Badanie stabilnosci termodynamicznej bialka metoda DSC

Budowa aparatu

Mikrokalorymetry DSC obecnie stosowane do pomiard6w pojemnosci cieplnej
roztworéw biologicznych makromolekut to precyzyjne urzadzenia pracujace w modzie
réznicowym to znaczy wyposazone w dwie termicznie izolowane, identyczne komory:
komorg referencyjna i komorg na probke. Komory moga to mie¢ ksztatt cylindryczny lub tez
kapilarny realizowany poprzez wydrazenia w wykonanym ze ztota (24 K) lub tantalu bloku,
zwanym plaszczem grzewczym, charakteryzujacym si¢ bardzo dobrym przewodnictwem
cieplnym. Zastosowanie komory kapilarnej zapewnia mniejszy gradient temperatury
wewnatrz komory, pozwalana osiaga¢ wyzsze ci$nienia i umozliwia latwiejsze wypelinianie
komor z uniknigciem wprowadzenia babelkow powietrza, jednak wymaga wigkszej objgtosci
probki w stosunku do komory cylindrycznej. Plaszcz grzewczy jest jednocze$nie zastosowany
jako sita napgdowa grzania i chtodzenia komor, przy czym zmiana temperatury odbywa sig ze
stata predkoscia (skanowanie, dT/dt = const.) i jest kontrolowana przez komputer. Ciepto jest
doprowadzana/odprowadzane do ptaszcza przez precyzyjne grzejaco/chtodzace elementy
Peltier. Temperatura plaszcza jest mierzona przez termometr platynowy. Mikrokalorymetr
pracuje w trybie kompensacyjnym polegajacym na pomiarze ilosci energii potrzebnej do
utrzymania tej samej temperatury w obydwu komorach (inaczej mowiac statej, bliskiej zero
roéznicy temperatur, AT = const.). Dopoki pochtanianie/ wydzielanie ciepla jest identyczne w
obydwu komorach ich temperatura pozostaje taka sama. W momencie kiedy probka zaczyna
podlega¢ przejsciu termotropowemu (np. endotemiczny proces taki jak rozwijanie bialtka,
przejscie fazowe lipidéw, dysocjacja podwojnej nici DNA itp.), ciepto wczesniej zuzywane
na podniesienie temperatury teraz zostaje wykorzystane w zachodzacym procesie
biochemicznym w wyniku czego wzrost temperatury (rozpatrujemy skan grzania) w komorze
probkowej  opdznia si¢ w porodwnaniu do komory referencyjnej. Roznica temperatur
pomigdzy komorami jest mierzona przez potprzewodnikowa termobateri¢ umozliwiajaca
detekcje nawet bardzo matych roznic temperatur. Indukowana procesem biochemicznym
roznica temperatur pomigdzy komorami powoduje zmiang napigcia pOtprzewodnikowe]
termobaterii, ktore po wzmocnieniu uruchamia dodatkowa grzatke elektryczna obstugujaca
komorg na probke (komora referencyjna jest wyposazona w analogiczna grzatkg) i w ten
sposob utrzymywana jest rownowaga temperatur pomiedzy komorami. Mierzonym sygnatem
jest roznica dostarczonej do komér mocy.
Zastosowanie podwyzszonego ci$nienia pozwalana na pomiar roztworéw wodnych od -10 do

130°C bez wydzielania babelkow gazu czy zamrazania/zagotowania wody w probcee.



