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Zbigniew PRASAL

Wplyw termicznej denaturacji na obraz oscylopolarograficzny metaloproteidow i bialek
prostych

BiusHME TEPMHYECKOH HEHATypaUHM Ha OCLMJIONONAPOrpadHEYecKyr0 KapTHHY MeETaionpo-
TEHHOB H NPOTEHHOB

Effect of Thermal Denaturation on the Oscillopolarographic Pattern of Metaloproteids and Proteins

Analiza bialek w oparciu o metode oscylopolarograficzna zajmowali si¢ Santavy (11), Kalab
(6), Kalous i Valenta (7). Badane biatka (insulina, trypsyna, pepsyna, ureaza, hemoglobina,
kazeina, lizozym, albumina), a takze surowica ludzka i zwierzgca juz w stezeniu 0,019 okazaly si¢
oscylopolarograficznie aktywne. Biatka analizowano w amoniakalnym srodowisku jonéw Co++
(2) lub jondéw Ni++(9). W tych warunkach nastepowato tworzenie si¢ kompleksow biatkowo-
metalicznych, ktorych glebokos¢ weieé na oscylogramie — zwigkszajaca si¢ w zaleznosci od stgzenia
biatka zgodnie z krzywa izotermy adsorpcji Langmuira — byla miarg ich stezenia.

Wydaje si¢, ze metode oscylopolarograficzna mozna by zastosowac rowniez do badania wlasci-
wosci biatek prostych i ztozonych. W zwiazku z tym za pomoca tej metody podjeto proby odroznie-
nia metaloproteidéw od biatek prostych.

MATERIAL I METODY

Do badan stosowano preparaty biatkowe o wysokim stopniu czystosci. Ceruloplazming ludzka
(5% roztwor o czystosci 9594 w 0,14 M NaCl) otrzymywano w Wytwdrni Surowic i Szczepionek
w Warszawie. Pozostale preparaty pochodzily z nastepujacych Zrodet : tyrozynaza z grzybow typ II
(Sigma, St Louis, USA), cytochrom c typ III z serca konia (Sigma, St Louis, USA), trypsyna trzust-
kowa o aktywnosci 20000 jednostek Fulda — Grossa/g (Merck. Darmstadt, NRF), krystaliczna
albumina w lowa (Koch Light Lab., Colnbroock. Wielka Brytania), a-globulina ludzka z frakcji
IV osocza o czystosci powyzej 959 (Calbiochem, Leewengraben, Szwajcaria), rybonukleaza z trzust-
ki wolowej, 4 razy krystalizowana, 40 jednostek Kunitza/ mg (Koch Light Lab., Colnbroock.
Wielka Brytania).

Z 5%, roztworoéw powyzszych bialek w 0,14 M NaCl pobierano po 0,2 ml do termostatowanego
naczynka polarograficznego zawierajacego 0,1 M mrowczanu amonu i 0,02 M bufor fosforanowy
o pH 7,0. Zmiany zachodzace na polaryzowanej elektrodzie kroplowej podczas wzrostu tempera-
tury obserwowano na ekranie polaroskopu LP 600 (Laboratorni Pfistroje, Praga, Czechostowacja)
lub rejestrowano fotograficznie za pomoca aparatu Exakta Varex.
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WYNIKI BADAN [ DYSKUSJA

Oscylogramy natywnych form badanych biatek (ryc. 1 —1, 2, 3iryc. 2—1, 2,
3, 4) niezaleznie od ich rodzaju i funkcji charakteryzuja si¢ pojedynczymi, symetrycz-
nymi wcigciami po stronie katodowej i anodowej. Wciecia ceruloplazminy i tyrozy-
nazy (ryc. 1 — 1, 2) w poréwnaniu do pozostalych bialek nie sa ostre, co prawdo-
podobnie wskazywaloby na ich niepojemnos$ciowy charakter. Okazalo sie¢ jednak,
ze glebokod¢ tych wcig¢ praktycznie nie zalezy od stgzenia badanych enzymow,
co przemawialoby za ich adsorpcyjnym charakterem. Nalezy stad wnosié, iz jako$§é
wcigc ceruloplazminowych i tyrozynazowych jest wypadkowa przynajmniej dwoch
czynnikdw: adsorpcji powierzchniowo aktywnej warstwy monomolekularnej biatka
na elektrodzie rtgciowej i obecnosci atoméw miedzi w centrach aktywnych tych
enzymow (1, 3).

Obserwujac zachowanie wszystkich badanych bialek na elektrodzie kroplowej
w roztworze o 10-krotnie zwigkszonej sile jonowej, np. w 1 M KCI, stwierdza sig:
a) zupetny zanik wcig¢ symetrycznych odpowiadajacych ceruloplazminie i tyrozy-
nazie, b) przesunigcie wcigcia katodowego cytochromu ¢ w strong¢ ujemnych po-
tencjaldow 1 c) nienaruszenie wcig¢ albuminy, globuliny, rybonukleazy i trypsyny
(oscylogramy nie byly rejestrowane fotograficznie).

