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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva studiem ochrannych latek pfed denaturacnimi procesy,
oznaCovanymi jako chemické chaperony. V teoretické ¢asti byla popsana obecna
charakteristika proteind, popis vybranych chaperoni a metody diferen¢ni kompenzacni
kalorimetrie.

V experimentalni ¢asti byly zkoumény protektivni G€inky ¢tyf potencidlnich protektivnich
latek — trehaloza, guanidine hydrochloride, 3-hydroxybutyrat a hydroxyectoine — na
modelovém proteinu lysozymu. Protektivni uc¢inky jednotlivych latek byly zkoumany pomoci
diferencialni kompenzacni kalorimetrie (DSC), kterou byla stanovena denaturacni teplota
lysozymu v piitomnosti ochrannych latek.

Ze vsech zkoumanych chemickych chaperont byl nejvyssi protektivni efekt pozorovan
u 3-hydroxybutyratu, ktery teplotu denaturace posunoval k vy$$sim hodnotdm, a guanidine
hydrochloride, ktery naopak denaturacni teplotu snizoval. Zaroveii byl u nékterych latek zjistén
reverzibilni denaturacni proces, ktery byl u GuHCI nejintenzivnéjsi.

KLICOVA SLOVA

Protein, chemické chaperony, diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie (DSC)



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of protective substances against denaturation
processes, called chemical chaperones. The theoretical part describes the general characteristics
of proteins, description of selected chaperones and methods of differential scanning
calorimetry.

In the experimental part, the protective effects of four potential protective agents - trehalose,
guanidine hydrochloride, 3-hydroxybutyrate and hydroxyectoine - were investigated on the
lysozyme model protein. The protective effects of the individual substances were examined by
differential scanning calorimetry (DSC), which determined the denaturation temperature of
lysozyme in the presence of preservatives.

Of all the chemical chaperones examined, the highest protective effect was observed with
3-hydroxybutyrate, which shifted the denaturation temperature to higher levels, and guanidine
hydrochloride, which on the other hand lowered the denaturation temperature. At the same time,
a reversible denaturation process was found in some substances, which was the most intense in
GuHCI.

KEYWORDS

Protein, chemical chaperones, differential scanning calorimetry (DSC)
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1 UVOD

Pocatky poznavani proteinii sahaji az do ddvné minulosti, kdy prvni vyzkumy probihaly v ramci
organické chemie. Proteiny piedstavuji zaklad zivého organismu, bez které¢ho by zivot nemohl
existovat a souvisi s kazdym projevem jeho existence. Kvuli jejich dulezitosti byly a stale jsou
sttedem pozornosti ve védeckém badani.

Proteiny jsou velmi citlivé na Sirokou $kalu fyzikalnich, chemickych a biologickych faktort,
kdy dochézi k naruseni prostorové struktury a nésledné ke ztraté biologické funkce. OvSem
bylo zjisténo, ze chemické chaperony jsou schopny ochranit protein pied poskozenim a ztratou
funkce. Chaperony se syntetizuji pii buné¢ném stresu, jako je zména teploty, zména pH, ucinek
toxickych latek atd., a syntézou chaperonti se tedy proteiny brani denaturaci.

Téma této bakalarské prace bylo zvoleno s ohledem na soucasny stav vyzkumu FCH
v oblasti 3-hydroxybutyrat a jeho vlastnosti — protektivnich u¢inkti na proteiny. V letoSnim roce
byl pofizen novy pfistroj PEAQ-DSC (Malvern, USA) pro stanoveni denaturacni teploty
kapalnych vzorkd, ktery umoznil dal$i posun v této oblasti vyzkumu. Bylo provedeno velké
mnozstvi prvotnich experimentl, kdy se hledaly vhodné podminky pro méfeni (rychlost
ohfevu), vhodné koncentrace jednotlivych vzorkl, at’ uz se jednalo o Cisty protein nebo
s ptidavkem chemickych chaperonti. Dale bylo nutné zjistit, jakym zptisobem cistit méfici cely
pro dobrou reprodukovatelnost méteni.

Experimentalni ¢ast je tudiz zamétena na optimalizaci pfipravy a méficich postupt riznych
vzorkld proteinit s riznymi chaperony, které ovliviiuji teplotu denaturace. Pfi méteni
samoziejm¢ vzniklo mnozstvi nepouzitelnych vysledkl, dokud se nepodatilo najit vhodné
parametry pro modelovy systém lysozymu s chaperony (trehaléoza, 3HB, guanidine
hydrochlorid a hydroxyectoine).



2 CIL PRACE

Prace se zaméfuje na studium denaturace znamého modelového proteinu lysozymu. Hlavnim
cilem prace bylo optimalizovat podminky méfeni na nové pofizeném piistroji s vyuzitim
dostupnych informaci v literatufe. Vysledky této prace jsou tak cennym zakladem pro nasledné
vyuziti této mikrokalorimetrické techniky v dalSich oblastech vyzkumu FCH VUT v Brné.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Proteiny

3.1.1 Charakteristika proteini

Proteiny jsou rozmanité a strukturné velmi slozité biologické makromolekuly. Podileji se téméf
na kazdém biologickém procesu. Buniky savcl obsahuji vice nez 10 000 rtiznych druha, které
jsou syntetizovany na ribozomech jako linearni fetézce aminokyselin ve specifickém poradi.
Zakladni jednotkou vSech proteinti jsou tudiz aminokyseliny, které jsou povazovany za
zakladni stavebni kamen bilkovin a fadi se mezi organické karboxylové kyseliny. Kromé
charakteristické karboxylové skupiny —COOH aminokyseliny obsahuji alespon jednu
aminoskupinu — NHz [1].

Vlastnosti molekul bilkovin jsou urCeny pifitomnym druhem aminokyselinovych zbytka
ataké potfadim, ve kterém jsou sefazeny. Dulezité jsou i1 prostorové vztahy jednoho
aminokyselinového zbytku ke druhému. Jednd se o kombinace 20 moznych koédovanych
aminokyselin [1].

b
H-N;—C—C—-0H

Aminoskupina Karboxylova skupina

Postranni fetézec - uhlik
Obrdzek 1: Obecny vzorec aminokyselin [2]

3.1.2 Struktura proteini

Aby linearni fetézce aminokyselin spravné fungovaly, musi se skladat do svého jedine¢ného
tzv. nativniho stavu, ktery lze chépat jako soubor trojrozmérnych struktur charakterizujici
kazdy protein [3, 4]. Proteinova struktura je definovana do ¢tyf urovni:

e Primarni struktura urCuje linearni potadi aminokyselin v polypeptidovém fetézci
a podminuje biologickou funkci véetné vlastnosti proteind.

e Sekundarni struktura popisuje prostorové uspotfadani linearniho fetézce polypeptidu.
Vznikd prostfednictvim vodikovych mistkli mezi vodikem na dusiku a kyslikem
karbonylu na ctvrtém nésledujicim aminokyselinovém zbytku. Nejcastéjsi typy této
struktury jsou alfa-helix a beta-skladany list.

e Terciarni struktura ma trojrozmérné uspotfadani a predstavuje celkové usporadani
jednoho polypeptidového ftetézce v prostoru, které vznikd pii baleni sekundérni
struktury do domény. Hlavni roli zde hraji disulfidické mustky, protoze dodaji jeste
vEtsi stabilitu struktufe proteinu.

e Kvartérni struktura se vztahuje k prostorovému usporadani jednotlivych podjednotek,
ze kterych je protein slozen [1].

