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Wykaz skrotow

BET- N,N,N-trimetyloglicyna

BU — n-butylomocznik

GLY - glicyna

HEWL- lizozym z biatka jaja kurzego

NMA — N-metyloacetamid

TAU - tauryna

TMAO - N-tlenek trimetyloaminy

TMU — N,N, N’,N’-tertrametylomocznik

Ax— [kg'm*(N'mol)] — wspotczynnik emipryczny, wspotczynnik kierunkowy prostej opisujacej
zalezno$c¢ ks = f(m)

d - [kg/m3] - gestos$c roztworu

dy - [kg/m3] — gestos$¢ rozpuszczalnika

m — [mol/kg] — molalno$¢ roztworu

u — [m/s] - szybkos$¢ dzwieku

Ko - [m5/(mol ‘N)] — pozorna molowa $ci$liwo$¢ adiabatyczna

KS"_¢ _ [m®/(mol'N)] - graniczna pozorna molowa $cisliwo$c¢ adiabatyczna

S, — liczba hydratacyjna

S9 — graniczna liczba hydratacyjna

Ve - [m3/mol] — pozorna objeto$¢ molowa

V¢‘,’ - [m3/mol] — graniczna pozorna objeto$¢ molowa

Sk - [kg 'm5/(N'molz)] - wspbfczynnik emipryczny, wspotczynnik kierunkowy prostej opisujgcej
zalezno$¢ K 4 = f(m)

S, — [kg'm*/mol’] - wspétczynnik emipryczny, wspotczynnik kierunkowy prostej opisujgcej
zaleznosc Vg = f(m)

AV [m3/mol] — funkcja przeniesienia granicznej pozornej objetosci molowej

AtKSf"d, - [m5/(mo/'N) ] — funkcja przeniesienia granicznej pozornej molowej Scisliwosci

adiabatycznej
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1. Wstep

O tym, ze makroczgsteczki, jakimi sg biatka petnig kluczowe role w organizmie
zywym $wiadczy, chociazby, ze funkcjonowanie ssaka zalezy od okoto 30 tysiecy biatek.
Aminokwasy sg blokami budujgcymi biatko, tworzacymi zasadniczo rzecz biorgc liniowy
tancuch. Struktura ta nie jest biologicznie aktywna, dopdki biatko nie uzyska formy natywne;.
Z powodu oddziatywan miedzy aminokwasami, zaraz po translacji, nastepuje faldowanie
biatka. Czes$¢ biatek spontanicznie formuje sie w strukture aktywna, czes¢ ulega
nieefektywnemu fatdowaniu, czes$¢ ulega niepoprawnemu pofatdowaniu. W wyniku dwoch
ostatnich procesow biatko nie uzyskuje aktywnosci biologicznej. Rozwinigte biatko
charakteryzuje sie duzg entropig i duzg entalpie swobodng (G, energia swobodna Gibbsa,
funkcja Gibbsa). Duza entropia wynika z wielu mozliwych konfiguracji struktury, ktore
rozwinigte biatko moze przyjgé, a wysoka entalpia swobodna odzwierciedla niestabilnos¢
biatka w takiej konfiguracji (patrz rys. 1). W momencie rozpoczecia sie fatdowania biatka
entalpia swobodna maleje, tak samo jak ilos¢ dostepnych konformacji. Stan natywny jest
osiggany, gdy energia swobodna osigga minimum, ale lokalne minima moga ,uwiezi¢” biatko

w stanie przejsciowym i spowolni¢ proces fatdowania [1].
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Rysunek 1.Schemat energetyczny réznych form biatka na podstawie [2]

Duze zattoczenie we wnetrzu komoérki dodatkowo sprzyja nieprawidtowemu

pofatdowaniu sie biatka. Czynnikami wptywajgcymi na zwiekszenie sie prawdopodobienstwa
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btedu w fatdowaniu biatka sg m.in. mutacje genetyczne, starzenie sie komorki, zmiany w
cytoplazmie komorki wywotane przez zmiany temperatury, obecno$¢ metali cigzkich, zmiany
pH, stres oksydacyjny (czyli niezachowana réwnowaga miedzy wolnymi rodnikami i
przeciwutleniaczami w komorce). Zjawisko agregacji niepoprawnie pofatdowanego biatka i
jego akumulacja w komodrkach zwigzana jest z chorobami takimi jak: choroba Alzheimera,
Parkinsona, Huntingtona, zakazne encefalopatie gabczaste, stwardnienie zanikowe boczne
czy cukrzyca typu Il [3,4]. Poprawnie pofatdowane biatka sg nie tylko niezbedne do
prawidlowego funkcjonowania organizméw zywych, ale pozwalajg rowniez na
przeprowadzenie wielu procesow technologicznych [5]. Ze wzgledu na szeroki wachlarz
funkcji biologicznych biatka wykorzystywane sga w przemysle biotechnologicznym,
chemicznym, spozywczym i farmaceutycznym, co wymaga od nich nie tylko odpowiedniej
struktury trzeciorzedowej, ale takze jej stabilnosci. Struktura biatka uwarunkowana jest przez
takie oddziatywania jak np. wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe i jonowe. Jak juz
to zostato podkreslone, zmiany w otoczeniu makroczasteczki zaktécajg te oddziatywania, co
moze prowadzi¢ do rozwiniecia sie biatka, jego denaturacji i utraty aktywnosci. Chociaz jest
wiele czynnikéw powodujgcych denaturacje, to denaturacja termiczna jest najwazniejszg z
nich zaréwno podczas przechowywania jak i w trakcie procesu otrzymywania i modyfikacji
biatka. Do stabilizacji polipeptydéw, poza ich warunkami natywnymi, rozwinigto procedury
takie jak modyfikacje chemiczne, immobilizacje, modyfikacje genetyczne i dodatek substancji
stabilizujgcych. W naturze zwigzkami, ktdre stabilizujg biatko sg m.in. osmolity, mate
czgsteczki organiczne szerzej opisane w rozdziatach 1.1 i 1.2. Zrozumienie oddziatywan
wystepujgcych w uktadach woda — biatko — substancja stabilizujgca, jest wiec kluczowe

zaréwno dla rozwoju medycyny jak i biotechnologii.