Nadmiarowe ci$nienie 3 atm. jest wywierane przez aparat tlokowy i jest kontrolowane przez
czujnik piezoelektryczny. Podczas pomiaru jest utrzymywane stale ci$nienie co pozwala na

bezposrednie utozsamianie ciepta reakcji ze zmiang entalpii (dQ = AH).
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Rys.1 Budowa kalorymetru Nanoll SCS 6100
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Podsumowujac, aparat DSC mierzy rdznicg mocy potrzebna do utrzymania tej samej
temperatury dla roztworu makromolekut znajdujacego si¢ w komorze probkowej i1 dla
rozpuszczalnika umieszczonego w komorze referencyjnej podczas ciaglej, zachodzacej ze
stalag predkoscia zmiany temperatury uktadu w trybie grzania lub chlodzenia. Surowe dane

DSC to zatem zalezno$¢ mocy (dQ/dt, [uW]) od temperatury



Celem pomiaru DSC jest wyznaczenie temperaturowej zaleznoSci czastkowej
pojemnosci cieplnej makromolekuly,C,';’I , (ang. partial heat capacity). Z pomiaru roznicy
mocy bezpo$rednio dostepna jest C:f’“w‘j” i odpowiada ona réznicy pojemnosci cieplnej
pomiedzy roztworem (makromolekuta + rozpuszczalnik) a rozpuszczalnikiem. Z definicji
pojemno$¢ cieplng przy statym cisnieniu okresla wzor Cp, = dQ/dT (bo Cp, = (dH/dT)p) i jest
otrzymywana przez podzielenie szybkosci grzania (dQ/dt, [J-s™ = W]) przez szybkosé zmiany
temperatury (dT/dt, [K-s™']).

¢ roztwor /rozp _ dQ dt
p T4t dT
dt dT

Dla wyjasnienia. DSC mierzy de facto czastkowa pojemnos¢ cieplng probki.

C ™™ roztworu zawierajacego makroczasteczke jest mierzona w stosunku do C ™ buforu

niezawierajacego makroczasteczki, zatem instrument mierzy tylko czg$¢ z calosci (wartosé

czastkowa) tzn. rznicg pojemnoscei (czyli C """ ) pomigdzy komora na probke a komora

referencyjna.

Wyliczenie molowej czastkowej pojemnosci cieplnej makromolekuty,C "

o » Wymaga

doktadnej wiedzy co do masy makromolekuty (my) 1 masy rozpuszczalnika wymienionego

przez makromolekulg (m,, ' ), a takze czastkowej objetosci specyficznej makromolekuty

rozp
(vy ), ktora jest wielkoscia addytywna 1 mozna ja wyznaczy¢ znajac czastkowe objgtosci
specyficzne sktadnikow makromolekuly i czastkowej objgtosci specyficznej rozpuszczalnika

(Vo )» @ takze masy molowej makromolekuty (M, ).[Privalov, 1995, Plotnikov, 1997].

rozp roztwor / rozp
CMmM= s % +Cp M
p - M K
rozp

My

rozp

gdzie CEOZp pojemno$¢ cieplna rozpuszczalnika w temperaturze T. Parametr

moze

‘/rozp

zosta¢ uznany za niezalezny od temperatury i wynosi dla roztworéw wodnych 4,2 J/(Ke cm™).

Krzywa DSC, zwana termogramem, przedstawia czastkowa pojemnos$¢ Cp, w funkcji
temperatury. Przed wlasciwym pomiarem, podczas ktéorego komora probkowa jest
wypetniona roztworem makromolekuty a komora referencyjna buforem dializacyjnym nalezy
wykona¢ pomiar tzw. instrumentalnej linii podstawowej z obiema komorami wypetnionymi

buforem dializacyjnym. Instrumentalna linia podstawowa nie jest liniowa 1 odbiega od zera



poniewaz w praktyce wykonanie dwoch absolutnie identycznych komor jest niemozliwe.
Przebieg linii referencyjnej zalezy od parametrow pomiaru, mi¢dzy innymi od szybkosci
skanowania dlatego jej pomiar musi by¢ wykonany w identycznych warunkach jak pomiar
wiasciwy.

Réownowagowym kryterium odwracalno$ci jest odtwarzalno$¢ wielkosci i potozenia
endotermiczego piku w powtdrnym skanie grzania (Edge 1 wsp., 1985), zatem konieczne jest
wykonanie jeszcze jednego pomiaru, podczas ktorego komora probkowa wypetniona jest

identycznym roztworem biatka.
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Rys. 2 Wykres przedstawia surowe dane DSC dla biatka i buforu czy zalezno$¢ rdéznicy mocy
dostarczonej do komor od T. Wykres wewngtrzny przedstawia zalezno$¢ molowej czastkowej pojemnosci
cieplnej od T.