10
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Obrdzek 2: Struktura proteinii [5]

Zminéné strukturni skladani proteini piedstavuje ustfedni problém v biologii. Pokud se
protein nenachazi ve svém nativnim stavu, tudiz neni spravné slozen do trojrozmérné
konformace, nastupuji do funkce opravné latky — chaperony, které zajisti spravné skladani
Vv bunice [6].

3.2 Chaperony
Molekularni chaperony byly pivodné definovany jako skupina nesouvisejicich tfid proteini,
které zprostiedkovavaji spravnou sestavu jinych proteinli, ale nejsou soucasti konec¢nych
funkénich struktur. Neddvno byla jejich definice pozménéna na proteiny, které vazou
a stabilizuji jinak nestabilni konformery na jiném proteinu (kontrolovanou vazbou)
a uvoliiovanim usnadiiuji jeho spravny ,,osud®. Miize se jednat o skladani, oligomerni sestavent,
transport do ur€itého subcelularniho oddéleni nebo zneskodnéni degradaci. Zabranuji tvorbé
Spatné sloZenych proteinovych struktur za normalnich podminek 1 v ptipadé vystaveni stresu
(napriklad vysoka teplota) [6].

Chaperony neobsahuji informace o tom, jak by mé¢lo probihat spravné skladani, ale naopak
zabranuji nespravnym interakcim uvniti a mezi nepfirozenymi polypeptidy. ZvySuji vytézek,
nikoli v8ak rychlost skladani [6].

3.2.1 Zakladni typy
Molekulérni chaperony jsou jakékoliv proteiny, které také pomahaji jinému proteinu ziskat jeho
funk¢né aktivni konformaci, aniz by byly ptitomny v jejich kone¢né struktuie [4].

Existuje nckolik riznych tfid strukturné nesouvislych chaperond, které vytvareji
kooperativni sité a cesty v buiikdch. Zastupci téchto proteint jsou €asto zndmi jako stresové
proteiny neboli proteiny tepelného Soku (HSPs), protoze pii stresovych situacich jsou ve
zvySeném mnozstvi a zvySuji koncentraci agregacnich skladacich meziproduktti. Chaperony
jsou klasifikovany podle jejich molekulové hmotnosti (HSP40, HSP60, HSP70, HSP9O,
HSP100 a mal¢ HSP) [4].
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3.2.2 Hsp60

Hsp60 je nejlépe charakterizovany velky chaperonovy komplex, ktery ma dvojity krouzek
s hydrofobni naplasti pfi jeho otevieni. LiSi se od jinych tfid tim, Ze vaze ,,zhroucené*
proteinové konformace v centralni dutiné jednoho z jeho charakteristickych prstenct, pfi¢emz
exponované hydrofobni postranni fetézce vaze k podsivce dutiny. Hsp60 diky multivalentni
povaze piispiva k obraceni nespravné prelozenych stavi, tudiz zabranuje v cesté nespravného
skladani. Pasobi také v mitochondrialnim matrixu jako molekularni chaperon [7].

3.2.3 Hsp70

Hsp70 je pravdépodobné nejlépe charakterizovany chaperon. Proteiny Hsp70 jsou centralni
komponenty bunécné sit¢ molekularnich chaperonii a skladajicich katalyzatorti. Pomahaji
znaénému mnozstvi zptsobll skladani proteint v bunce, které jsou pirechodné spojeny jejich
doménami vazajiciho substratu s kratkymi hydrofobnimi peptidovymi segmenty [8].

Jsou podporovany proteiny Hsp40 (Dnal), které zvysuji spotiebu ATP a aktivitu Hsp70.
Cyklus vazby a uvoliiovani substratu je fizen spusténim Hsp70 mezi stavem vazanym na ATP
snizkym afinitnim stavem a stavem s vysokou afinitou na ADP. Mnoho Hsp70 kolem
rozlozeného substratu stabilizuje a zabranuje agregaci, dokud se molekula spravné nerozklada.
V ten moment Hsp70 ztraci afinitu k molekule a difunduje [8].

Hsp70 pusobi také jako mitochondridlni a chloroplasticky chaperon v eukaryotach. Pro
specifické ukony je cyklus Hsp70 spojen s piisobenim i jinych chaperont, patii mezi né¢ Hsp90
a Hsp100 [8].

3.2.4 Hsp90
Hsp90 (protein tepelného Soku) je témét vSudyptitomny chaperon zodpovédny za sestaveni
aregulaci mnoha eukaryotnich signalizacnich systémil a objevujici se cil pro chemoterapii
mnoha druhti rakoviny. Muze byt nejméné chapan, ale je nezbytny pro Zivotaschopnosti
u eukaryot [9].

Byly zjistény struktury izolovanych domén Hsp90, uspofaddni a ATP-zavisla dynamika
V plném dimeru Hsp90, tudiz mé& doménu vazajici ATP, stiedni oblast a dimerizacni doménu.
Dtive se pfedpokladalo, Ze se pti vazani ATP ptipevni na substratovy protein, ovSem nedavno
se zjistilo, Ze se proteiny mohou externé vazat na N-terminalni a sttedni domény Hsp90 [9, 10].

3.2.5 Hsp100

Hsp100 proteiny byly studovéany in vivo a in vitro pro jejich schopnost zamé&fit a rozvinout
oznaené a nespravné slozené proteiny. Je patrné, ze rostlinné proteiny Hsp100 interaguji
a ziskavaji soucasti translacniho mechanismu do mRNA, aby se zvysila translace. Kromé
tepelného stresu jsou tyto proteiny také vyvojové regulovany a jsou rozhodujici pro ziskani
termotolerance [11].
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3.3 Konkrétni proteiny

3.3.1 Lysozym

Lysozym, nebo jinymi ndzvy N-acetylmuramidglykanhydrolasa a muramidaza, je enzym, ktery
se fadi do skupiny hydrolaz. Nachazi se v bunkéach, t€lesnych sekretech (sliny, slzy, nosni hlen
a matei'ské mléko, krevni plazma atd.) a téméft ve vSech zivych organismech. Jeden z hlavnich
zdroji pro komer¢ni Gcely je slepi¢i vaje¢ny bilek [12, 13].

Jedna se o maly protein pfiblizné velikosti 14,4 kDa, ktery je slozeny ze 129
aminokyselinovych zbytkl sefazenych v jediném polypeptidovém fetézci. Uvnitt molekuly je
sitovan ctyfmi disulfidickymi mustky, které jsou na obrazku 3 znazornény zlutymi ty¢kami
a zajist'uji fixaci celé molekuly. Ve své struktuie obsahuje 5 a-helikalnich taseki a jeden usek
s usporadanim B-skladaného listu. Jeho postranni fetézce jsou uvniti molekuly nepolarni, tudiz
nedochazi ke kontaktu s vodnym rozpoustédlem [14, 15].

