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Uvod

Struktarne vlastnosti molten globularneho (MG) stavu
roznych proteinov si velmi dobre prestudované'. V tomto
stave, ktory je podobny nativnemu stavu, st a-zavitnice aj
B-listy viac alebo menej fixované vo svojich priblizne
nativnych poziciach. Molekula proteinu v tomto stave
nema ziadnu (alebo obsahuje len nepatrné stopy) terciarnu
struktaru®. V zasade sa rozlisuju dva typy MG stavu: rov-
novazny a kineticky. Vlastnosti MG stavu boli Studované
najmé u rovnovazneho MG stavu ana ziklade zna¢ného
mnozstva experimentalnych aj teoretickych vysledkov je
MG stav povaZovany za samostatny termodynamicky
stav®. Kineticky MG stav je pravdepodobne pritomny pri
procese zbal'ovania, resp. rozbal'ovania proteinov. Ukazuje
sa v8ak, Ze Strukturne vlastnosti kinetického MG stavu su
iné pri zbalovani a iné pri rozbalovani proteinu®. Na za-
klade toho sa v poslednej dobe rozliSuje tzv. suchy MG
stav (dry MG), ktory sa pozoruje pri procese zbalovania
proteinov a tzv. mokry (wet MG), ktory sa objavuje pri
rozbal'ovani proteinov’.

V tejto praci je na Stidium MG stavu cytochromu ¢
(cyt ¢) pouzitd predovSetkym technika viskozimetrie. Vyu-
zili sme pritom novy, citlivy viskozimeter VISCODENS,
ktory bol vyvinuty na pracovisku UEF SAV v Kogiciach®.
Tento viskozimeter umozinuje ziskavanie vel'mi presnych
viskozimetrickych dat, ktoré dokazu citlivo reagovat’ na
konformaéné zmeny proteinov. Zaroven sme sa v tejto
praci pokusili o porovnanie viskozimetrickych merani
s vysledkami ziskanymi metédou kruhového dichroizmu
pri studiu konformaénych zmien cyt c.
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Material a metody
Viskozimetria

Viskozimetrické merania boli uskutocnené pomocou
plavakového viskozimetra VISCODENS®. Je to rotadny
viskozimeter, v ktorom je v meranej vzorke ponoreny skle-
neny plavak udrziavany vo  vertikdlnej polohe
v elektromagnetickom poli. Vo vnutri plavaku su dva ko-
vové valCeky, jeden v hornej a druhy v spodnej cCasti pla-
véku. V jednom z nich je v hornej ¢asti upevneny perma-
nentny magnet, ktory je v interakcii s magnetickym pol'om
cievky a udrzuje plavak v rovnovahe v zvislom smere. To
umoziuje priamo merat’ hustotu vzorky.

Kovovy valcek v spodnej Casti plavaku je umiestneny
v magnetickom poli dvoch permanentnych magnetov, kto-
ré sa otacaji uhlovou rychlostou ,,. Ich magnetické pole
indukuje virivé prudy v kovovom valceku a to spdsobuje
roztocenie plavaku s uhlovou rychlost'ou . Zistené hod-
noty m,, a @y slizia na vypocet viskozity. Merania viskozi-
ty uskutocnuje pristroj pri konstantnej Smykovej rychlosti.

Roztok cyt ¢ bol pred kazdym meranim cerstvo pri-
praveny, priom pouzita koncentracia bola 242 umol I"'.
Pri kazdom merani bola zmerana aj zakladna krivka bez
pritomnosti proteinu, ktori predstavoval 10 mmol 1" fos-
fatovy tlmivy roztok, ktory bol pouzity ako referencné
rozptstadlo v analyze. Rychlost ohrevu bola 20 °C h™'.
Smykova rychlost’ bola y =60 s, objem vzoriek 1,6 ml.
Merania boli uskutoc¢nené v rozsahu 20—80 °C pri pH 2,0.

Kruhovy dichroizmus

Merania kruhového dichroizmu cyt ¢ boli vykonané
na spektropolarimetri Jasco J-810. Experimenty boli usku-
toénené v 10 mmol I fosfatovom pufri s koncentraciou
proteinu 6,1 umol 1" pri pH 2,0 v 0,1cm kyvete. Kazdé
spektrum vzniklo akumulaciou 10 postupnych skenov.
Konformacné prechody v cytc indukované teplotou boli
monitorované pri 222 nm. Rychlost’ ohrevu bola konstant-
na 1 °C min"'. Teplota vzorky bola kontrolovana Peltiero-
vym ¢lankom PTC-348 WI.

