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STABILNOSC HEMOGLOBINY CHIRONOMUS THUMMI THUMI
W UKLADZIE ROZPUSZCZALNIKOW WODA-GLIKOL ETYLENOWY

Badanie mechanizmu denaturacji Hb CTT

Wykonano jako$ciowg analize wplywu glikolu etylenowego (EG) na trwato$¢
natywnej struktury monomerycznych i dimerycznych methemoglobin izolowanych
z larw Chironomus thummi thummi (CTT Hb) za pomocg pomiardéw termodynamicznych
denaturacji metodg réwnowagowsg. Wyniki badar denaturacji przeprowadzonej
w réznych warunkach pH $wiadcza, ze trwato$¢ dimerycznych Hb CTT jest zblizona
do Hb A cztowieka, natomiast sktadniki monomeryczne wykazujg wiekszg labilnosé.
Przebieg zaleznosci entalpii denaturacji od stezenia EG ma nieco odrebny charakter
w przypadku sktadnikéw monomerycznych i dimerycznych. Stwierdzono mianowicie
dla Hb dimerycznych znaczny spadek energii denaturacji juz w bardzo niskich
stezeniach EG, co zwigzane jest prawdopodobnie z zaburzeniem oddziatywan miedzy
faricuchami tworzacymi dimer i w konsekwencji ich rozdysocjowaniem. Dalszy
przebieg krzywych jest podobny dla obu kategorii Hb: obserwowany jest wzrost
energii denaturacji osiggajgcy maksimum przy utamku molowym EG 0,04-0,05,
a nastepnie szybki jej spadek. Otrzymane rezultaty umozliwiajg przyjecie nastepujacej
hipotezy. Stabilonos¢ strukturalna i dynamiczna biatek globulamych jest kontrolowana
przez oddziatywania z otaczajagcymi je czasteczkami wody. Dodanie do $rodowiska
rozpuszczalnika organicznego posiadajacego réwnocze$nie wihasciwosci hydrofilowe
i hydrofobowe, jakim jest EG zaburza natywna konformacje biatka poprzez zmiane
charakterystycznej struktury otoczki hydratacyjnej. W okreslonych stezeniach EG
powoduje przyjecie przez biatko konformacji supematywnej, czego wyrazem sg
zmiany w przebiegu widm absorpcyjnych w zakresie UV $wiadczace o zaburzeniu
otoczenia reszt hydrofobowych. Wyzsze stezenia EG sg wystarczajace do utworzenia
nowej otoczki wokot czasteczki biatka, powodujacej inna jego organizacje przestrzenna.

1. WSTEP

Wiadomo, ze wiasciwosci biologiczne biatek uwarunkowane sg ich
przestrzenng, specyficzng struktura, ktéra jest wynikiem utozenia reszt
aminokwaséw w odpowiedniej sekwencji, ich wzajemnym oddziatywaniem,
a takze ich oddziatywaniami z czgsteczkami otaczajgcego rozpuszczalnika.
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Powszechnie przyjmowana jest koncepcja, wg ktérej biatka sg kinetycznymi
strukturami nierownowagowymi o subtelnych rdznicach energii miedzy
przejsciami konformacyjnymi. Ich obserwowana struktura jest wiec pewnym
labilnym stanem réwnowagi pomiedzy entropig konformacji a energia
stabilizacji [3]. Podwyzszenie hydrofobowosci srodowiska zmienia te rownowage
poprzez zaburzenie otoczki hydratacyjnej biatka. Prowadzi to do rozerwania
natywnych wigzain wodorowych i zastgpienia ich przez wigzania typu
peptyd-czasteczka wody lub peptyd-czasteczka alkoholu oraz do ekspozycji
hydrofobowego wnetrza maskowanego w stanie natywnym.

Ogolnie, alkohole wielowodorotlenowe, do ktérych nalezy glikol etylenowy
(EG), wzmagajg wigzania hydrofobowe stabilizujagc w ten sposdb natywna
konformacje biatka. Efekt ten zwigzany jest z faktem, ze dodanie EG do
wodnego roztworu biatka powoduje wzrost jego potencjatu chemicznego, co
jest wynikiem duzej, dodatniej zmiany entalpii wystarczajgcej do kompensacji
wzrostu entropii. Ten termodynamicznie nie faworyzowany stan prowadzi
do zmniejszenia powierzchni kontaktu biatko-rozpuszczalnik poprzez wzmo-
zenie wewnatrzczasteczkowych oddziatywan hydrofobowych i szczegdlnego
rozmieszczenia czasteczek rozpuszczalnika wokdét grup niepolarnych [4].