Hydroliza kwasowa 6 N HCI ceruloplazminy (ryc. 3. — 1), a takze trawienie
ceruloplazminy trypsyna (ryc. 3. —2) likwiduje symetryczne wcigcia. Dzialanie
10 M mocznikiem w czasie 30 min. na ceruloplazming i trypsyng nie usuwa syme-
trycznych wecigé, lecz jedynie zmnigjsza ich glebokos$é. Nalezy stad wnosié, ze sa one
uwarunkowane obecnodcia wiagzan peptydowych w strukturze biatka, a glgbokosé
tych wcigé zaleze¢ moZe od stopnia adsorpcji i rozfaldowania tancuchéw polipepty-
dowych. Jak wiadomo, hydroliza kwasowa czy enzymatyczna bialek powoduje
rozszczepienie wiazan peptydowych w strukturze biatka, a funkcja mocznika polega
na rozerwaniu mostkéow wodorowych miedzy- i wewnatrzczasteczkowych (12).

W miarg ogrzewania roztworu badanych bialek w temp. 70° — 100° nastgpuje
zmiana obrazéw oscylograficznych (ryc. 1. — la, 2a, 3a i ryc. 2. — la, 2a, 3a, 4a).
Termiczna denaturacja powoduje zmiany wewnatrzczasteczkowe. ktorych czesé
udaje sie zaobserwowac na ekranie polaroskopu. Na oscylogramach ceruloplazminy
i tyrozynazy (ryc. 1. — la, 2a) zaczynaja powstawaé w czgsci katodowej dodatkowe
wcigcia sasiadujace z poprzednim. Obraz cytochromu c (ryc. 1. — 3a) po stronie
katodowej wzbogaca si¢ az o dwa nowe wciecia. W przypadku a-globuliny (ryc.2. —
3a) nastgpuje lekkie stepienie prawego wierzchotka wciecia symetrycznego, a u po-
zostalych bialek lacznie z a-globulina nastgpuje poglgbienie wcigé (ryc. 2. — la,
2a, 3a, 4a), przy czym najwigksze roznice wystepuja na oscylogramie a-globuliny
i albuminy (ryc. 2. — 3a, 4a). Zmniejszajaca si¢ rozpuszczalno$¢ bialek wskutek
denaturacji sprzyja przewadze adsorpcji na elektrodzie kroplowej nad dyfuzja i moze
by¢ przyczyna poglebienia wcigé (5). Analogiczny wpltyw wywiera rownieZ hydratacja
albuminy wskutek denaturacji termicznej (8).
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Termiczna denaturacja ciaglym gradientem temperatury (0,5—1°/min) w za-
kresie 70—100° powoduje zatem glebsza dezintegracje struktury biatka niz krdtko-
trwala denaturacja ceruloplazminy 0,2 M kwasem siarkowym w temp. 25° (10),
ktéra nie sprzyja powstawaniu dodatkowych wcieé. Wydaje sie, e jako$¢ wcieé
symetrycznych metaloproteidow zalezy od obecno$ci jonow metali w strukturze
tych biatek. W przeciwnym razie ksztalt wcigé u wszystkich badanych biatek bylby
wyraznie ostry i termicznie niezmienny. Poza tym jony metali, np. miedzi, warunkujg
w metaloproteidach o charakterze enzymatycznym obecno$¢ ukladu oksydo-redu-
kcyjnego o pewnej wartosci potencjatu (4, 10).

Analiza otrzymanych oscylogramow pozwala na ogdlna oceng zmian w wyniku
termicznej denaturacji bialek, a mianowicie, denaturacja bialek przyczynia si¢ do defor-
macji ksztalttu katodowej czesci oscylogramow, poglebienia wceigé u bialek prostych
i pozostawienia charakterystycznej, symetrycznej pary wcigé w stanie niezmienionym.
Wiadomo bowiem, Ze zniszczenie przestrzennej struktury biatka podczas denaturacji
prowadzi do utraty aktywnosci enzymatycznej, zmiany rozpuszczalnosci biatka,
wzrostu liczby grup czynnych w czasteczce. W zwiazku z tym powstawanie dodatko-
wych wcieé katodowych na oscylogramach metaloproteidow nalezaloby odniesé
do atomdéw miedzi w ceruloplazminie i tyrozynazie, a atomow Zelaza w cytochromie c,
ktéore w wyniku denaturacji zostaja ujawnione w czasteczce biatkowej wskutek
zwiekszonej zdolnosci do redukcji. Sprawia natomiast trudno$¢ wytlumaczenia
zaniku i1 przesuniecia wcig¢ dla enzymow metaloproteidowych w roztworach o wyso-
kiej sile jonowej, a brak tych zmian w przypadku biatek prostych. Niezaleznie
od wlasciwej interpretacji tego zjawiska moze ono obok réznic wcigé w stadium
denaturacji stanowi¢ dodatkowe elektrochemiczne kryterium odrézniajace metalo-
proteidy od bialek prostych.
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OPIS RYCIN