Vysledky
Viskozimetrické merania

Viskozimetrické merania cytc boli uskutonené
v pritomnosti rozliénych koncentracii NaCl pri pH?2
(obr. 1). Molekula proteinu je v nepritomnosti soli rozbale-
na, hodnota redukovanej viskozity pri 20 °C je rovna
152 ml g™, s rastom teploty mierne narastd apri 80 °C
viskozita dosahuje hodnotu 20 ml g

Po zvyseni i6novej sily pridanim 0,1 mol I"' NaCl
k rozbalenému cyt ¢ pri 20 °C dochédza k poklesu reduko-
vanej viskozity na 4,8 ml g, o znamena obnovenie kom-
paktnosti Struktiry cyt c. V tychto podmienkach sa protein
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Obr. 1. Zavislost’ redukovanej viskozity cyt ¢ v pritomnosti
NaCl. Pouzité koncentracie NaCl: (O) 0; (@) 0,1; (o) 0,2; (m)
0,3; (A) 0,4 a (A)0,5mol I'!

nachadza v MG stave. So zvySovanim koncentracie NaCl
sa tato hodnota redukovanej viskozity vyraznejSie nemeni
a pohybuje sa vrozmedzi 44,8 mlg'. So stipajucou
teplotou je mozné pozorovat’ v pritomnosti soli teplotné
prechody s nizkou kooperativitou. Zaroven je zrejmé, ze so
zvySovanim koncentracie NaCl rastie teplota prechodu 77,.

Zaujimavy jav je mozné pozorovat’ pri teplote 80 °C
pre vsetky pouzité koncentracie soli. Ako ukazuje obr. 1,
globalna Struktara proteinu je pre kazd dant koncentraciu
NaCl pri tejto teplote ind, ¢o dokumentuje hodnota reduko-
vanej viskozity. Zatial' ¢o v pripade nulovej koncentracie
soli je hodnota redukovanej viskozity 20mlg’,
v pritomnosti 0,1 molarnej soli sa zniZuje na 16,5 ml g
aso zvySovanim koncentracie dalej klesd. V pripade
0,5mol 1" NaCl tato veli¢ina dosahuje hodnotu 9 ml g™".
Na zaklade tychto udajov je mozné uvazovat’ o netiplnom
rozbaleni $truktary cyt ¢ vplyvom teploty pri vysokej iono-
vej sile rozpustadla.

Merania metdédou cirkularneho dichroizmu

Na obr.2 je prezentovany teplotny prechod cytc
v kyslej oblasti (pH 2) sledovany pri 222 nm v pritomnosti
rozli¢nej koncentracie soli. Hodnota elipticity v roztoku
cyt ¢ bez pritomnosti NaCl potvrdzuje rozbaleny stav tohto
proteinu v rozmedzi 20-80 °C v danych experimentalych
podmienkach™. Po zvyseni idnovej sily roztoku na
0,2 mol I"" NaCl klesa hodnota molarnej elipticity cyt ¢ pri
20 °C, ¢o znamena Ciasto¢né obnovenie sekundarnej Struk-
tary proteinu v pritomnosti soli. V pritomnosti 0,5 mol I"*
NaCl pozorujeme negativnejSiu hodnotu elipticity pri 20 °©
C, Co predstavuje vyraznejSie zastupenie sekundarnej
Struktary acytc sa nachadza v MG stave”'?. S rastom
teploty pozorujeme konformaéné prechody s rozlicnou
kooperativitou. Pri 80 °C dosiahne hodnota elipticity
v roztoku s 0,5 mol I NaCl hodnotu elipticity v roztoku
bez soli.
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Obr. 2. Teplotny prechod cyt ¢ v pH 2 pri 222 nm. Koncentra-
cie pritomného NaCl: (O) 0, (@) 0,2 a (0) 0,5 mol 1!