Glikol etylenowy jest zwigzkiem chemicznym powszechnie stosowanym
w przemyS$le i gospodarstwach domowych. Podawany per os wykazuje
Srednig toksycznos$¢ (dawka S$miertelna ok. 15-100 g). Wprowadzony do
organizmu ulega przemianie do kwasu glikolowego, szczawiowego i mréw-
kowego, gtéwnie przy udziale dehydrogenazy alkoholowej, co powoduje
kwasice metaboliczng zwigzang z akumulacjg anionéw organicznych [2].
Jednak brak jest dotychczas peilnego opracowania drog jego przemian
i eliminacji z organizmu. Nie jest tez jasne czy zwigzek ten in vivo jest
w stanie powodowac istotne zmiany struktury biatek, podobne do tych
obserwowanych in vitro, aczkolwiek stwierdzono methemoglobinemie w ostrych
zatruciach EG [2]. Niedostateczny opis przedstawianych zjawisk oraz stwier-
dzona duza labilnos¢ hemoglobin izolowanych z larw Chironomus thummi
thummi sklonita autorow do przeprowadzenia badan nad stabilnosciag tych
biatek w uktadzie woda-EG.

2. MATERIAL | METODY

Hb Chironomus thummi thummi wyizolowano i rozdzielono na skiadniki
monomeryczne (Hb CTT M) i dimeryczne (Hb CTT D) w sposob przed-
stawiony wczes$niej [6], Forme utleniong tych biatek otrzymano przez
dodanie ok. dwukrotnego nadmiaru KjjFeiCNJJ, ktdry nastepnie usuwano
za pomocg saczenia molekularnego na kolumnie ze ztozem Sephadex G-25.



State szybkosci denaturacji metHb wyznaczono metodg spektrofotometryczng
na podstawie pomiaréw zmian absorbancji w pasmie Soreta (1 = 405 nm).
Zatozono, ze denaturacja tego biatka jest reakcjg | rzedu, wobec czego
skorzystano z réwnania Arrheniusa w celu obliczenia parametrow termo-
dynamicznych badanego procesu:

kT AS AE

In ki, = In — + —*+ —
1 h R RT
gdzie: k.. - stata szybkos$¢ reakcji w temperaturze T,
k - stala Boltzmana (1,308 x 10~83J K_I),
h - stala Plancka (6,626 x 10~31J 5s),

R - stala gazowa (8,314 J mol'l K~9,
ASa - entropia aktywaciji,
AEa - energia (entalpia) aktywacji.

Energie swobodng aktywacji AFa obliczono wg nastepujacej zaleznosci:
AFa = AE. - TASa

a zawarto$¢ niezdenaturowanej methemoglobiny na podstawie wzoru:

g,

gdzie: A, - absorpcja roztworu metHb w czasie t,
AQ - absorpcja roztworu metHb wt = 0,
Ax - absorpcja roztworu metHb po 24 godz. inkubacji.

Pomiary wykonano w 0,2 mol. dm"3 buforze octanowym pH 3,8,
w 0,2 mol. dm 3 buforze fosforanowym pH 6,0 oraz w 0,05 mol. dm-3
NaOH. Denaturacje w obecnosci EG zbadano w pH 3,8 i 6,0 stosujac
utamek molowy EG w zakresie 0 (kontrola) - 0,25 oraz zakres tem-
peratur 25-60°C. Stezenie biatka w prébach wynosito 5 /;mol. dm-3
(w przeliczeniu na hem).