W niniejszej rozprawie analizowane sg ukitady, w skiad ktérych wchodzg trzy
elementy: osmolit, biatko (lub jego model) oraz woda. W kolejnej czesci przedstawie pokrotce
czym sg i za co odpowiadajg wspomniane osmolity.

1.1. Osmolity - mate czqsteczki o duzym wptywie na biatko

Zrédia przyczyn wystepowania streséw $rodowiskowych mozna podzielié na
biotyczne (uwzgledniajgce m.in. pasozyty) lub abiotyczne do ktérych zalicza sie susze, duze
zasolenie, niekorzystng temperature, wilgotnos¢, obecnosé metali ciezkich w glebie [6,7]. W
odpowiedzi na stres wywotany przez susze i zasolenie rosliny wyksztatcity w sobie zmiany
przystosowujgce je do cigzkich warunkéw na przyktad wprowadzajgc zmiany w odbieraniu
bodzcow (rys.2). Badania pokazujg, ze jednym ze sposdb na walke ze stresem
Srodowiskowym jest gromadzenie sie w komoérkach matych czgsteczek tak zwanych

osmolitéw [8,9]. Sa to zwigzki o niskiej masie czasteczkowej, wystepujace w naturze, dobrze
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rozpuszczalne i gromadzgce sie¢ w komorce w wysokich stezeniach (siegajgcych nawet 1
moI/dm3). Dodatkowo zwigzki te majg zdolno$¢ wptywania na stabilnos¢ biatka, zwiekszajgc
ja (stabilizatory) lub zmniejszajgc (destabilizatory). Klasyfikacja ta nie jest prosta i istniejg
osmolity stabilizujgce, ktérych wiasciwosci zwiekszajgce temperature topnienia przejawiaja

sie tylko na okreslony rodzaj biatka lub w pewnym zakresie stezen.

wysoka temperatura
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[ akumulacja osmolitéw ]

tolerancja na stres
abiotyczny

Rysunek 2. Przyczyny wystepowania stresu oksydacyjnego u roslin i zwierzat. Odpowiedzig na to
zjawisko jest m.in. akumulacja osmolitow w komorce.
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Ze wzgledu na strukture chemiczng osmolity mozna podzieli¢ na niskoczasteczkowe
weglowodany w tym cukry (trehaloza), poliole (glicerol, inozytol) i ich pochodne (o-
metyloinozytol), aminokwasy (tauryna, glicyna, prolina) i ich pochodne (np. ektoina),
metyloaminy (np. N,N,N-trimetyloglicyne i jej pochodng N-tlenek trimetyloaminy- TMAO).
Wszystkie te zwigzki sg szeroko rozpowszechnione w naturze np. N,N,N-trimetyloglicyna
wystepuje w kazdym krélestwie zywym, a tauryna jest powszechna w organizmach morskich i
organach ssakow. Osmolity z grupy weglowodandw wystepujg w grzybach, algach, roslinach i
nerkach ssakéw. Cukry i poliole wystepujg gtéwnie w organizmach narazonych na
zamarzanie. Organizmy czesto gromadzg w swoich komoérkach mieszaniny zwigzkéw o
réznych stezeniach, w zaleznosci od jego $rodowiska wystepowania. Nerka ssaka na
przyktad gromadzi poliole (myo-inozytol, sorbitol), metyloaminy (N,N,N-trimetyloglicyne i
glicerofosforylocholing) i aminokwas (tauryne) [10]. W tabeli 1 wymieniono kilka sposobéw

ochrony komérek przed stresem abiotycznym przez osmolity.
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Tabela 1. Ochronne wiasciwosci osmolitu przejawiajgce sie stabilizacja makroczgsteczek i bton (na
podstawie [10])

Wiasnosé osmolitu Przyktad osmolitu i organizmu w ktérym

wystepuje
Przeciwdziatanie skutkom nagromadzenia sie Metyloaminy np. N-tlenek trimetyloaminy
mocznika w komérce (rekin)
Zwiekszanie termostabilnosci Trehaloza, anionowe poliole (Archeony)
Ochrona bfon i $cian przez zamarzaniem Trehaloza, prolina (np. Hemideina maori)

Ochrona komérek w stanie wysuszenia

Weglowodany, np. trehaloza (suszone
drozdze)

Przeciwdziatanie skutkom obecnosci soli

nieorganicznych Metyloaminy (rosliny mokradet stonych)

Przeciwdziatanie wysokiemu cisnieniu N-tlenek trimetyloaminy (ryby gtebinowe)

Warto zauwazy¢, ze osmolity, ze wzgledu na szeroki wachlarz wiasciwosci i neutralnosc

wobec organizmu znalazty szereg zastosowan w biotechnologii np.

w technologii rekombinacji DNA [11-13],

w kontroli agregacji biatek [14—18],

w przechowywaniu biatek i peptydow [19-21],

w hodowli komaérek [7]-[9],

w przemysle kosmetycznym [25-27]

w rolnictwie np. jako dodatek do pasz dla zwierzat hodowlanych [28,29],
w procesie oczyszczanie biatek [30-32],

w przemysle farmaceutycznym [33-38].

1.2. Osmolity stabilizujqce strukture biatka

Réwnowaga w reakcji fatdowania sig biatka nie jest zwyczajng reakcjg chemiczna,

poniewaz przejsciu ze stanu rozwinietego (D) do natywnego (N) nie towarzyszy pojawienie

sie lub sg niszczenie zadnych wigzah kowalencyjnych.