Krzywa DSC uzyskana w pomiarze rozwijania biatka zawiera trzy obszary. Obszar
niskotemperaturowy (przed przejsciem) odpowiadajacy pojemnosci cieplnej natywnej formy
biatka, obszar przej$cia fazowego tzw. pik, gdzie pojemnos¢ cieplna gwattownie rosnie
(dostarczane cieplo jest zuzywane najpierw na zrywanie wigzan niekowalencyjnych, a potem
na wzrost temperatury, przejScia fazowe I-rodzaju) oraz obszar za przejSciem

(wysokotemperaturowy) opowiadajacy pojemnosci cieplnej stanu rozwinigtego biatka.
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Rys. 3 Wykres gérny przedstawia zalezno§¢ molowe;j (czastkowej) pojemnosci cieplnej od T. Wykres

dolny zaleznos$ci nadmiarowej molowej pojemnosci cieplnej od T.

Analiza krzywej DSC uzyskanej dla procesu odwracalnego dostarcza pelnego opisu
termodynamicznego badanego procesu poprzez mozliwos$¢ bezposredniego wyznaczania
parametrow termodynamicznych takich jak T, AHga, (Wtdrne wyliczenie ASyy) oraz AC, bez
zaktadanie ad hoc modelu rozwijania/topnienia. Temperatura przejscia, Tm, zwykle odnosi sig
do warto$ci temperatury w maksimum krzywej DSC, czyli w maksimum molowej pojemnosci
cieplnej. Dla poprawnego wyliczenia entalpii kalorymetrycznej krytyczne jest
przeprowadzenie tzw. chemicznej linii podstawowe] zamykajacej powierzchni¢ poddawana
catkowaniu. Poniewaz pojemno$¢ cieplna stanu natywnego jest slaba liniowa funkcja
temperatury (wiedza empiryczna) rejon przed przejsciem przybliza sig linig prosta, natomiast
pojemnos¢ cieplna stanu rozwinigtego poczatkowo jest niezalezna od temperatury, a nastgpnie
maleje ze wzrostem temperatury i jest przyblizana poprzez funkcj¢ kwadratowa (parabolg).
Ze zlozenia tych dwoch funkcji w rejonie przejscia powstaje sigmoida, ktora ogranicza
catkowana powierzchnig. Czgsto, gdy absolutna warto$¢ molowej pojemnosci cieplnej nie jest

wymagana, dane DSC sa prezentowane si¢ w postaci tzw. nadmiarowej pojemnosci cieplne;j
exc . .. . exc .
(C p . ang. excess heat capacity) w funkcji temperatury, gdzie C p Jest molowa

(czastkowa) pojemnos$cia cieplna biatka mierzona od odpowiedniego poziomu referencji.

Referencjg czgsto stanowi pojemno$¢ cieplna natywnej formy biatka lub tez chemiczna linia



podstawowa (Sanchez-Ruiz 1995). Entalpia kalorymetryczna, AHya, jest to pole powierzchni

pod krzywa DSC wyznaczane poprzez catkowanie:
T
. exc
AH,, = [Cye.-dT
T

Entropi¢ kalorymetryczna, AS, mozna wyznaczy¢ jedynie dla procesu odwracalnego poprzez
proste podzielnie:

AH kal
T

AS =

m

Dla procesu rozwijania biatka charakterystyczny jest wzrost pojemnosci cieplnej, AC,,
oznacza to, ze pojemno$¢ cieplna stanu rozwini¢tego bialka jest wyzsza niz stanu natywnego.
Powodem tego zjawiska towarzyszaca rozwijaniu zmiana w dostgpnej dla rozpuszczalnika
polarnych (4ASAyo, ang. change polar accessible surface area) i niepolarnych (AASAapo ang.
change apolar accessible surface area) powierzchni biatka. Najprostsza metoda wyznaczania
AC,, jest metoda graficzna polegajaca na liniowej ekstrapolacji pojemnosci cieplnej uzyskanej
dla stanu natywnego i pojemnosci uzyskanej dla stanu rozwinigtego do temperatury przej$cia
Tm, patrz Rys 2. Zastosowanie tej metody wymaga bardzo dobrej jakosci danych
eksperymentalnych niestety czgsto niedostgpnych.