3. WYNIKI | DYSKUSJA

Otrzymane krzywe opisujace zaleznos¢ In k od 1T wykazywaty we
wszystkich zbadanych przypadkach punkt przegiecia w temperaturze 45-50°C,
w zwigzku z czym dalszg analize prowadzono tylko w zakresie temperatur
25-40°C.
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Rys. 1 Energia denaturacji metHb CTT w obecnosci EG w pH 3.8
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Rys. 2. Energia denaturacji metHb CTT w obecnosci EG w pH 6,0
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Rys. 3. Energia swobodna denaturacji metHb CTT w obecnosci EG w pH 3,8 (30°C)
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Rys. 4. Energia swobodna denaturacji metHb CTT w obecnosci EG w pH 6,0 (30°C)
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Rys. 5. Entropia denaturacji metHb CTT w obecnosci EG w pH 3,8
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Rys. 6. Entropia denaturacji metHb CTT w obecnosci EG w pH 6,0



Obliczone wartosci Eadenaturacji prob A
kontrolnych Hb CTT D (bez EG) w réz-
nych pH sa ok. 2,5-krotnie wigksze niz
odpowiadajgce im wartosci wyznaczone
dla Hb CTT M. Na podstawie porow-
nania warto$ci Ea stwierdzono, ze mie-
szanina Hb CTT D w ukfadach kont-
rolnych wykazuje podobng trwatos$¢ jak
Hb A czitowieka (w pH 3,8 E, réwna
ok. 60-70 kJ. mol-1). Obecno$¢ EG po-
woduje istotne statystycznie zmiany para-
metréw termodynamicznych tego procesu,
przy czym charakter tych zmian zalezy
od rodzaju mieszaniny Hb CTT uzytych
w eksperymencie. W przypadku Hb CTT
D w pH 38 (pH 6,0) zaobserwowano
spadek wartosci Ea do XEQ = 0,010
(0,020), a nastepnie wzrost w zakresie
0,010-0,050 (0,020-0,100). Przy wyzszych
stezeniach EG nastepowat wyrazny spadek
Es. Natomiast zalezno$¢ Ea denaturacji
Hb CTT M od XHES nie wykazuje obec-
nosci wspomnianego minimum, lecz je-
dynie maksimum przy XEO 0,075 (0,100)
(rys. 1i 2). Podobnie odrebny charakter
przebiegu opisywanej zaleznosci stwier-
dzono podczas analizy zmian energii swo-
bodnej i entropii denaturacji (rys. 3-6).

Przebieg réznicowych widm absorp-
cyjnych oraz 1. pochodnej widm absor- Rys. 7. Przebieg réznicowych widm ab-
pcyjnych w zakresie 240-350 nm (rys. sorpeyjnych w zakresie 240-350 nm
7 i 8a) Swiadczy, ze proces denaturacji
zachodzi poprzez zmiane otoczenia i ekspozycje reszt aminokwaséw aromatycz-
nych. Niskie stezenia EG nie powodujg istotnych zmian w intensywnosci
pasma w 291 nm, za ktore odpowiedzialne s reszty Trp, prowadzg one
jednak do uwydatnienia pasma w 270 i 279 nm (reszty Tyr i Phe).
W wyzszych stezeniach EG obserwowano takze wzrost absorpcji w 262 nm
(reszty Phe). 1. pochodne tych widm pozwolity na stwierdzenie, ze pasmo
to ulega jednak relatywnemu ostabieniu, co sugerowatoby maskowanie tych
reszt w badanych warunkach. W przypadku denaturacji alkalicznej nie
zaobserwowano efektdw maskowania reszt Phe. Przebieg 1. pochodnych
widm absorpcyjnych w zakresie 350-700 nm moze $wiadczy¢ o rozluznieniu
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struktury Kkieszeni hemowej i zwiekszonej ekspozycji grupy hemowej, co
prowadzi do wytworzenia hemichromogenow (rys. 8b i 8c, pH 6,0).
Pomiary parametréw termodynamicznych denaturacji metodami réwno-
wagowymi, ktére wykorzystano w niniejszej pracy, mimo zastuzonej krytyki
[7], sa ciagle uzywane, jednakze przede wszystkim w celu jako$ciowego
opisu wptywu rdéznych czynnikéw na proces fatdowania biatek. Uzyskane
wyniki, przy uwzglednieniu ograniczen zastosowanej metody pozwalajg na
zasugerowanie nastepujgcego mechanizmu oddziatywania EG z Hb CTT.
Dodanie do $rodowiska wodnego rozpuszczalnika organicznego posia-
dajacego rownoczesnie wiasciwosci hydrofilowe i hydrofobowe, jakim jest
EG, zaburza strukture przestrzenng wody, a te zmiany zostajg przeniesione
na czasteczke biatka, co prowadzi do utraty jej natywnej konformaciji.
Zmiana charakterystycznej struktury otoczki hydratacyjnej w okreslonych
stezeniach EG powoduje przyjecie przez biatko formy przejsciowej o innym
utozeniu domen. Jest ona zastepowana przez ,supernatywnag” strukture
helikalng. Pierwszy z tych etapOow jest zwigzany ze zmianami w strukturze
IV (co zostato stwierdzone dla dimerycznych Hb CTT) i Il rzedowej,
i moze by¢ wyjasnione przez zwiekszone wigzanie EG do formy przejsciowej
niz do natywnej. Etap drugi w takim przypadku dotyczytby zmian w struk-
turze Il rzedowej. Transformacja ta moze by¢ zwiazana ze zmniejszeniem
liczby miejsc hydratacyjnych w strukturze superhelikalnej. Przedstawiona
propozycja znalazta swe teoretyczne uzasadnienie w pracy Arakawy
i Goddette’a [1]. Na uwage zastuguje fakt, ze proces ten przebiega
odmiennie, niz w przypadku denaturacji alkalicznej lub w obecnosci GuaHCI
czy mocznika, ktora zachodzi jednoetapowo, a w jej wyniku powstajg
czasteczki biatka charakteryzujgce sie strukturg tzw. ,kiebka statystycznego”.