Osmolity sg matymi organicznymi czgsteczkami, ktére wywierajg duzy wptyw na

proces fatdowania sie biatka, nie wptywajac przy tym na powstawanie lub rozpad wigzan

kowalencyjnych. Osmolity stabilizujgce przesuwajg réownowage w strone stanu natywnego

(N), podczas gdy osmolity destabilizujgce w strone stanu rozwinietego (D) [39]. Mimo wielu

badan nieznany jest mechanizm, ktéry w petni wyjasniatby wptyw osmolitéw na stabilno$¢

termodynamiczng biatka (w tym réwniez lizozymu). Na rysunku 3 przedstawiono schemat

cyklu termodynamicznego przejs¢ miedzy stanem natywnym i zdenaturowanym biatka.
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Rysunek 3. Schemat przedstawiajgcy cykl termodynamiczny zawierajgcy przej$cia miedzy stanem
natywnym lub zdenaturowanym w wodzie (odpowiednio N,, i D,,) lub w roztworze osmolitu (Nos lub D,s )
na podstawie [192].

Pierwszg i najpopularniejszg teorig wyjasniajgcg wptyw osmolitdw na strukture biatka
jest teoria osmofobowa, obecnie funkcjonujaca jako mechanizm preferencyjnego wykluczania
[39,40,49,41-48]. Model ten opiera sie na oddziatywaniach pomiedzy rozpuszczalnikiem a
tancuchem gtéwnym biatka. Zgodnie z tym hipotetycznym mechanizmem stabilizujgce
osmolity takie jak TMAO, sg preferencyjnie wykluczane z powierzchni tancucha
polipeptydowego, poniewaz woda chetniej niz TMAO oddzialuje z grupami polarnymi
tancucha gtéwnego biatka. Osmolity destabilizujgce, takie jak mocznik, przeciwnie do
osmolitéw stabilizujgcych, gromadzg sie w poblizu tancucha gtéwnego biatka. Za powdd tego
zjawiska uznaje sie silniejsze powinowactwo destabilizatoréw do oddziatywania z tancuchem
polipeptydowym niz posiada czgsteczka wody. Zgodnie z tg ciggle rozwijang hipotezg,
osmolity stabilizujgce sg wykluczane z powierzchni biatka i nie zakitécajg jego hydratacii.
Osmolity destabilizujgce sg zdolne do bezposredniego oddziatywania z powierzchnig biatka i
utatwiajg jego proces rozwijania. Na rysunku 4 pokazano zjawisko akumulacji i wykluczania

osmolitu z powierzchni biatka.
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Rysunek 4. Rysunek przedstawiajgcy akumulacje (po lewej) lub wykluczanie (po prawej) osmolitow z
powierzchni biatka.
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Model ten nie uwzglednia niepolarnych fragmentéw fancucha polipeptydowego i
oddziatywan, ktére w poblizu tej czgsci biatka wystepuja, a one réwniez mogg mie¢ wptyw na
lokalne stezenia osmolitu przy powierzchni biatka. Mechanizm ten nie wyjasniat tez, dlaczego
niektore z czgsteczek chca bezposrednio oddziatywa¢ z biatkiem, a inne nie. Ponadto
znaleziono osmolity stabilizujgce, ktére nie spetniajg tych regut [50].

Inna hipoteza stanowi, ze osmolity nie dziatajg bezposrednio na biatko, a zmieniajg
otaczajgce je czgsteczki wody, ostabiajgc lub wzmacniajac strukture rozpuszczalnika, co
wptywa na makroczasteczke w nim zanurzong [51-56]. Efekt hydrofobowy wynika z
oddziatywan pomiedzy czasteczkg hydrofobowsg i wodg (hydratacja hydrofobowa) jak réwniez
oddziatywan miedzy grupami hydrofobowymi za posrednictwem rozpuszczalnika
(oddziatywania hydrofobowe). W ostatnich latach liczba badan nad zjawiskiem
hydrofobowosci nie maleje ze wzgledu na powigzania efektu hydrofobowego z procesem
faldowania sie biatek, tworzenia sie miceli czy ze stabilnoscia bton biologicznych.
Powszechng metodg badania udziatu rozpuszczalnika w utrzymywaniu stanu natywnego
biatka jest modyfikowanie struktury wody za pomoca dodatku okreslonej ilosci
monohydroksylowych alkoholi o réznych dtugosciach tahncucha weglowego [57].
Modyfikowanie struktury rozpuszczalnika (np. wody) poprzez dodatek substancji wspot-
rozpuszczonej jest robwniez rozpowszechnione celem zmiany przebiegu i wydajnosci wielu
reakcji chemicznych, procesu tworzenia sie miceli i bton biologicznych. Nic wiec dziwnego, ze
podejrzewa sie osmolity o oddziatywanie z biatkami poprzez ten posredni mechanizm z
udziatem czgsteczek wody. Biatko przyjmuje szeroki zakres izoenergetycznych, ale
odmiennych funkcjonalnie stanéw. Obecno$¢ wody oddziatujgcej z makroczgsteczka obniza
bariery entalpowe pomiedzy poszczegdinymi konformacjami biatka, umozliwiajgc jej szybsze
zmiany i przyjecie najodpowiedniejszej postaci. Oznacza to, ze zmiany w strukturze
rozpuszczalnika, wptywajgce na jego dynamike, wptywajg réwniez na strukture samej
makroczgsteczki i dynamike jej przej$¢ z jednej konformacji w drugg. Eksperymentalne
badanie proponowanego powigzania pomiedzy osmolitem, wodg i biatkiem, wymaga
scharakteryzowania warstwy hydratacyjnej czgsteczki jako funkcji stezenia dodatku osmolitu i
zmian w stabilnosci biatka. Powszechnie wykorzystywane techniki analizujg najczesciej
wszystkie czgsteczki wody obecne w catej objetosci roztworu, a nie tylko o najblizszym
otoczeniu biatka lub osmolitu. Korzystne byloby wiec znalezienie prostej metody, ktéra
mogtaby byé wykorzystana do badania struktury wody w otoczce hydratacyjnej biatka i
osmolitu znajdujgcych sie w tym samym roztworze. Model ten jednak nie do konca sprawdza
sie dla wodnych roztworéw biatka z osmolitami, poniewaz pewne badania wykazuja, ze nie
ma wyraznej zaleznosci miedzy wptywem osmolitu na wode, a jego wilasciwosciami