Innym sposobem wyznaczania AC, jest wykonanie serii pomiarow dla rdéznych
wartos$ci pH (oczywiscie zakres pH obejmujacy rejon stabilno$ci biatka) lub czasem stgzenia
biatka (ten sposob nalezy jednak stosowaé z ostroznos$cia ze wzgledu na mozliwo$¢ zmiany
stopnia oligomeryzacji biatka, w praktyce stosuje si¢ tylko do biatek monomerycznych) przy
zachowaniu identycznos$ci pozostatych warunkach pomiaru. Zalezno$¢ AHyq od T jest funkcja
liniowa (4C, = (dAH/dT),), ktorej wspotczynnik nachylenia wyznacza warto$¢ ACp.
Jednakze ten sposdb wyznaczania réznicy pojemnosci cieplnej jest mniej doktadny niz
bezposrednia metoda graficzna. Konsekwencja zmian pojemnosci cieplnej w procesie
rozwijania jest temperaturowa zalezno$¢ entalpii 1 entropii kalorymetrycznej opisana

réwnaniem Kirchoff’a;

]
AH(T)=AH(T, )+ [AC, -dT
Tm

.
AC
AS(T)= AHT(;”‘)+ J =P,
T

m



Zatem wyznaczenie zmiany entalpii/entropii w dowolnej temperaturze jest mozliwe jesli
znana jest zmiana entalpii/entropii w temperaturze referencyjnej (tutaj w temperaturze
przejécia) i zmiana pojemnosci cieplnej procesu.

Zmiana entalpii swobodnej w procesie rozwijania jest zdefiniowana jako roznica pomigdzy
entalpia swobodna stanu rozwinigtego, U, i natywnego, N:

AGy =Gy -GN

Przy zalozeniu, ze warto$¢ ACp jest stata w badanym zakresie temperatur powyzsze rdéwnania
upraszczaja sig:

AH(T)= AH(T,)+AC (T -T,)

M+ACF’ ln_l_l

m m

natomiast znane réwnanie Gibbs’a-Helmholtz’a, (AGy (T)=AH(T)-TAS(T)), przyjmuje

AS(T)=

postac:

AGY (T)=AH(Ty )| 1- TL +ACp|T =T -T:In T

m Tm

Krzywa zalezno$ci AGy od T dla procesu rozwijania bialka nosi nazwe krzywej
stabilnosci.

AGy czyli zmiana entalpii swobodnej procesu rozwijania biatka to funkcja stanu zdefiniowna
jako roéznica pomigdzy entalpia swobodna stanu koncowego tzn. rozwinigtego (U) 1
poczatkowego-zwinigtego (N), AG, =G, —G,, . Z tej definicji wynika, Ze biatko znajduje si¢
w stanie natywnym w zakresie temperatur odpowiadajacych dodatniej wartosci entalpii
swobodnej (A4Gy>0).

Proces rozwijania matych (do 20 kDa) biatek globularnych przebiega zwykle wedtug
modelu dwu-stanowego (zwanego tez jednoprzejsciowym lub kooperatywnym) zapisywanego
schematem:

N<«~>U
wedtug ktérego znaczaco reprezentowane sa tylko dwa stany biatka: stan N odnoszacy si¢ do
formy natywnej biatka i1 stan U oznaczajacy formg rozwinigta. Stata rownowagi K wyrazana

jest wzorem:

K=M=f—uexp - AHy
IN]  fp RU/T-1/Ty/2) |



gdzie f, i f, frakcjami molowymi stanéw: rozwinigtego i natywnego, AH, entalpia rozwijania,

a T,,, oznacza temperaturg, w ktorej K =1.