Lysozym je vyuzivan kvuli své antimikrobialni aktivité, protoze pii jeho u¢inku dochazi ke
Stépeni glykosidické vazby v bakteriich, ¢imz se snizi jejich odolnost. Jedna se tudiz
0 termostabilni protein s enzymatickymi vlastnostmi a antibakteridlnim ucinkem. Dokaze také
inaktivovat rizné druhy virt, zvysit aktivitu fagocytdzy a mnoho dalsich funkci [12].

B-subdomain

p. L

helix B
helix C "

helix D
helix A

Y./
\ ¥
S

C

Obrazek 3: Struktura lysozymu [16]

3.3.2 Lipaza

Lipazy neboli triacylglycerolacylhydrolazy jsou vSudypfitomné skupiny enzymi, které
katalyzuji hydrolyzu tukt a oleji [17]. Molekulova hmotnost se obecné nachazi v rozmezi
20-60 kDa. Mezi lipazami rizného ptvodu existuji velké rozdily ve specifité kvili poloze
hydrolyzované esterické vazby a v rychlosti §t€peni, kdy nejcastéji jsou Stépeny krajni polohy.
Napfi¢ tomu vykazuji podobnou trojrozmérnou strukturu [15].
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Mezitdzova aktivace lipaz probihd na rozhrani lipidu a vody. Lipazy obsahuji helikalni
oligopeptidovou jednotku, ktera chrani aktivni misto. To je obklopeno hydrofobni oblasti
a chranéno peptidovym fetézcem z hydrofilnich aminokyselinovych zbytk. Kontakt
s olejovitym rozhranim zpisobi konforma¢ni zménu a aktivni misto poskytne volny pfistup
substratu  (mezifazova aktivace). Aktivni misto je obecné charakterizovano triddou
aminokyselin, ktera je slozena ze serinu, histidinu a kyseliny glutamové nebo asparagové a je
rozhodujicim meziproduktem ve vSech reakcich katalyzovanych lipazou. [17]

Lipazy jsou v syntetické organické chemii nejpouzivanéjsi enzymy, které katalyzuji
hydrolyzu esteri karboxylovych kyselin ve vodném prostfedi nebo reverzni reakci
Vv organickych rozpoustédlech. Diky novym trendiim a konvencnimu pouziti lipaz v organické
1 farmaceutické chemie ptedstavuje praktickou a vyzralou metodu, ktera vede k dalSim
praktickym aplikacim [17].

3.4 Konkrétni chaperony

3.4.1 Trehaloza

Trehaloza ma podobu bilého prasku. ktery je bez zapachu a obsahuje 45 % sachardzy.
Po chemické strance se jedna se o neredukujici disacharid, ktery je slozen ze dvou glukézovych
jednotek spojenych a-1,1-glykosidickou vazbou. Trehaléza je piitomna témét vSude
Vv biologickém svété a ma fadu nejriznéjSich funkci. Ma vybornou bioprotektivni tlohu, za
kterou jsou zodpovédné vlastnosti tuhého stavu a roztoku trehalézy. Existuje fada polymorfa
jak v krystalickém, tak v amorfnim stavu. Diky své struktufe ma mimofadné vlastnosti [18].

CH-20OH H

H O O OH
h H

HOCH:
OH H (ID_;I_I OH H

H OH H OH

HO

Obrazek 4: Chemicka struktura trehalozy [19]

Vyznamna tloha trehalézy zavisi na mechanismu interakci senzymy, proteiny
a biomembranami, které jsou chranény proti stresujicim podminkam. Pfesna povaha
stabiliza¢niho uc¢inku trehaldzy na proteiny je stale doposud nejasna, ale méla by ptsobit proti
interakcim protein-protein, které jsou $kodlivé pro stabilitu bilkoviny. Molekuly trehal6zy se
nemuzou vazat ptimo na povrch proteinu, ktery je pokryt jednou az dvéma molekulovymi
vrstvami vody. Stabilizujici molekuly trehalozy jsou umistény mimo hydratacni vrstvu. Protein
je tedy spojen prostfednictvim vodni vrstvy s pevnéjsi strukturou trehaldozy a vody, coz
zpomaluje dynamiku a zvySuje stabilitu proteinu [20].

Co se tyce teploty denaturace proteinu, kterd je urcena stabilitou proteinu, piidani trehalozy
do roztoku poskytne vyrazné zvyseni této teploty. Toto zvySeni lze vysvétlit zvySenou

14



viskozitou, kterd ovSem vzrista pro vSechny pfirtistky jak trehaldzy, tak proteinu. Je nutné
poznamenat, ze 1 kdyz viskozita a hustota vSech vzorki vzriista s rostoucim obsahem bilkovin,
dochdzi ksilngjsimu zvysSeni viskozity se zvySujicim se obsahem proteinu u vzorkid
obsahujicich vice trehaldozy. Kombinaci analyzy denaturacni teploty se studii viskozity je
ziejmé, ze protein neni nutné stabilizovan zvySenou viskozitou, protoze i kdyz trehal6za
zvySuje jak denaturacni teplotu, tak viskozitu, zvySuje se koncentrace proteinu denaturacni
teploty, i kdyz se zvysuje viskozita [20].

3.4.2 Guanidine hydrochlorid
Guanidine hydrochlorid neboli guanidinium chlorid se zkracené oznacuje jako GuHCI. Jedna
se 0 hydrochloridovou sul guanidinu a zaroven je slabou kyselinu s pKa 13,6. Jeho chemicka
struktura je znazornéna na obrazku 5. Sklada se ze sité guanidiniovych kationtt a chloridovych
aniontu spojenych vodikovymi vazbami mezi vodikem na dusiku a chloridovym aniontem [21].
Guanidine hydrochlorid je jeden z nejcastéji pouzivanych denaturantti proteind, protoze ma
velmi silny u¢inek jak denaturacni, tak destabilizacni. Vyvolava vyrazny teplotni posun
denaturacnich kiivek smérem k niz§im teplotim a indukuje konformaéni zmény, které jsou
spojené s malou ztratou aktivity (maximaln¢ 40 %). Jeho denaturacni sila souvisi s dynamikou
rozpoustédel a bilkovin, coz odrazi ptimou interakci mezi GuHCI a proteinem, jelikoz molekuly
GuHCI pfimo interaguji s hydrofobnimi skupinami proteinu. Je prokazano, Ze dynamika
rozpoustédel fidi dynamiku proteinu a dynamika roztokd GuHCI je zodpovédna za vyznamnou
denaturacni silu, proto se jednd o silngj$i denaturacni latku oproti jinym latkdm (napf.
mocovina) [22].

NH
2 Cle

H,N~ NH,

Obrdzek 5: Chemicka struktura GuHCI [23]

343 3HB
Poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) je slou¢enina pro ukladani uhliku a soucasné produkované
energie. Degraduje se na sviij monomer 3-hydroxybutyrat (3HB) pomoci bakterii metabolickou
cestou zvanou PHB cyklus. Jedna se o chemicky chaperon, ktery je schopny chranit proteiny
a enzymy pred nepiiznivymi podminkami vysoké teploty a oxidace. 3HB miiZze byt pouZito
v rtiznych aplikacich a formulacich jako G¢inna enzymaticka stabilizace a ptisada, ktery chrani
enzymy [24].