4. WNIOSKI

1. Hb CTT D wykazujg in vitro podobng trwato$¢ w pH 3,8 jak Hb
A cztowieka. Warto$¢ Ea denaturacji Hb CTT D w nieobecnosci EG jest
ok. 2,5-krotnie wieksza niz odpowiednia wartos¢ dla Hb CTT M, co
Swiadczy o stabilizujgcym efekcie struktury IV rzedowe;j.

2. Stwierdzono odrebny przebieg procesu denaturacji w obecnosci EG
dla Hb CTT D i Hb CTT M. Efekt stabilizujgcy tego zwigzku wykazano
jedynie dla XEO 0,010-0,050 (w pH 6,0 0,020-0,100). W catym badanym
zakresie stezen EG powodowat jednak istotne zmiany w natywnej organizacji
Hb CTT.

3. Proces denaturacji w obecnosci EG przebiega wieloetapowo poprzez
utrate struktury IV rzedowej, wytworzenie hemichromogendw, zmiany



oddziatywan pomiedzy poszczeg6lnymi domenami i wytworzenie struktur
superhelikalnych.

4. Sugerowane uzycie tego zwigzku jako stabilizatora natywnej organizacji
biatek [5] jest ryzykowne, poniewaz tylko w waskim zakresie stezen nie
powoduje on znaczgcych zmian strukturalnych, aczkolwiek moze zaburzaé
ich wiasciwosci funkcjonalne.
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STABILITY OF HEMOGLOBIN CHIRONOMUS THUMMI THUMMI IN THE SYSTEM
OF SOLVENTS WATER-ETHYLENE GLYCOL

Studies of mechanism of dénaturation of Hb CTT

Qualitative analysis of the effect of ethylene glycol (EG) on the stability of the native
structure of monomeric and dimeric methemoglobins isolated from larvae of Chironomus
thummi thummi (CTT Hb) was performed by measurements of thermodynamic parameters of
dénaturation employing the equilibrium method. Results of dénaturation studies at various
pH conditions demonstrate that the stability of dimeric CTT Hb is close to that of human
Hb while monomeric components show a highter lability. The dependence of dénaturation
enthalpy on the EG concentration is slightly different for monomeric and dimeric components.
For dimeric Hb a considerable decrease of dénaturation energy was found already at very
low EG concentration which is probably due to the disturbance of interaction between the
dimeric - forming chains and, as a consequence, to their dissociation. The futher course of
the curves is similar for both Hb deriveratives: an increase in the dénaturation energy is
observed, peaking at the EG molar fraction of 0.04-0.05, folowed by its rapid decrease. The
obtained results are in agreement with the following hypothesis. The structal and dynamic
stability of globular proteins is controlled by interactions with the surrounding water



molecules. Addition of an organic solvent, possessing both hydrophilic and hydrophobic
properties as EG, to the medium, disturbs the native protein conformation by change of the
structure of its hydration shell. At appropriate concentrations, EG makes the protein to
acquire the supernative structure which is reflected by changes in absorption spectra in the
UV range demonstrating alterations in the surrounding of the hydrophobic residues. Highter
EG concentrations are sufficient to form a new hydration shell of the protein molecule
enducing its different special organization.



