost’

Vlnova dizka

Uhol rozptylu

Opticka konstanta
Koncentrécia

Rayleighov pomer
Molekulova hmotnost’
Druhy virialny koeficient
Uhlova zavislost’

Index lomu

Difazny koeficient
Hydrodynamicky polomer
Boltzmanova konstanta
Viskozita
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9.

ZOZNAM PRILOH
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Priloha 1: Intenzitnd distribucia velkosti ¢astic lipazy v roztoku 5 M urei
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Priloha 2: Intenzitna distribucia velkosti ¢astic lipazy v roztoku 8 M guanidinium

hydrochloridu
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Priloha 3: Intenzitnd distribucia velkosti ¢astic lipazy v roztoku 10 mM SDS

) AR
%3 f/ \ \
7/ N, .
=] / \__—/ \
o : /. NS N

0.1 1 10

Velkost [nm]

100

1000

10000

Record 421: lipase_S0mM_Cu_voda 3

Record 428: lipase_150mi_Cu_voda 1|

Priloha 4: Porovnanie intenzitnej distribuicie velkosti ¢astic lipdzy v roztokoch 50
a 150 mM siranu mednatého
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Priloha 5: Porovnanie intenzitnej distribucie velkosti c¢astic lipazy v tisickréat
a v nezriedenom roztoku
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Record 424: lys_ OM_urea 3

Record 496: lys_8M_urea 3|

Priloha 6: Porovnanie intenzitnej distribiicie vel'kosti ¢astic lyzozymu

bez a v pritomnosti 8 M mocoviny
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