PHB maji vyznamnou roli, pokud jsou bakterialni buniky vystaveny stresovym podminkam
(napft. vysoka teplota, oxidacni stres apod.). Metabolismus PHB vykazuje cyklicky charakter —
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Vv buiikdch probihd soucasné odbourdvani i syntéza polymeru. Je tudiz zfejmé, Ze cyklicky
charakter je dulezity faktor, ktery navysuje stresovou odolnost [24].

V porovnani zékladnich fyzikalné-chemickych parametrti, 3HB vykazuje nejvyssi ochranny
ucinek proti denaturaci oproti jinym chaperonim ve stejné koncentraci. Tato vynikajici
ochranna uc¢innost se vysvétluje diky karboxylové skupin€, ktera je navazana na
3-hydroxybutyrat, tudiZ Ize ochranny G¢inek pficist jeho chemické struktuie. Pfidanim 3HB se
bude postupné posunovat denaturacni teplotu proteinu do vyssich hodnot s rostouci koncentraci
3HB [24].

OH O

HsC ONa

Obrazek 6: Chemicka struktura sodium 3-hydroxybutyrdtu [25]

3.4.4 Hydroxyectoine

Hydroxyectoine neboli  systematickym nazvem (4S,5S)-5-hydroxy-2-methyl-1,4,5,6-
tetrahydropyrimidin-4-karboxylova kyselina je kompatibilni solut, ktery je syntetizovan
bakteriemi k fyziologickému vyrovnani s 0Smotickym stresem a slouzi jako chemicky chaperon
zachovavajici funk¢énost makromolekul. Je produkovan z ectoinu pies stereo-specifickou
hydroxylaci, enzymatickou reakci, ktera je katalyzovana ectoinhydroxylazou [26].

Hydroxylovany derivat ectoinu, hydroxyectoine, byl cilem ekonomického zajmu vzhledem
ke svym specifickym biologickym schopnostem, kterymi se odliSuje od dalSich kompatibilnich
solutd. Jeho vyuziti je vtadé odvétvi, ovSem v této studii je nejvyznamngjsi zlepSeni
termorezistence proteind a vetsi stabilizacni schopnost oproti ectoinu. 1 kdyz je hydroxyectoine
témét chemicky identicky s ectoinem, poskytuje dal$i ochranné vlastnosti spojené s jeho
hydroxylovanou povahou. Zatimco hlavni funkci ectoinu je slouzit jako osmoprotektant,
hydroxyectoine hraje také dilezitou roli v ochrané pied tepelnym stresem [27].

Bylo dokazano, ze hydroxyectoine pti reakci akumuluje teplotni posun k vys$§im teplotam.
Tato schopnost je zptisobena hydroxylovou skupinou, jelikoz ptidava dals$i molekulu do
chiralniho centra. Hydroxyetoine je tudiz velmi G¢innym stabilizatorem, ktery je diky svym
vlastnostem pouzivan v biotechnologickych procesech, ve kterych jsou enzymy aplikovany pii
vysokych teplotach nebo v pfitomnosti denaturanta [27, 28].
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Obrazek 7: Chemicka struktura hydroxyectoinu [29]

3.5 Kalorimetrie
Kalorimetrie je védni obor zabyvajici se méfenim tepla pii riznych déjich. Experimenty jsou
provadény za piesné¢ danych podminek, pti konstantnim objemu a rtizné teploté. Kalorimetrie
zahrnuje Sirokou Skalu nejriznéjSich technik: titracni, pritokovou, sorpéni ¢i reakéni
kalorimetrii. Jednotlivé metody mohou byt rozdéleny na zakladé principu méfeni (kompenzace
tepla), konstrukce (podle po¢tu méficich cel) nebo zpisobu provozu — operace (pritokové,
skenovaci, statické) [30].

Vsechny chemické, biologické i fyzikéalni procesy vedou k uvolnéni nebo spotiebé tepla
v pribéhu danych interakei ve studovaném systému pii uréitém pochodu a témito tepelnymi
¢innostmi se zabyva pravé mikrokalorimetrie. Zkoumany mohou byt vzorky vSech skupenstvi,
tudiz pevné latky, plyny i kapaliny [31]. Vysledkem méfeni jsou hodnoty termofyzikalnich
vlastnosti (napf. tepelna kapacita, teplota fazového piechodu, teplo s tim spojené atd.) [32].

3.5.1 Historie

Za zakladatele kalorimetrie se povazuji Antoine Lavoisier a Pierre-Simon Laplace, ktefi v roce
1782 poprvé zméfili uvolnéné teplo béhem chemické reakce u biologickych systéma pomoci
tzv. ledového kalorimetru [33].

3.5.2 Diferen¢ni kompenzac¢ni kalorimetrie (DSC)
DSC studuje pfechody nebo procesy, které jsou indukovany zménami teploty. Protoze vétSina
biologickych molekul prochazi fazovymi ptechody, mohou byt studovany pomoci DSC [34].
instrumentace kalorimetrii pouziva pouze malé mnozstvi materialu a méfeni na pfistroji je
jednoduché ¢i dokonce automatizované, coz je povazovano za velkou vyhodu. Mezi dalsi
vyhody DSC kalorimetrQ patii Siroky pracovni rozsah teplot, velka ptesnost, spolehlivost
a pouze vyjimeéné vyzaduje predchozi upravu vzorku [34].

DSC je uinnym ndastrojem pro stanoveni termodynamickych dat a pro zkoumani
strukturnich vlastnosti, které ovlivituji stabilitu makromolekularnich systémi. Tepelné
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skenovani roztokt makromolekul vede k pfechodiim z nativniho stavu do ¢aste¢né rozlozeného
stavu, aZ nakonec do zcela denaturovaného stavu. V piipadé proteini muze byt DSC pouZito
pro stanoveni rovnovazné termodynamické stability a mechanismu skladani. Aby bylo mozné
tyto vlastnosti studovat, musi pfistroj splilovat a zachovavat urcité dulezité vlastnosti.
Kalorimetrické meéfeni vyzaduje vysokou citlivost vii¢i malym energetickym zménam
spojenym s procesy rozkladani. Obecné schéma zakladnich slozek citlivého DSC je znazornén
na obrazku 8 [34, 35].

05 Potitat

Ochranny plast’

[Ovladani ohfivace |

Obrazek 8: Obecné schéma DSC kalorimetru. Cely (C) jsou umistény uvniti- ochranného plasté, ktery
je v kontaktu s ohiivaci stitu (OS). Jednotlivé ohiivace bunék Fidi teplotu vzorku a referencnich cel.
Teplotni senzory (T) jsou umistény na povrchu cel a urcuji, zda je mezi celami teplotni rozdil. Pocitac
Fidi kompenzacni teplo na celdach, aby se udrzovalo na nule. Vyrovnavaci energie za jednotku casu se

zaznamenavd jako kalorimetricky signal [35].

3.5.3 Meéreni DSC kalorimetrem

Pod pojmem ,,diferen¢ni kompenzac¢ni kalorimetr* se rozumi kalorimetry, které jsou vybaveny
dvéma méticimi celami. Jedna z nich je referenéni (srovnavaci) a druha slouzi ke studiu vzorku,
tudiZ je nazvana jako vzorkova. V méfeném cCase je dulezita teplota a tepelny piikon, pficemz
teplo slouzi k definovanému oh#ivani nebo ochlazeni vzorku [32].