Ryc. 1. Enzymy metaloproteidowe. Oscylogramy natywnych (temp. 23°—1, 2, 3) i zdenaturo-
wanych (temp. 95°—1a, 2a, 3a) 0,59, roztwordow bialek w 0,1 M mrowczanie amonu i 0,02 M
buforze fosforanowym o pH 7,0 wykonane w ukiadzie dE/dt — f(E) na kroplowej elektrodzie
rteciowej w polaroskopie LP 600. 1 i 1a — ceruloplazmina ludzka, 2 i 2a — tyrozynaza z grzybow,

3 i 3a — cytochrom C z serca konia.

Ryc. 2. Biatka proste. Warunki doswiadczen identyczne jak w opisie ryc. 1. 1 i la — rybonu-
kleaza trzustkowa, 2 i 2a — trypsyna, 3 i 3a — a-globulina ludzka, 4 i 4a — albumina wolowa.

Ryc. 3. Hydrolizaty ceruloplazminy. 1) Oscylogram hydrolizatu kwasowego ceruloplazminy
w temp. 23° Warunki hydrolizy : 6 M HCl w temp. 105° w zatopionej ampulce przez 18 godz.
2) Oscylogram hydrolizatu enzymatycznego ceruloplazminy temp.23° Warunki : trawienie cerulo-
plazminy trypsyna w 0,02 M buforze fosforanowym o pH 7,0 przez 72 godz. w temp. 23°; z hydroli-
zatu nie usunigto trypsyny, odszczepiane jony miedzi hamowaly zakazenie bakteryjne roztworu.

PE3IOME

CpaBHUBAJIM OCHMJIOTPAMMBl ILEPYJIONIa3MUHa, TUPO3IHWHA3BI H LUTOXpPOMa
¢ C HEKOTOPBIMH OeJIKaMH B HATHBHOM M JICHATYPHPOBAHHOM TEPMHYECKM COCTOS-
HHUSX Ha KaleJbLHOM PTYTHOM 3JieKTpone nmojisipockona LP 600.

Jns uccnenyeMbix OejIKOB XapaKTepPHO NPUCYTCTBHE UHIMUBHAYANBHOH CHM-
METPHYECKOM Napbl BhIpE30K. Bbipe3ku IepynonnasMyHa ¥ THPO3HHA3LI HCYE3AH,
a uuToxpoMma ¢ nepemenianuch B 1 M pactsope KCL. Bo Bpems Tepmuteckoii nena-
Typaluud LUTOXPOM ¢, THPO3MHA3a, LEPYJOMNa3MHH H ¢-DJIOOYJIMH B OT/AM4YHE
oT anbbymuua, puOOHYKJea3s! U TPUICHHA HpPONBJIAAM HOOABOYHBIE KATOAHBIE
BBIPE3KH,

SUMMARY

The oscillograms of ceruloplasmin, tyrosinase and cytochrome C were compared
with some proteins in the native and heat-denatured state, on the dropping mercury
electrode of Polaroscope LP 600.

The examined proteins were characterized by one single pair of indentations.
The indentations of ceruloplasmin and tyrosinase disappeared and those of cytochro-
me C shifted in 1 M KCI solution. During the thermal denaturation, cytochrome C,
ceruloplasmin, tyrosinase and o-globulin showed the additional cathodic indenta-
tions contrary to albumin, ribonuclease and trypsin.

EXPLANATION OF FIGURES

Fig. 1. Metaloproteid enzymes. Oscillograms of 0.5%; protein solutions in 0.1 M ammonium
formate with 0.02 M phosphate buffer (pH 7.0) in the native (temp. 23°—1, 2, 3) and denatured
state (temp. 95°—1a, 2a, 3a) performed in the system of co-ordinates dE/dt — f(E) on the dropping
mercury electrode of Polaroscope LP 600; I, 1a — human ceruloplasmin, 2, 2a — fungal tyrosinase,
3, 3a — horse-heart cytochrome C.
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Fig. 2. Proteins. Experimental conditions th* same as in Fig. 1; 1, 1a — pancreatic ribonuclease,
2, 2a — trypsin, 3, 3a — human a-globulin, 4, 4a — bovine albumin.

Fig. 3. Ceruloplasmin hydrolisates; 1 — oscillogram of ac’'d hydrolisate of ceruloplasmin at
temp. 23°, Conditions: hydrolysis of ceruloplasmin in sealled ampoule with 6 M HCI at temp. 105°
for 18 hrs, 2 — oscillogram of enzymatic hydrolysate of ceruloplasmin at temp. 23°. Conditions:
ceruloplasmin digestion with trypsin in 0.02 M phosphate buffer (pH 7.0) at temp. 23° for 72 hrs;
trypsin was not removed from hydrolysate; cupric ions being splitted off inhibited the bacterial
infection of the solution.
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