stabilizujgcymi biatko [58-60].
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Oba z proponowanych mechanizméw wydajg sie nie wyjasnia¢ w petni zjawiska
stabilizacji biatek w obecnos$ci osmolitow. Mozliwe, ze na r6znym etapie procesu zwijania lub
rozwijania biatek rozne mechanizmy sg faworyzowane lub konieczne jest opracowanie innego
mechanizmu.

W czasie trwania moich studiéw doktoranckich w Katedrze Chemii Fizycznej PG
zaproponowano mechanizm opierajacy sie na podobienstwie (lub jego braku) otoczek
hydratacyjnych biatka i osmolitu [61]. Otoczka hydratacyjna osmolitow stabilizujgcych jest
bardzo podobna do strefy hydratacyjnej biatka (patrz rysunek 5). Podobienstwo to przejawia
sie w funkcji rozktadu odlegtosci tlen-tlen czgsteczek wody. Wokét stabilizatoréw i biatek jest
zmniejszona populacja wigzah wodorowych o najbardziej powszechnej dtugosci dla wody
objetosciowej (,bulk”) i wystepuje wzrost oddziatywan krétszego zasiegu. Otoczka
hydratacyjna destabilizatorow jest za to wyraznie rézna od strefy hydratacyjnej biatka.
Osmolity te tworzg w swoim otoczeniu tzw. strefe wody réznej strukturalnie (z ang.
,Structurally different water”). Dodanie destabilizatoréw do ukladéw z biatkiem powoduje
,rozpuszczanie/rozluznianie” sie otoczki hydratacyjnej makroczgsteczki i destabilizacje jej
natywnej formy. Do tej pory nie znalazly sie przestanki wskazujgce, ze ten hipotetyczny
mechanizm jest sprzeczny z wynikami przeprowadzonych eksperymentow. Schemat tego

mechanizmu przedstawiono na rysunku 5.

osmolity
destabilizujgce

7 osmolity

otoczka stabilizujace
hydratacyjna

Rysunek 5. Schematyczne przedstawienie hipotezy o podobieristwie otoczki hydratacyjnej biatka z
otoczkg hydratacyjng osmolitow. Osmolity destabilizujgce (czerwone) majg otoczke hydratacyjng réznigcg
sie od otoczki hydratacyjnej biatka, w przeciwienstwie do osmolitow stabilizujgcych (niebieskie), ktérych
otoczka hydratacyjna jest podobna do sfery hydratacyjnej biatka na podstawie [61].

1.3. Woda jako srodowisko badanych procesow

Procesy biochemiczne w komoérce zachodzg w srodowisku wodnym. Ze wzgledu na

wzrost swiadomosci ekologicznej woda stopniowo zastepuje rozpuszczalniki organiczne w


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

przemysle. Od dawna wiadomo, ze woda w postaci cieklej i jako rozpuszczalnik, posiada
unikalne witasciwosci. Jej wyjgtkowos¢ wynika z potgczenia niewielkiego rozmiaru jej
czgsteczki z wystepowaniem fadunkéw umiejscowionych wzdtuz czterech ramion tetraedru.
Silne wigzania wodorowe miedzy czgsteczkami wody powodujg duzg energie kohezji, wysokg
temperature wrzenia, duze napiecie powierzchniowe i ,nieche¢” do rozpuszczania obojetnych
(niepolarnych lub hydrofobowych) czgsteczek. Czasteczka wody potrafi mocno oddziatywac z
czgsteczkami polarnymi. Jest Swietnym rozpuszczalnikiem dla wielu zwigzkéw chemicznych o
budowie jonowej czy duzych bioczgsteczek takich jak biatka czy DNA, ale takze dla wirusow i

komorek.

1.4. Charakterystyka wybranych osmolitow

Tak jak opisatam to wyzej, analizowane przeze mnie ukfady zawierajg czgsteczki
jednego osmolitu, wode i biatko lub jego model. Do swoich badan wybratam osmolity
stabilizujgce biatko, czyli glicyne, N,N,N-trimetyloglicyne (betaing), N-tlenek trimetyloaminy
(TMAO) i osmolity destabilizujgce, czyli pochodne mocznika: n-butylomocznik i N,N,N’,N-
tetrametylomocznik, ktérych wzory strukturalne przedstawione sg w tabeli 2. W pierwszej
wersji badan zamiast betainy planowatam bada¢ ukfady zawierajgce tauryne, ktora
ostatecznie nie okazata sie tak ciekawym obiektem badawczym. Ze wzgledu jednak na
wysitek wilozony w zbadanie uktadow dwusktadnikowych metodami wolumetrycznymi i
akustycznymi pozostawitam w tej pracy wyniki z dodatkiem tauryny i pojawia sie ona w czesci
teoretycznej, jako osmolit stabilizujgcy.

Glicyna (GLY) jest najprostszym aminokwasem, ktory jest stabilizatorem biatek w
warunkach fizjologicznych. Zwieksza temperature topnienia lizozymu z biatka jaja kurzego o
okoto 5 K, podobnie jak jej pochodne: N-metyloglicyna i N,N-dimetyloglicyna [62]. Wediug
literatury glicyna wplywa na stabilizacje polipeptydu poprzez mechanizm wykluczania z
hydratowanej powierzchni biatka, co majg potwierdza¢ symulacje MD jak i pomiary zmian
napiecia powierzchniowego roztworéw z glicyng [63,64].