DSC pfistroje skenuji teplotni rozdil mezi referencni celou, ktera je naplnéna rozpoustédlem,
a vzorkovou celou, ktera obsahuje vzorek ve stejném rozpoustédle. Vzhledem K tomu, Ze je
teplota obou cel zvysena, tepelné indukované procesy, ke kterym dochazi ve vzorkové cele,
maji za nasledek absorpci tepla. To zpuisobuje zménu teplotniho rozdilu oproti cele referenéni,
kterou se snazi ptistroj okamzité kompenzovat. Ohtfivace na povrchu dodavaji dalsi elektrickou
energii k navratu teplotniho rozdilu k po¢ate¢ni hodnoté. Piidavné teplo je timérné kapacité
nadmérného tepla tepelné€ indukovaného procesu. U jednoduchych proteintl je ¢asto pozorovan
jeden vrchol (pik) absorpce tepla, ktery je po tupravé integrovan, aby poskytl piimé
kalorimetrické méfeni entalpie (AHcal) @ teploty tani (Tm) [34].

V této praci bylo vyuzito mikrokalorimetru PEAQ-DSC (Malvern, USA), upotadani cel je
znazornéno na obrazku 9. Vzorkova a referen¢ni cela ma tvar stocené kapilary, zbyvajici casti
odpovidaji dfive zminénému spofadani na obrazku 8. Tento pfistroj je uréen pro charakterizaci
kapalnych vzorki s viskozitou blizké vodé&, viskoznéjsi vzorky 1ze do cel obtizné davkovat bez
vzniku bublin atd.
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Obrazek 9: Tepelné jadro MicroCal PEAQ-DSC pristroje, kde 1 — vstupni/vystupni plnici trubici, 2 —
Peltierovo zarizeni, 3 — vzorkova cela, 4 — referencni cela, 5 — tepelné rozbocovace, 6 — zakladni stit, 7
— kabely senzoru AT-1 a AT-2, 8 — adiabaticky plast [36]
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Pouziti denaturantii neboli chemickych chaperoni zplisobuje modifikace strukturniho
usporadani a ¢asteCnou denaturaci proteind. OvSem mechanismy denaturac¢nich sil latek stale
nejsou stale dobfe znamy, vysvétluji totiz jen ¢asti mechanismt, ale stale chybi komplexni
obraz.

S. Obruca, P. Sedlacek a spol. vydali vroce 2016 studii [24], ve které zkoumali
3-hydroxybutyrat jako chemicky chaperon schopny chranit modelové enzymy (lipaza
a lysozym) pted neptiznivymi ucinky vysoké teploty a oxidace. Pomoci metod dynamické
rozptylu svétla a diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie dokazali, ze 3HB je schopen chranit oba
enzymy proti tepelné denaturaci, jehoz ucinek roste sjeho koncentraci. Oproti jinym
chaperoniim, jako trehalosa nebo hydroxyectoin, 3HB vykazoval nejvyssi ochranny ucinek
proti denaturaci lipazy i lysozymu.

Autofi Alain Hédoux, Stefanie Krenzllin, Laurent Paccou a dalsi se ve své studii [22]
zabyvali t€¢inkem mocoviny a GuHCl na stabilité lysozymu. Tato studie potvrzuje, Ze mo€ovina
interaguje S hydrofilnimi zbytky, zatimco molekuly GuHCl maji ptfimou interakci
S hydrofobnimi skupinami proteinu. Mocovina indukuje pfeménu terciarni struktury, aniz by
doslo k rozvinuti sekundarni struktury. GuHCI] ma siln€j$i denaturacni silu, coZ vede k silné
vazbé k lysozymu.

Autofi A. He'doux, J-F. Willart, R. lonov se v praci [37] zabyvali termostabilizaci ve
struktufe lysozymu, kterd byla vyvoldna tfemi cukry (maltéza, sachar6za a trehaldza) se
stejnym chemickym vzorcem Ci2H22011. Experimenty byly provadény pomoci Ramanova
rozptylu a diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie, kdy byly prokazany bioprotektivni vlastnosti
cukr. Ramanova rozptylova analyza ptinesla pfesny popis vlivu cukrl na stabilitu vodikové
vazebné sit¢ vody a nativniho tercidrniho stavu. Analyza tii cukrd se stejnym chemickym
vzorcem a stejnym poctem hydroxidovych skupin umoznila ptifadit vlastnosti trehalozy ve
stabilizaci proteinli, kterd byla vyhodnocena jako nejucinngjs$i. Molekularni konformace
trehalozy je pravdépodobné zodpovédna za modifikaci vodikové vazebné sité¢ vody, ktera
zlepsuje stabilitu proteinu.

Doan Van-Thuoc a spol. v ¢lanku [38] studovali schopnost kompatibilnich latek
stabilizovat proteiny proti riznym stresovym podminkam. Testovali ochranny G¢inek ectoint
pred vlivem pH a teplotnimu stresu, kdy jako model byla pouzita xylanaza Bacillus halodurans.
Utinek ectoinu a hydroxyectionu na tepelnou stabilitu xylanazy byl zkouman pii pH 9 a 10 za
pouziti DSC kalorimetrie. Ectoiny zlepSily stabilitu enzymu pfi nizkych (4,5 a 5) a vysokych
(11 a 12) hodnotach pH, ovsem stabiliza¢ni u¢inek hydroxyectoinu byl lepsi nez u¢inek ectoinu.
V jeho ptitomnosti se zbytkova aktivita zvysila z 45 % na 86 % pii pH 5 a pfi pH 12 dokonce
z 33 na 89 %, zatimco v pfitomnosti eCtoinu nebyla detekovana Zadna zbytkova aktivita.

Ch. Olsson, H. Jansson a J. Swenson Vv praci [20] studovali stabiliza¢ni ucinek trehalozy
na proteiny. Autofi pouzili metodu diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie (DSC) k urceni teploty
skelného prechodu Tg, denaturacni teploty proteinu Tgen @ dynamické viskozity, kterd zavisi na
koncentraci trehaldzy a proteinu. Z této studie je zfejmé, ze nepiimé strukturni informace
0 pochopeni stabiliza¢ni roli trehaldzy lze ziskat kombinaci méteni DSC a viskozity. Vysledky
méfeni vylucuji, ze by protein mohl byt stabilizovan piimou interakci s molekulami trehalézy,
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ale spiSe ukazuji, ze povrch proteinu je pfevazné pokryt vrstvou vody. Navzdory tomu, Ze
molekuly trehalézy obecné neinteraguji pfimo s molekulami proteint, je ziejmé, Ze matrice
trehal6za — voda ma vyrazny stabilizacni Uc¢inek, ktery se podstatné zvySuje s mnozstvim
trehalozy v okoli kazdého proteinu. Tudiz je jasné, ze nedostatek molekul trehalézy mezi
sousednimi molekulami bilkovin, ¢imz vznika tendence vysoké pravdépodobnosti blizkych
interakci protein — protein, je Skodlivym t¢inkem pro stabilitu proteinu.