CD spektra cyt ¢ v d’alekej UV oblasti st zndzornené
na obr. 3a,b. Cyt ¢ v roztoku s nizkou iénovou silou ma pri
20 °C aj pri 80 °C spektrum charakteristické pre rozbaleny
stav proteinu. So zvySovanim idnovej sily je mozné pri
20 °C pozorovat’ spektra MG stavu (obr. 3a)''. Naproti
tomu pri 80 °C st vsetky spektra takmer identické, doku-
mentujice rozbaleny stav molekuly proteinu (obr. 3b).

Diskusia

Pri $tdiu MG stavu cyt ¢ sme pouZili dve metddy: 7)
kruhovy dichroizmus, ktorym je mozné z merani v d’alekej
UV oblasti zistit mnoZstvo helikdlnych Struktar a teda
mieru sekundarnej Struktry a ii) viskozimetriu, prostred-
nictvom ktorej na zdklade meranej viskozity usudzujeme
o priestorovom rozlozeni proteinu (obr. 1-3). Tato techni-
ka bola v ostatnych rokoch v relativnom pozadi zaujmu.
Avsak celkom nedavno sa najmé pouzitim nového, vysoko
citlivého viskozimetra, ktory bol vyvinuty na pracovisku
UEF SAV v Kosiciach, podarilo odhalit’ pritomnost’ rezi-
dudlnych Struktar v teplotne denaturovanej glukoza-
oxidaze'?, ako aj charakterizovat’ konformatné zmeny
NADH oxidazy".

Mnoho bazickych proteinov, medzi nimi aj cytc, je
v prostredi s pH 2 bez pritomnosti soli vyrazne rozbale-
nych, avSak pridanie anidonov soli alebo kyseliny vedie
k stabilizacii kompaktného MG stavu tychto proteinov.
Mechanizmus sol'ami indukovaného konformaéného pre-
chodu navrhol Goto a spol.’. Aniény mézu interagovat
s kladnymi nabojmi rozbaleného ako aj MG stavu protei-
nu. Solami indukovany vznik MG stavu je mozné vysvet-
lit v zmysle preferenéného viazania sa aniénov do kom-
paktného zbaleného MG stavu v porovnani s vidzbou do
expandovaného rozbaleného stavu. V prostredi s pH 2 su
vSetky ionizovatelné skupiny protonizované ateda siet
nabojov MG stavu je v podstate ta ista ako v pripade roz-
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Obr. 3. CD spektra cyt ¢ v d’alekej UV oblasti pri 20 °C (a), resp. 80 °C (b); — 0 mol I"' NaCl, ——— 0,2 mol I"' NaCl, - - - - 0,5 mol I"*

NaCl

baleného stavu pri tom istom pH. Nakol'ko viazanie anid-
nov ma charakter elektrostatickych interakcii, kompaktny
MG stav s vy$Sou nabojovou hustotou viaze aniony ovela
pevnejsie ako rozbaleny stav. Vysledkom je zvySovanie
stability MG stavu s rasticou koncentraciou soli. So zvy-
Sovanim teploty dochédza k rozbalovaniu proteinu z MG
stavu do stavu rozbaleného pozorovaného pri vysokych
teplotach (>70 °C).

Uvedené skutocnosti potvrdzujii aj naSe merania
(obr. 2). Molekula cyt ¢ v prostredi s nizkou i6novou silou
je pri 20 °C rozbalena, zvySovanim koncentracie soli pozo-
rujeme obnovenie sekundarnej Struktary, v roztoku
0,2 mol "' NaCl neuplné (obr. 3a) a v pripade 0,5 mol I
soli takmer uplné v porovnani snativnym stavom'l.
S rasticou teplotou sa CD signdl cytc pri 222 nm
v pritomnosti vysokej ionovej sily straca, CD spektrum
v d’alekej UV oblasti sa prekryva so spektrom ziskanym
pri nizkej i6novej sile a potvrdzuje sa tak rozbaleny stav
molekuly proteinu (obr. 3b).