N,N,N-trimetyloglicyna (betaina) nalezy do osmolitdw stabilizujgcych dla
wiekszoéci biatek i tak jak glicyna wptywa na stabilizacje polipeptydu poprzez mechanizm
wykluczania z dobrze hydratowanej powierzchni. Wraz z proling jest gtdwnym osmolitem,
ktory gromadzi sie w roslinach, bakteriach, algach i morskich bezkregowcach w odpowiedzi
na stres abiotyczny, gléwnie wywotany przez duze zasolenie. Jest osmolitem stabilizujgcym,
Lprzeciwdziatajgcym”, ktéry wzmacnia stabilnos¢ biatka, niwelujac denaturujace wiasciwosci
mocznika [65]. Betaina jest denaturantem dla wielu biatek przy niskim pH, ale sg rowniez
biatka, ktére destabilizuje w pH fizjologicznym np. GPF- zielone biatko fluorescencyjne.
Betaina destabilizuje podwdjng helise i obniza temperature topnienia DNA. Przyczyng

zjawiska destabilizacji biatek przez betaine moze by¢ jej oddzialywanie z aminokwasami


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

tancuchéw bocznych biatek takimi jak fenyloalanina i tryptofan, ktére sag na tyle silne, ze
prowadzg do destabilizacji struktury [66].
Tabela 2.Wzory strukturalne wybranych osmolitéw z podziatem na osmolity uznawane za stabilizatory (A-

glicyna, B-tauryna, C- N,N,N-trimetyloglicyna, D -N-tlenek trimetyloaminy) i destabilizatory (E- N,N,N’,N"-
tetrametylomocznik, F-n-butylomocznik).

Stabilizatory Destabilizatory

A B 0 +
+ i\ NH, E
: - O \\ 3 \N N/ 3
0

0 | |

C D _ CH; CHj

o]

o ? E
CH +
ch/ O CHjs HoN~ “NHCHoCH,CH,CHs

Tauryna jest B-aminokwasem, ale zamiast grupy karboksylowej posiada grupe
sulfonowa, ktéra ma silniejsze wlasciwosci kwasowe, co czyni tauryne jonem obojnaczym w
caltym zakresie pH fizjologicznego. Wystepuje w tkankach zwierzecych m.in. w mozgu,
nerkach, watrobie i miesniach, ale nie wchodzi w sktad biatek. Jej wtasciwosci do regulaciji
cisnienia osmotycznego wynikaja z jej obojetnego charakteru w pH fizjologicznym, stabej
dyfuzji przez btony komoérkowe i braku funkcji metabolicznych w wigkszosci komorek. Istnieje
zaledwie kilka publikacji wspominajgcych o jej wtasciwosciach stabilizujgcych biatko [67—69].

N-tlenek trimetyloaminy (TMAO) zwigzek amfifilowy stabilizujgcych biatka i DNA.
Jest jednym z najczesciej analizowanych osmolitow w literaturze ze wzgledu na swoje
wiadciwosci kompensowania negatywnego wplywu mocznika na stabilno$¢ biatka [70].
Najnowsze badania wskazujg, ze TMAO jest zwigzkiem, ktéry nie wpisuje sie w zadng z
dwdch gtéwnych hipotez probujgcych wyjasni¢ zjawisko stabilizacji [71]. Wedtug najnowszych
badan TMAO gromadzi sie zaréwno na granicy powietrze—woda i na granicy polipeptyd—
woda. Wyniki pokazujg, ze TMAO ma takze maty wplyw na strukture otaczajgcej go wody w
poréownaniu do innych osmolitébw. Dla TMAO zaproponowano mechanizm wedtug ktérego
oddziatuje on ze stanem rozwinietym biatka, ale jego oddziatywania z biatkiem zwinietym sg
siedem razy silniejsze, stad jego stabilizacyjny wptyw na biatko. TMAO moze zachowywac sie
jak zwigzek powierzchniowo czynny na granicy polarnych i niepolarnych obszarow

pofatdowanego biatka.

10
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N,N,N’N’-tertrametylomocznik (TMU) jest jedyng metylowg pochodng mocznika,
ktéra miesza sige z wodg w kazdych proporcjach. Aliklowe pochodne mocznika (w tym TMU z
najbardziej rozwinietg czescig hydrofobowg) sg lepszymi denaturantami niz alkohole i amidy.
TMU jest silniejszym denaturantem niz chlorek guanidyny. Stabilno$¢ termiczna rybonukleazy
i ferrocytochromu spada wraz ze wzrostem stezenia mocznika i jego pochodnych oraz wraz
ze wzrostem grupy hydrofobowej tej pochodnej, czyli w grupie metylomocznika,
dimetylomocznika, etylomocznika i tetrametylomocznika. Ten ostatni jest najsilniejszym

denaturantem [72-75].

n-butylomocznik (BU) podobnie jak TMU jest destabilizatorem i pochodng
mocznika, ale posiada diugi tancuch alkilowy. Jest izomerem konstytucyjnym TMU. W
literaturze wystepuje w publikacjach z innymi alkilopochodnymi mocznika lub w poréwnaniu z
N,N,N’,N’-tetrametylomocznikiem [76]. Zwigzek ten nie wystepuje naturalnie w przyrodzie, ale

posiada wiasciwosci denaturujgce biatko.

1.5. Modele biatek

Z chemicznego punktu widzenia biatka sa strukturalnie jednymi z najbardziej
skomplikowanymi czasteczkami. Niestety oznacza to, ze ich badania wigzg sie z
otrzymywaniem duzych ilosci danych, ktére sg trudne, a czasami niemozliwe do analizy. Z
tego powodu, jesli chce sie uzyska¢ informacje na poziomie molekularnym na temat biatka
stosuje sie odpowiednie czasteczki modelowe. Sg one duzo mniejszych rozmiaréw, i
posiadajg wybrane wtasciwosci bardzo zblizone do biatek, na zbadaniu ktérych nam zalezy.