V. Albanése, S. Reissmann a J. Frydman ve své studii [39] poukazali na chaperony, které
se nachazi v eukaryotickych buinikach. Oznacuji se jako chaperony transkripéné spojené se
syntézou proteinu (CLIPS) a fyzicky spojené s ribozomy, které se podili na biosyntéze proteinu.
Zjistili, ze sit CLIPS obsahujici dva proteiny ukotvené na ribozomech, funguji spole¢né s jejich
partnerskymi proteiny Hsp70 k zprostfedkovani biogeneze samotnych ribozomu. Vysledky
ukazaly, ze krom¢ znamych cytoplazmatickych roli pti skladani proteinu, hraji nékteré
chaperony CLIPS rozhodujici roli v jadernych krocich biogeneze ribozomii.

Autofi V. V. Marchenkov, T. N. Melnik a dalsi v praci [40] zkoumali vliv denaturovanych
substratovych proteinti (lysozym, pepsin a sérovy albumin) na strukturni stabilitu GroELu proti
teploté. GroEL patii do skupiny molekularnich chaperoni a vtomto ptipadé se nachazi
u Escherichia coli, kdy je strukturné a funkéné téméi identicky s proteinem Hsp60. Pomoci
diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie zjistili, Ze interakce s denaturovanymi proteiny zvysSuje
stabilitu GroEL, ¢im vétsi je molekulova hmotnost denaturovanych substratovych proteind, tim
vy$$i je stabilita GroELu. Ziskané vysledky jsou dilleZité pro pochopeni mechanismu interakci
proteinu s chaperonem a principu strukturni organizace GroEL.

M.Ch. Naicker, Y. Kim, K. Lee a H. Im se v ¢lanku [41] zabyvali mrazicim prostfedim
patfici mezi hlavni podminky, kterym celi mnoho organisml. Zde se zabyvali bakterii
Saccharomyces cerevisiae. Vystaveni nizkym teplotam snizuje rychlost skladani proteint
aindukuje tzv. studenou denaturaci, proto je vyzadovana pomoc chaperont. Byly
identifikovany chaperony pii nizkych teplotach, mezi kterymi se nachazely peptidyl-prolyl cis-
trans izomerazy (PPlazy) a byly exprimovany v Escherichia coli. Ziskané vysledky naznacuji,
ze identifikované PPlazy zvysuji studené pieziti bun€k tim, Ze zabranuji studené indukované
denaturaci proteinli a podporuji jejich skladani.

JelikoZ skladani bilkovin bylo ve 21. stoleti povazovano za jeden z nejvyznamnéjSich
biologickych problémi, ktery je ustfednim dogmatem molekularni biologie, védci F. Huang,
L. Shen, J. Wang a spol. publikovali praci [42] o tfech druzich umélych chaperond, které maji
schopnost ochranit bioaktivitu proteini. Kazdy chaperon mél rizny povrchovy naboj zalozeny
na smésnych polymernich micelach a byl zkouman jejich ochranny ucinek na lysozym pfii
tepelném namahani. Vysledem bylo, Ze micely s riznymi povrchovymi naboji vykazuji odlisné
chovani chaperonti a s neutralnim nabojem je lep$i nez negativné ¢i pozitivné nabity chaperon.
Je to kvili nadmérnym elektrostatickym interakcim a proteinem. Pochopeni interakce mezi
umélymi chaperony a proteiny je rozhodujici pro efektivni vyuziti téchto materialii
v biomediciné a aplikaci v budoucnu.

Autofi Fei-He Ma, Yingli An a dalsi se v ¢lanku [43] zabyvali procesem skladani proteint,
jelikoZ je vzhledem k velkému mnoZzstvi konformaci, které mize proteinovy fetézec piijmout,
chybny. Autofi se inspirovali pfirodnimi chaperony, které jsou schopné stabilizovat proteiny
aucinn€ jim pomahat pii skladani do bioaktivni formy. Syntetizovali fadu polymernich
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nanochaperonti, které mohou usnadnit tzv. znovuskladani denaturovanych proteint s vysokou
ucinnosti regenerace. Studovali také mechanismus, kterym nanochaperony napomahaji

skladani a zavedly principy ndvrhu nanochaperonii pro dosazeni G¢inn¢ obnovy urcitého
proteinu z jejich denaturovanych forem.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Ultracista voda ze syst¢ému ELGA PURELARB flex

Lysosyme (from chicken egg white) SLBL7146V, Sigma-Aldrich (Germany)

Guanidine hydrochlorid BCBN5507V, Sigma-Aldrich (Germany)

Hydroxyectoine BCBX0515, Sigma-Aldrich (Germany)

Trehalose dihydrate from Saccharomyces cerevisiae SLBW6091, Sigma-Aldrich (Germany)
3HB BCBW3809, Sigma-Aldrich (Germany)

Hydrogenfosforeénan sodny dihydrat, PENTA s.r.0. (CR)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, PENTA s.r.o. (CR)

Hydroxid sodny, PENTA s.r.0. (CR)

5.2 Pouzité pristroje a pomiicky
MicroCal PEAQ-DSC (Malvern, USA)
Analytické vahy

pH metr

michacka

5.3 Priprava zasobnich roztoki a vzorku

5.3.1 Fosfatovy pufr

Pro piipravu 50mM fosfatového pufru (PBS) o pH 7,4 bylo navazeno na analytickych vahach
1,761 g NaH:PO4-2H,O a 13,86 g Na:HPO4- 12H,O. Navazené mnozstvi latek bylo
kvantitativné pfevedeno do sklenéné¢ odmérné banky o objemu 1 litr a bylo doplnéno Cistou
vodou po rysku. Smés byla rozpusténa a zjistovalo se pH pripraveného roztoku. Jelikoz
hodnota pH byla niz$i nez pozadovana, byl ptipraven 0,1 M roztok NaOH a po kapkach
ptidavan do roztoku, dokud nebyla dosazena pozadovana hodnota pH 7,4.

5.3.2 Priprava vzorku lysozymu

Vzorek byl pfipraven v koncentracich 0,5 g/, 1 g/l a 2 g/l. Na kaZdou jednotlivou koncentraci
bylo pouZzito ur¢ité mnoZzstvi lysozymu, ktery byl navazen na analytickych vahach a nasledné
kvantitativné pfeveden do odmérné banky o objemu 5 ml a doplnén fosfatovym pufrem po
rysku. Po pfipraveni v§ech koncentraci byly roztoky umistény na michacku, kde byly michany
po dobu 24 hodin, aby doslo k dokonalému rozpusténi lysozymu v pufru.

5.3.3 Priprava roztokii chemickych chaperoni

Vzorky roztokt jednotlivych chemickych chaperoni byly pfipraveny stejnym zptisobem jako
Vv ptipadé lysozymu pouze s jinou koncentraci. Vzorky vSech chaperont (trehaldza, guanidine
hydrochloride, 3HB a hydroxyectoine) byly piipraveny s koncentraci 2 mol-dm= ve fosfitovém
pufru.

5.4 Studium vlivu chaperonii na teplotu denaturace pomoci DSC kalorimetru
Mg¢feni denaturacni teploty probihalo na pfistroji MicroCal PEAQ-DSC (viz obrazek 10). Tento
pfistroj je vykonnym analytickym néstrojem, které charakterizuje tepelnou stabilitu proteini
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a dalsich biomolekul. Je schopen méfit entalpii (AH) a teplotu (Tm) tepelné indukovanych
strukturnich pifechod molekul v roztoku, ktera je nasim hlavnim cilem méieni.