U K
fu(T)= [ ] — (T)
[NJ+[U] 1+K(T)

Dla wielu biatek, ktorych rozwijanie zachodzi wedtug najprostszego dwu-stanowego modelu,

krzywa stabilno$ci ma charakterystyczny przebieg, (parz Rys. 4, wewngtrzny)
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Rys. 4 Zaleznos¢ AH, TAS i AG od temperatury. T,, temperatura cieplnej denaturacji, T,,* temperatura zimnej
denaturacji Ty temperatura dla ktorej AH = 0, TS temperatura, dla ktorej TAS = 0.

Krzywa stabilnosci dla monomorycznych biatek rozwijajacych si¢ wedtug modelu
dwustanowego posiada dwa punkty przecigcia z osia x zwane punktami przejscia, dla ktérych
AGy =0. W przypadku biatek monomerycznych punkty przejscia odpowiadaja temperaturom
gdzie stgzenia formy natywnej i rozwinigtej sa takie same (AGy =-RTInK, K=1).
Niskotemperaturowy punkt przejscia bedacy wynikiem extrapolacji przewiduje niestabilnos¢

biatka w procesie zwanym zimna denaturacja. Zjawisko jest wynikiem destabilizujacego



efektu hydratacyjnego. Temperatura w ktérej AGy osiaga maksymalna warto$¢ (AS=0) zwana
jest temperatura maksymalnej stabilnosci biatka (Ts). Dla T=Ty mozna wyliczy¢ wartos$¢

zmiany entropii dla procesu rozwijania na podstawie wzoru:
AS(Tm) =AH (T )/ T

Wyznaczenie entalpii kalorymetrycznej umozliwia takze pozyskanie pewnych
informacje dotyczacych modelu rozwijania biatka. Kooperatywno$¢ procesu rozwijania

mozna sprawdzi¢ porownujac kalorymetryczna entalpi¢ (AH, , ) denaturacji z entalpia van’t

Hoff’a (AH ,, ) (Privalov and Potekhin, 1985):

(aln K(T)j _AHyHT)
p

- rownanie van’t Hoffa

oT RT 2

~ 4RTn3C ;Xc,max ] ,
w = ——————, wzor van’t Hoffa
AH

cal

gdzie C;*™ jest warto$cia nadmiarowej pojemnosci cieplnej w maksimum piku. Jesli

AHp/AHg, = 1 (1,05 £ 0,03) model jest dwustanowy, co oznacza, ze pojedyncza czasteczka
biatka stanowi kooperatywna jednostkg. Je§li AH,y/AHy, >1 np. oznacza denaturacj¢
kooperatywna biatka zlozonego z podjednostek, ale tez proces denaturacji stowarzyszony z
oligomeryzacja. Jesli AH,y/AHka <1 oznacza model inny niz dwustanowy, w ktorym istnieja
stany posrednie.

W przypadku gdy w procesie rozwijania obecne sa stany posrednie mozliwe jest
wyznaczenie ich liczby oraz charakterystyka termodynamiczna kazdego z nich poprzez
dekonwolucj¢ zlozonego termicznego profilu wedlug algorytmu Freire’a and Biltonem’a.,
1978. Ponadto ztozone krzywe DSC moga by¢ interpretowane jako bardziej lub mniej
niezalezne rozwijanie domen biatkowych (Priovalov, 1982) 1 dostarcza¢ informacji o
oddziatywaniu pomigdzy nimi (Brands 1 wsp., 1989, Ramsey and Freire, 1990).