Jednym z popularniejszych modelowych biatek jest lizozym z biatka jaja kurzego
(HEWL z ang. hen egg white lysozyme) [77,78]. HEWL jest pojedynczym fancuchem
polipeptydowym sktadajgcym sie ze 129 reszt aminokwasowych potgczonych 4 mostkami
disiarczkowymi. Jest tatwo rozpuszczalny w wodzie, a jego punkt izoelektryczny wynosi okoto
11,3. W przeciwienstwie do wiekszosci biatek tatwo krystalizuje, tworzac krysztaty o duzej
dyfrakcji. Ma 60% podobienstwa sekwencji do ludzkiego lizozymu. Eksperymentalne badanie
hydratac;ji biatka, chociazby takiego matego jak lizozym, jest trudne, m.in. spektroskopowo, ze
wzgledu na udziat zaréwno hydratacji hydrofilowej jak hydrofobowej pochodzacej od
niepolarnych fragmentéw w catosciowym widmie. Nie jest tatwo stwierdzi¢ od czego
pochodzg dane zmiany w mierzonym widnie/parametrach, dlatego konieczne sag kolejne
uproszczenia. W badaniach spektroskopowych stosowanymi czgsteczkami modelowymi sg
amidy i krotkie fragmenty biatek - peptydy.

Do moich badan wybratam czgsteczke N-metyloacetamidu (NMA), ktérego wzér
strukturalny pokazatam na rysunku 6. Struktura chemiczna tego amidu jest podobna do

fragmentu wigzania peptydowego w biatku, a jego hydratacja badana spektroskopowo

1
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przypomina hydratacje lizozymu [79]. Hydratacja lizozymu zdominowana jest przez hydratacje
tancucha gtéwnego, stad wynikaé moze duze podobienstwo w hydratacji lizozymu z biatka
jaja kurzego (HEWL) i NMA [80]. W dynamice molekularnej i w wielu eksperymentach,

wykorzystywany jest wiec jako najprostszy model taricucha gtéwnego biatka [81-88].

tancuch gtowny biatka

0] o o o
P I I I I
LR NH2— CH—C~ NH —CH—C— NH- CH—C~ NH- CH—C—OH
H,;C N
3 H | A | 4 | A |
Ry, # Ry A& Ry 2 Ry

>

grupy boczne reszt aminokwasowych

Rysunek 6. Po lewej wzor strukturalny N-metyloacetamidu, po prawej fragment fancucha
gftownego biatka, ktérego czesto stosowanym modelem jest wtasnie czgsteczka NMA.
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2. Celizakres pracy

Cel

Zasadniczym celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest zbadanie oddziatywan
miedzyczgsteczkowych w wodnych uktadach osmolitéw i NMA (modelu biatka). Praca ta ma
wnies$¢ nowe informacje pozwalajgce na okreslenie sposobu stabilizacji/destabilizacji struktury
biatka przez osmolity. Ze wzgledu na trudnosci w analizie na poziomie molekularnym wynikéw
badan uktadéw zawierajgcych duzg czasteczke biatka zdecydowatam sie na zastosowanie
jego modelu — N-metyloacetamidu (NMA). W realizacji postawionego celu wykorzystatam
réwnolegle dwa kierunki badan:

e spektroskopie w podczerwieni (FTIR) za pomocg ktérej zamierzatam zaobserwowac

i zidentyfikowa¢ oddziatywania NMA-osmolit, gdyz metoda ta pozwala na sledzenie

zmian na poziomie molekularnym,

e badania wolumetryczne i akustyczne, ktére pozwalajg na zaobserwowanie zmian
makroskopowych dotyczgcych efektéw objetosciowych jak i sprezystosci badanego
ukfadu.

Dodatkowo majac mozliwos¢ sledzenia formowania sie widkien amyloidowych, postanowitam
zbada¢ réwniez wptyw wytypowanych osmolitbw na proces formowania sie widkien

biatkowych

Cele pracy bedg realizowany przez:
e okreslenie wptywu obecnosci osmolitéw na widma NMA w wodzie rejestrowane w

podczerwieni,

e wyznaczenie znanych parametréw wolumetrycznych i akustycznych dla badanych
uktadéw, w tym funkcji przeniesienia z wody do wodnych roztworow NMA dla
wybranych osmolitéw, a w oparciu o nie obliczenie réwniez parametréw oddziatywan

osmolit-NMA w uktadach 3-sktadnikowych,

e okreslenie roznic w procesie powstawania i morfologii powstatych witdkien

amyloidowych z HEWL w obecnosci poszczegdlnych osmolitow.

Gtéwnym powodem wyboru tej problematyki badawczej byt brak znajomosci
mechanizmu zjawiska stabilizacji/destabilizacji struktury biatka przez osmolity mimo

intensywnych badan prowadzonych od wielu lat. W literaturze przedmiotu brak réwniez
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doniesien wykorzystujgcych spektroskopie w podczerwieni lub pomiary wolumetryczne i
akustyczne do opisu oddziatywan w uktadach tréjsktadnikowych woda-osmolit-czgsteczka
modelowa biatka. Metody te sg stosunkowo proste i dobrze poznane i nalezatoby
zweryfikowac ich przydatno$é do badan oddziatywan w uktadach zawierajgcych czgsteczke

modelowg i osmolit.