Po ptipravé vzorku s vhodnym pufrem, rozpoustédlem a pH, byl pfistroj pro méfeni vhodné
nastaven v rozsahu teplot 25-90 °C, s rychlosti ohfevu 90 °C/hod a chlazeni 60 °C/hod. M¢éti
se minimalné 3 cykly ohfev—chlazeni s pufrem v obou celach, poté se ve vzorkové cele zaméni
vzorek za pufr a za stejnych podminek je zméten vzorek. V ptipadé méteni denaturace Cistého
proteinu byl v referenc¢ni cele fosfatovy pufr a ve vzorkové roztoky lysozymu. Pfi méfeni smési
lysozym — chaperon byl v referen¢ni cele roztok chaperonu ve fosfatovém pufru o koncentraci
1 mol-dm= a v méfici cele v objemovém poméru 1:1 roztok lysozymu a chaperonu tak, aby
vysledna koncentrace lysozymu byla 1 g/l a chaperonu 1 mol-dm,

Surova data z méfeni jsou ve formatu tepelny zavislosti tepelného toku na teploté, po zadani
koncentrace vzorku také tepelné kapacity na teploté. Pfi vyhodnocovani se pomoci
vyhodnocovaciho programu tzv. odecte signal pufru od méteného vzorku a vyhodnoceni piku
spo¢iva predevSim v ureni maximalni teploty Tm, kterd odpovida denaturacni teploté
meétfeného vzorku, a plochy piku, coz je hodnota entalpie energie spojena s méfenym
prechodem. Pro ucely této prace, kterd se zabyva optimalizaci méfeni, byla vyhodnocena jen
teplota denaturace. Veskeré provedené experimenty s chaperony byly zméfeny pouze jednou.

Po méfeni je piistroj nutné fadnd vycistit. Cisténi se v piipadé proteinti provadi s 5 %
roztokem NaOH pfii 60 °C piiblizn€ 30 minut (v obou celdch) a ptipadné nasledné roztokem
komeréné dodavaného tenzidu Contrad 70 o koncentraci 10 %.

Obrdzek 10: DSC kalorimetr MicroCal PEAQ-DSC, kde 1 — aspirdtor, 2 — lahev na odpad, 3 — filtr
aspiratoru, 4 — pipeta 250 ul, 5 — jednotka cely PEAQ-DSC, 6 — vakuovy aspirator, 7 — vicko
uzavirajici cely, 8 — ndstroj pro rucni cisténi, 9 - kohoutek [36]
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci metody diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie je mozné stanovit mnoZzstvi tepla, které
métend latka pfijme nebo odevzda pii ur€itém déji. Vzniklé kiivky v DSC se vyznacuji piky,
které jsou v zavislosti na charakteru dané¢ho déje orientovany nad osu (endotermicky dé&j) nebo
pod osu x (exotermicky d¢j). V piipadé denaturace lysozymu dochazi k dodavani energie ve
form¢ tepla, které tato molekula absorbuje a poté lze urcit teplotu denaturace. Ve vSech
studovanych systémech popsanych v této praci se jednd o endotermni d&je. V prubéhu
experimentu dochazi postupné K rozpleteni globularni struktury lysozymu az do jeho tplné
denaturace, pii které odeitime maximum piku a teplotu v maximu pak oznacujeme jako
teplotu denaturace. VétSinou se tato teplota oznacuje jako Tm.

6.1 Vybér vhodné koncentrace lysozymu pro méieni
Pro méfeni bylo nejprve nutné zjistit, jaka koncentrace roztokd vzorku lysozymu bude pro
nasledujici méfeni nejvhodnéjsi. Byly pfipraveny roztoky o ttech riznych koncentracich, kdy
nejvhodné&jsim roztokem byl zvolen vzorek o koncentraci 1 g/l, jak je viditelné na obrazku 11,
kde je vyobrazen graf obsahujici vysledky vSech koncentraci.

Zvoleni vhodné koncentrace je zalozeno na vice parametrech. Hlavnim aspektem je kvalita
signalu (nejnizsi Sum), Sitka piku a také jeho opticka symetrie.

Na obrazku 11 se nachazi prvotni ilustrativni vysledky, které byly zméfeny pouze pro
potiebu zjisténi idedlni koncentrace. Na dalSich grafech jsou zobrazena jina data pro Cisty
lysozym, ovSem tato data jsou pfi porovnavani smeési lysozymu s konkrétnimi chaperony vzdy
stejna.
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Obrdzek 11: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci lysozymu o koncentracich 0,5;
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6.2 Utinek trehalézy

Prvni béznou latkou, ktera byla zvolena jako chaperon je trehaloza. Vysledek jejiho Gc¢inku je
znazornén na obrazku 12, kde je viditelny posun denatura¢ni teploty z hodnoty 72,3 °C na
teplotu 74,1 °C. Koncentrace lysozymu je 1 g/l a koncentrace trehalozy 2 mol-dm™. U této latky
nebyly zpozorovany zadné reverzibilni denaturacni procesy.
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—55

045,
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I/K
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teplota [°C]

—lysozym  ----- lysozym + trehal6za

Obrazek 12: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci lysozymu a smési lysozymu

S trehaldzou

6.3 Uctinek 3HB
Druhym chemickym chaperonem je 3HB, ktery byl vybran diky svym silnym protektivnim
u¢inklim a podrobné prozkoumanosti. Namétené vysledky v grafu (viz obrazek 13) potvrzuji
jeho vynikajici ochrannou €innost vzhledem k dal$im pouZzitym chaperonim. Koncentrace
roztoku byla stejna jako v ptipadé trehalozy a plati i pro néasledujici experimenty.

Namétena denatura¢ni teplota Cistého lysozymu byla 72,3 °C a teplota smési lysozymu
a 3HB vystoupala az na hodnotu 77,0 °C. Dal$im poznatkem je zvySeni intenzity piku tepelné
kapacity pro smés lysozymu s 3HB oproti piku samostatného lysozymu.

Pti chlazeni vzorku byl zaznamenam i reverzibilni denatura¢ni proces, ktery je znazornén na
obrazku 13 zelenou ktivkou. Smétuje pod osu x, jedna se tedy o exotermicky proces a ma

cw v

nad osu x. Tento jev byl pozorovan i u nasledujicich chaperont.
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Obrazek 13: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci lysozymu a smeési lysozymu s 3HB

6.4 Utinek guanidine hydrochloridu

Tfetim chemickym chaperonem je guanidine hydrochlorid, ktery ma opacny ucinek na
denaturacni teplotu oproti ostatnim pouzitym chaperoniim, jelikoz tuto teplotu posunuje
smérem k niz§im hodnotam. Na obrazku 14 je sestrojen graf, ze kterého je patrny posun
denaturaéni teploty z hodnoty 72,3 °C, kdy byl zméfen pouze samostatny lysozym, na hodnotu
65,5 °C, ktera odpovida smési lysozymu a GUHCI. Zde je intenzita piku tepelné kapacity pro
smés lysozymu s GUHCI nizsi oproti piku ¢istého lysozymu, tudiz se jedna o opacny proces nez
Vv pfedchozim piipadé u 3HB.