H(T)=fu(T)4H

Profil DSC dla matych (do ok. 15 kDa) biatek globulach wykazuje zwykle pojedynczy
pik (zwany przejsciem lub endotermem) ale w przypadku bardziej skomplikowanych biatek o
budowie podjednostkowej lub/i domenowej krzywa DSC jest poszerzona 1 zawiera mniej lub
bardziej pokrywajace sig piki

Wiele czynnikéw znieksztalca przejscia DSC 1 czyni analiz¢ réwnowagowa

niewiarygodna. Znieksztatcenia spowodowane dlugim czasem odpowiedzi kalorymetru lub



wolna kinetyka procesu zwijanie-rozwijanie (aczkolwiek ten drugi powdd wydaje si¢ miec
stosunkowo male znaczenie, przynajmniej przy umiarkowanych szybko$ciach skanowania)
moga by¢ w pewnych przypadkach skorygowane (Lopez-Moyorga and Freire, 1987).

Jednak wiele, szczegolnie wigkszych biatek (powyzej 20 kDa) o budowie
wielodomenowej lub/i podjednostkowej ulega nieodwracalnej denaturacji na drodze
agregacji, autolizy, zmianie wewnatrzczaseczkowych mostkow dwusiarczkowych czy tez
chemicznej modyfikacji bocznych tancuchéw aminokwasowch (Zale and Klibanov, 1986) co
manifestuje si¢ wlasnie znieksztalceniem profilu DSC i brakiem przejscia endotermicznego
przy powtornym skanie grzania. Obserwuje si¢ znaczny wzrost asymetrii wraz ze
zmniejszaniem szybko$ci skanowania, ponadto wystepuja zaburzenia profilu zwiazane z
towarzyszacym procesem egzotermicznym i ze zmiang molekularnosci.

Podsumowujac, réwnowagowa analiza termodynamiczna termogramu DSC
odnoszacego si¢ do odwracalnego procesu denaturacji biatka dostarcza szczegdtowych

informacji o energii i mechanizmie rozwijania (Priovalov, 1979, 1982).

Cel ¢wiczenia:
Celem ¢wiczenia jest zbadanie stabilnos$ci termodynamicznej lizozymu biatka jaja kurzego.

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Przygotowanie aparatury pomiarowe;.

2. Omoéwienie sposobu przygotowania probki do pomiaréw DSC i1 zasady pomiaru.

2. Wypetnienie komory na probke roztworem biatka o ¢ = 1mg/ml. Objgto$¢ komory wynosi
0,3228 ml.

3. Zmierzenie krzywej DSC

4. Opracowanie wynikow przy pomocy programu komputerowego CpCalc w celu wyliczenia
warto$ci parametrow termodynamicznych AHy,, Tm. Sprawdzenie odwracalno$ci procesu
rozwijania biatka. Dobor chemicznej linii podstawowej.

5. Przedstawienie otrzymanych wynikéw w postaci wykresu nadmiarowej molowej

. Lo . . b €exC max
pojemnosci cieplnej w celu wyznaczenia parametru C .

Jak napisaé sprawozdanie:

1. Opisa¢ wykonanie ¢wiczenia.

2. Narysowa¢ wykres zaleznosci Cp mo1 0od T.

3. Wyznaczy¢ w sposob graficzny AC,, skomentowa¢ uzyskany wynik.

4. Znajac wartosci AHy,, Tm. oraz AC, narysowaé krzywa stabilnosci dla badanego biatka
zakresie temperatur -100 do100. Okresli¢ temperatur¢ maksymalnej stabilno$ci biatka oraz
warto$¢ AGy dla tej temperatury a takze temperatur¢ zimnej denaturacji. Skomentowac
uzyskany wynik.

5. Korzystajac z tych samych parametrow narysowaé wykres zalezno$ci AH od T oraz T AS
od T. Skomentowa¢ uzyskany wynik.

6. Wyliczy¢ stosunek AH,n/AHy,1. Skomentowac uzyskany wynik.

7. Napisac jakie sa wady 1 zalety metody DSC w badaniach stabilno$ci biatek.
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Wymagane widomosci:
1. Zasady termodynamiki, definicja i znaczenie funkcji termodynamicznych.
2. Rownanie van’t Hoffa.
3. Znajomos¢ sit stabilizujacych i destabilizujacych strukture biatka.
4. Doktadna znajomos¢ instrukc;ji.
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