Zakres

Obiektami badawczymi sa osmolity, posrod ktérych do badan wybratam stabilizatory:
glicyne, N,N,N-trimetyloglicyne i N-tlenek trimetyloaminy, a takze destabilizatory: n-
butylomocznik i N,N,N’,N'-tetrametylomocznik. Wybrane stabilizatory sg czasteczkami
naturalnie wystepujacymi w zywym organizmie. Glicyna jest najprostszym zwigzkiem
organicznym, ktéry w komérce ma wptyw na stabilnos¢ biatek, a betaina jest jej N-metylowg
pochodng. Wptyw TMAO na modele biatek jest natomiast najczesciej opisywanym zjawiskiem
w literaturze przedmiotu. Wybrane destabilizatory sg pochodnymi mocznika, naturalnego
osmolitu wystepujgcego w organizmach zywych i sg swoimi izomerami, co moze pozwoli¢ na
okreslenie wptywu struktury chemicznej zwigzku na jego oddziatywania z NMA w roztworze
wodnym.

W badaniach, w ktérych monitorowano proces powstawania widkien amyloidowych,
wykorzystatam lizozym z biatka jaja kurzego (HEWL), ktére jest tatwo dostepnym biatkiem,
powszechnie wykorzystywanym do badania proceséw amyloidogenezy. Mimo swojej
niewielkiej masy czgsteczkowej, lizozym do badanh spektroskopowych i pomiaréw gestosci i
szybkosci rozchodzenia sie dzwieku, jest zbyt skomplikowang czgsteczka. Dla tych metod
zdecydowatam sie na wybor czgsteczki modelowej jakg jest N-metyloacetamid, ktory jest

hydratowany w sposéb zblizony do hydratacji HEWL.
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3. Czes$c¢ teoretyczna

3.1 Spektroskopia w podczerwieni w analizie oddziatywan w uktadzie
woda-osmolit-NMA

W czasie realizacji prac dyplomowych wykorzystywatam spektroskopie w
podczerwieni do badania oddziatywan w wodnych roztworach biatek i osmolitéw. Poczgtkowo
analizowatam uzyskane przeze mnie dane widmowe za pomocg metody widm réznicowych w
ujeciu zaproponowanym przez prof. Janusza Stangreta [89]. Po uzyskaniu stopnia magistra
miatam jeszcze okazje wspodtpracowac z promotorem moich prac dyplomowych — dr hab.
Piotrem Bruzdziakiem — nad oddziatywaniami czgsteczki NMA z solami kwasu fosforowego
(V). Efektem wspotpracy byta publikacja w czasopismie Journal of Molecular Liquids [90].
Zaproponowana przez doktora Bruzdziaka, modyfikacja sposobu przygotowywania serii
roztwordw przeznaczonych do badania oddziatywan zostata zastosowana przeze mnie
rébwniez w niniejszej pracy. Zrezygnowatam jednak z metody widm réznicowych na rzecz
szybszej metody chemometrycznej (PARAFAC). Daje ona wprawdzie mniej informacji, ale
pozwala na zdecydowanie szybszg analize serii widm i izolacje najwazniejszych zmian
widmowych spowodowanych potencjalnymi oddziatywaniami w roztworach. Uzyskane za jej
pomocg informacje sg wystarczajace do dalszej analizy. Sposéb przygotowania roztworéw
oraz wady (przede wszystkim dublowanie informacji w seriach izolowanych od strony NMA i
osmolitu) i zalety tej metody, sg zaprezentowane w publikac;ji [90].

Spektroskopia w podczerwieni (IR) jest jedng z najstarszych technik wykorzystywang
do analizy struktury drugorzedowej biatek [91,92]. Z uptywem czasu jej znaczenie malato na
korzy$¢ np. krystalografii rentgenowskiej albo magnetycznego rezonansu jagdrowego, jednak
dzieki ulepszeniu techniki pomiarowej, komputerowej analizie danych, nowym rozwigzaniom
technicznym (np. spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia — ATR nadal jest jedng z
wiodgcych technik w tego typu analizach. Promieniowanie o danej dtugosci fali absorbowane
jest przez czgsteczke (a wiasciwie przez pojedyncze wigzania lub grupy wigzan, jesli
analizowany jest tzw. srodkowy zakres podczerwieni) jesli jego absorpcja wigze sie ze zmiang
momentu dipolowego czgsteczki. Drgania wigzan lub catych grup wigzan nazywa sie
normalnymi, jesli spetnione sa tzw. reguty wyboru, czyli charakterystyczne dla danego rodzaju
spektroskopii zasady absorpcji promieniowania, jak podana wyzej reguta dotyczgca zmian
momentu dipolowego. Drgania normalne kwalifikuje sie wedtug rodzajow wykonywanych
drgan. Kryterium podziatu jest rodzaj wspotrzednych wewnetrznych biorgcych udziat w danym
drganiu. Drgania zmieniajgce przede wszystkim dtugos¢ wigzania nazywa sie drganiami
rozciggajgcymi (ang. streching). Drgania zmieniajgce gtéwnie wartosci katéw ptaskich zwane
sg zwyczajowo drganiami zginajgcymi lub deformacyjnymi (ang. bending). Drgania

zmieniajgce katy pozaptaszczyznowe, np. katy torsyjne lub inne dwuscienne, zwane sg
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drganiami poza ptaszczyzng. Dodatkowo drgania czesto majg réwniez okreslong symetrig i
wowczas do nazwy jego rodzaju mozna dodac przymiotnik symetryczny lub asymetryczny.

Czgsteczka NMA, posiadajaca w swej strukturze ugrupowanie peptydowe, moze by¢
z powodzeniem wykorzystywana w badaniach jako jeden z najprostszych modeli, co zostato
opisane juz w literaturze [80].

Przeszkodg we wszystkich pomiarach FTIR roztworéw biatek oraz wiekszosci
prostych zwigzkéw organicznych, w tym NMA i osmolitow, jest obecno$é wody. Absorbuje ona
bardzo silnie przy liczbie falowej 1645 cm™, co przypada na maksimum zakresu | pasma
amidowego. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ bardzo krotka droga optyczna (= 5um),
jednak problem w tym przypadku moze stanowi¢ niska powtarzalno$¢ pomiaréw. Pomocna
okazuje sie spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia (ang. attenuated total reflectante —
ATR).