Pii procesu chlazeni byl také pozorovan reverzibilni denaturacni proces, jehoz pik ma
podstatné niz$i intenzitu oproti piku ohfevu (endotermni kiivka), ovSiem u GuHCI je zminény
exotermni pik (chlazeni) o nejvyssi intenzité ve srovnani s ostatnimi chaperony, u kterych
probiha zminény jev. Podle ziskanych vysledkt je GUHCI spole¢né s 3HB povazovan za
nejucinnéjsi protektivni latky.
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Obrdzek 14: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci lysozymu a smési lysozymu s GUHCI

6.5 Utinek hydroxyectionu

Ctvrtym pouzitym chaperonem je hydroxyectoine, ktery se také fadi mezi u¢inné stabilizatory.

Podle naméfenych vysledkt, lze silu hydroxyectionu srovnat s trehal6zou, jelikoZz posun

denaturaéni teploty vzrostl z pivodni hodnoty 72,3 °C na 75,2 °C, coz je hodnota smési

lysozymu s hydroxyextoinem. Zde byl taktéZz zpozorovan nepatrny reverzibilni proces
Na druhou stranu, protektivni uc€inek souvisi schemickou strukturou a zvySuje se

s ptitomnosti karboxylové skupiny, kterou hydroxyectoine obsahuje [24, 26].
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Obrazek 15: Zavislost tepelné kapacity na teploté pri denaturaci lysozymu a smési lysozymu
s hydroxyectoinem

6.6 Srovnani jednotlivych chaperont

Z experimentalné ziskanych hodnot byla denaturacni teplota zpocatku rovna 72,3 °C (bez
pritomnosti ochrannych latek) a s touto teplotou byly déale srovndvany protektivni ucinky
zkoumanych chaperontl.

Podle vysledkt, které jsou zobrazeny na obrazku 16, se jako nejsiln€jsi protektivni latka
projevil 3HB. Z ptivodni hodnoty ¢istého lysozymu (72,3 °C) posunul teplotu denaturace
lysozymu Kk nejvyssi hodnoté (77,0 °C). Ovsem GuHCI, ktery zpusobil jesté vyssi teplotni
rozdil, naopak zménil denaturacni teplotu k hodnotam nizsim (65,5 °C). Hydroxyectoine je
v poradi dalsi, ktery se fadi i¢innosti za 3HB, posunul hodnotu denatura¢ni teploty na hodnotu
Denaturacni teplota s pfidavkem trehalozy vystoupala na 74,1 °C.

Ziskané vysledky souhlasi s literaturou, ze které bylo ¢erpano. Vychozim ¢lankem pro tuto
praci byl ¢lanek [24], kterému namétené vysledky odpovidaji.
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7 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméiena na studium chemickych chaperonti, jakozto ochrannym
latkam pied denaturacnimi procesy, a jejich u¢inku na modelovy protein lysozym.

Teoreticka ¢ast je vénovana vSeobecné charakteristice proteint, dale latkam, které vykazuji
protektivni uCinky a oznacuji se jako chemické chaperony. V této Casti je obecné popsana
metoda mikrokalorimetrie, pomoci které byly experimenty provadény.

V experimentalni ¢ast byly popsany jednotlivé ptipravy vzorkii, zahrnujici pufr, roztoky
lysozymu a roztoky chemickych chaperonti. Jako rozpoustédlo byl pouzit fosfatovy pufr, ktery
zajistil optimalni podminky pro stanovovanou latku (lysozym).

Prakticka ¢ast byla zaméfena na optimalizaci podminek méfeni na DSC kalorimetru. V prvni
fadé se jednalo 0 zjisténi vhodné koncentrace vzorki, aby byl viditelny krasny denatura¢ni pik,
ktery vznika pfi rozpleteni struktury proteinu. Diky poruSeni stabilni struktury je denaturace
endotermickym déjem.

Pii stanovovani vhodné koncentrace byly pouzity tfi rizné koncentrace (0,5 g/l, 1 g/l, 2 g/l).
Po zméfeni bylo patrné, Ze dostacujici koncentraci je 1 g/l. Dalsi ¢ast byla zamétena na posun
denaturacni teploty s ptfidavky riznych chaperonli, konkrétné trehaléza, 3HB, guanidine
hydrochlorid a hydroxyectoine. Vliv kazdé latky na lysozym byl zaznamenan u kazdého
chaperonu. Nejsilngjsi ucinek prokazal 3HB, ktery denatura¢ni teplotu posunul o 4,7 °C k vyssi
hodnoté. Srovnatelné silny uc¢inek ma guanidine hydrochlorid, ktery teplotu zménil dokonce
06,8 °C, nikoli vSak k vyssi teploté, ale kteplot¢ nizs$i. Dalsi dvé latky, trehaldza
a hydroxyectione, maji také srovnatelny protektivni ucinek. Posunuly hodnotu denaturaéni
teploty smérem k vyS$im teplotam, ovSem s menSim teplotnim rozdilem. Protektivni Uc¢inky
pouzitych chaperonti odpovidaji literatuie, Ze které se vychazelo.

Pti nekterych experimentech byl dokonce pozorovan i reverzibilni denaturacni proces, coz
je v souladu s poznatky z literatury. Tento jev je v grafech znazornén kiivkami smétujicimi pod
osu X a tato kiivka odpovidéa chlazeni. Naopak kiivka sméfujici nad osu x odpovida ohievu.
Reverzibilni proces denaturace 1ze pozorovat u vzorka s 3HB, GUHCI a hydroxyectoinem, kdy
nejveétsi intenzita piku byla pozorovana u GuHCI. Ve smési lysozymu a trehaldzy nebyl jev
reverzibility zji$tén, proto neni uveden v grafu.

V plivodnim pldnovaném meéteni mélo probehnout také studium lipazy, ovSem vzhledem
k ¢asové naro¢nosti méteni a mnoha nevydatfenych méfeni, bylo v prubéhu prace rozhodnuto,
soustiedit se pouze na jeden modelovy protein (lysozym) a ziskat tak vysledky pouze pro jeden
protein s piidavkem vice riznych chemickych chaperont. Vysledky bakalatrské prace poskytly
uzite¢né informace pro navazujici experimenty, kdy by bylo moZné rozsifit spektrum
studovanych proteint a také srovnat denatura¢ni chovani vzorku i pfi riznych koncentracich
chaperonii. Dalsi variabilita experimenti je mozna také v nastaveni riznych rychlosti ohfevu,
coz ptistroj PEAQ-DSC bez problémil umoziuje.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Hsp
DnaJ
CLIPS
GuHCI
PHB
3HB
PBS
DSC
AH

Tm

Tg

protein tepelného Soku, u angl. heat shock protein
chaperon Hsp40

chaperony spojené se syntézou proteinu
Guanidine hydroxychlorid
Poly(3-hydroxybutyrat)

3-hydroxybutyrat

fosfatovy pufr, z angl. phosphate buffer saline
diferen¢ni kompenzac¢ni kalorimetrie, z angl. differential scanning calorimetry
entalpie

denaturacni teplota

teplota skeln¢ho prechodu
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