Zaujimavé vysledky nam poskytlo sledovanie cyt ¢ vo
vyssie spomenutych podmienkach pomocou viskozimetrie.
Pridanim soli k Gplne rozbalenému proteinu pozorujeme
znizenie redukovanej viskozity, hydrodynamicky objem
molekuly sa zniZuje, ¢o naznacuje, Ze protein sa nachadza
v MG stave (obr. 1). Vplyvom teploty protein zvécSuje
svoje rozmery, kladie zvySeny odpor obtekaniu rozpustad-

Tabul’ka I

lom a rozbal'uje sa. ZvySujuca sa koncentracia soli spdso-
buje zvySenie teploty prechodu. Prekvapivym faktom je
zistenie, Ze sa protein s rastom teploty nerozbaluje tplne.
Zvysujuca sa koncentracia soli spésobuje dokonca pokles
redukovanej viskozity cytc pri vysokej teplote (obr. 1).
Celkova velkost’ molekuly proteinu je tak pri 80 °C oproti
nizkej iénovej sile takmer odve ftretiny menSia.
Z termodynamického hladiska je pripustna existencia MG
stavu aj pri vysokych teplotach'. Z nasich merani je viak
zrejmé, ze cyt ¢ pri vysokych teplotach nie je v MG stave
(obr. 3b). Viskozimetrické merania tak s najvacSou prav-
depodobnostou odhal'uju novy stav cytc pri vysokej i6-
novej sile a vysokych teplotach. Pre tento novy konfor-
macny stav je priznacna absencia sekundarnej Struktiry,
no globalna Struktira je vyrazne kompaktnejSia
v porovnani s Uplne rozbalenym proteinom. Pritomnost’
soli pri vysokych teplotaich spdsobuje, Zze bocné retazce
aminokyselin ostavaju v ur€itych interakciach, ktoré zabra-
nuju rozbaleniu molekuly proteinu. V tab. 1 st uvedené
termodynamické parametre popisujuce dany teplotny pre-
chod cyt ¢. Vyrazné rozdiely medzi pozorovanymi zmena-
mi entalpii a teplot prechodu zistenych pomocou viskozi-
metrie a CD spektroskopie by sa dali vysvetlit' z troch
hladisk: i) rozbalovanie proteinu s teplotou je v tychto
podmienkach nekooperativnym procesom, preto st teploty
prechodu rozdielne, ii) rozdielnymi podmienkami merania,

Termodynamické parametre rozbal'ovania cyt ¢ ziskané z viskozimetrie a CD spektroskopie

Koncentracia NaCl Viskozimetria CD spektroskopia

[mol 1] AH,, [kJ mol™] T [°C] AH,, [kJ mol™] T [°C]
0 — _ _

0.2 133.7+£9.7 49.6+0.3 116.4+£2.6 524+0.4
0.5 220.2 +24.5 54.1+0.4 93.5+2.5 59.8+0.8
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najmé réznou rychlostou ohrevu a pouZitymi koncentra-
ciami a iii) intermolekulovou interakciou, ktorej pritom-
nost by sme predpokladali z merani viskozity. Takato
interakcia by vo vysokych teplotach stabilizovala Struktaru
proteinu. V tomto pripade by objavenie sa takejto intermo-
lekulovej interakcie podporovalo myslienku pritomnosti
nového konformacného stavu cyt c.

Zaver

Pomocou viskozimetrie sme sledovali konformaéné
zmeny cytc. Na zéklade viskozimetrickych merani sme
navrhli existenciu pravdepodobne nového konforma¢ného
stavu cyt ¢ v prostredi vysokej idnovej sily a vysokej tep-
loty. Této praca zaroven preukdzala moznl aplikaciu no-
vého vysoko citlivého viskozimetra, umozinujiceho usku-
tocnit’ experimenty sminimalnym mnoZstvom vzorky
a vrelativne kratkom case. Takyto pristup by mohol
v budlicnosti viest k d’al§im  zaujimavym vysledkom
voblasti §tadia konformacnych stavov  proteinov
v roznych fyzikalno-chemickych podmienkach.
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Combination of viscometry and CD spectrometry
made it possible to suggest the existence of a new confor-
mational state of cytochrome c at high temperatures and
ionic strengths. The molten globule state of cytochrome ¢
was found at acidic pH in the presence of high concentra-
tions of a salt at 20 °C. A low-cooperative conformational
change of the cytochrome c to the unfolded state was ob-
served with increasing temperature. Viscometry is a suita-
ble tool for studies of similar processes in biomacromole-
cules.