Technika ta wykorzystuje zjawisko catkowitego wewnetrznego odbicia $wiatta na
granicy faz, co ukazane jest na rysunku 7. Wigzka Swiatta wprowadzana jest do materiatu o
wysokim wspotczynniku zatamania $wiatta, przezroczystego dla promieniowania IR np.
diamentu, selenku cynku lub germanu. Wigzka pada na wewnetrzng cze$¢ materiatu, na ktorg
natozona jest kropla roztworu o znaczaco nizszym wspotczynniku zatamania $wiatta i ulega
zjawisku catkowitego wewnetrznego odbicia. W wyniku interferencji fali padajacej oraz fali
odbitej tworzy sie fala stojgca, ktéra rozchodzi sie w kierunku prostopadtym do granicy
osrodkéw. Dzieki temu promieniowanie zostaje pochtoniete przez probke przylegajaca do
materiatu. Nastepnie wigzka swiatta opuszcza krysztat i trafia do detektora. W przypadku
spektroskopii ATR gtebokos$é penetracji promieniowania jest bardzo mata i stosunkowo stata,
nie ma wiec probleméw wywotanych przez krotkg droge wigzki promieniowania. Widma ATR
mozna traktowaé jako ztozenie widma refleksyjnego (odbiciowego) oraz absorpcyjnego.

Korekcja ATR umozliwia wyodrebnienie czesci absorpcyjnej widma ATR.

B
probka przylegajaca
do krysztalu
_———

wiazka
promieniowania IR~ krysztal ATR

Rysunek 7. Na rys. A ukazane jest zjawisko powstawania fali zanikajgcej, ktéra przenika prébke
przylegajgcg probke do krysztatu ATR, na rys. B pokazane jest catkowite wewnetrze odbicie
promieniowania w krysztale ATR

Zaletami spektroskopii w podczerwieni FTIR z wykorzystaniem, techniki ATR, ktore

miaty najwiekszy wptyw na moje badania sa:
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- szeroki zakres wielkosci badanych czasteczek: od roztworéw czgsteczek organicznych do
roztworéw catych biatek

- krotki czas pomiaru ( przy 512 skanach w rozdzielczos¢ 2 cm” pomiar trwa okoto 18 minut),
- niewielka ilo$¢ potrzebnej probki (okoto 2pl),

- niski koszt pomiaru,

- wypracowana w Katedrze Chemii Fizycznej PG metodyka obrébki i analizy widm.

W literaturze mozna zalez¢ wiele przyktaddw wykorzystania spektroskopii w
podczerwieni do obserwowania zmian w strukturze drugorzedowej biatek pod wptywem zmian
w ich otoczeniu [93—-97]. Jednak jedyne doniesienia o wykorzystaniu tej techniki bezposrednio
do badania oddziatywan biatko-osmolit w roztworze wodnych gtéwnie pochodzg z Politechniki
Gdanskiej [61,98,99].

W swojej pracy magisterskiej badatam oddziatywania w roztworach biatka (HEWL) i
glicyny i jej N-metylo podstawionych pochodnych. Pod wptywem osmolitu zawartego w
wodnym roztworze, w strukturze biatka pojawialy sie¢ pewne zmiany. Zmierzone widmo bylo
wiec wypadkowg réznych konfiguracji biatka w uktadzie i czynito to widmo skiadowa kilku
elementow. Przyjety przeze mnie model zakiadal, ze rozpuszczona czgsteczka
(biatko/osmolit) pod wplywem dodatku (osmolitu/biatka) moze przyjmowaé dwie postacie:
biatka/osmolitu niezaburzonego (ang. bulk) i zaburzonego [89]. Jak widaé model ten mozna
byto analizowa¢ z dwéch stron, od strony biatka, ktérego widmo jest zaburzone obecnoscig
osmolitu, lub zmian zachodzgcych w osmolicie pod wplywem biatka. Oba podejscia bylty
stosowane w poprzednich pracach zespotdéw Katedry Chemii Fizycznej PG oraz moich,
jednak zdecydowanie tatwiejszym w interpretacji byto widmo osmolitu, ze wzgledu na maty
rozmiar czasteczki i duzo tatwiejszg interpretacje widm. Z powodu trudnosci w interpretac;ji
widm czgsteczek biatek powstat pomyst, by zastosowaé uproszczony model tahncucha
polipeptydowego — czgsteczke N-metyloacetamidu, NMA. O zasadno$ci tego wyboru
wspomniatam w rozdziale: Modele biatek.

Podobne podejscie eksperymentalne wykorzystatam do analizy problemu
postawionego przede mng w niniejszej pracy. Réwnolegta analiza czynnikowa (PARFAC z
ang. Parallel factor analysis) lub inaczej rozktad kanoniczny (CANDECOMP z ang. Canonical
decomposition) sg uzyteczne do wyznaczenia czynnikdéw ze zbioru zmiennych w trzech lub
wiecej wymiarach. W przypadku danych otrzymanych z pomiaréw spektroskopowych w
podczerwieni uktadéw woda-osmolit-NMA mozna wskazac¢ trzy osie zmiennych: liczbe falowa,
stezenie molowe NMA, stezenie molowe osmolitu. Dodatkowy wymiar danych (0$ stezenia
drugiego sktadnika) narzuca ograniczenia na etapie izolacji czynnikow w przeciwienstwie do
dwukierunkowej analizy czynnikdéw (lub PCA). Dzieki temu wyznaczone zostang wiarygodne

czynniki o znaczeniu fizycznym. Schemat tej metody przedstawiono na rysunku 8.
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Wadami tej metody sg jedynie:
- koniecznos¢ interpolacji widm do ustalonych stezen,
- problem z wyznaczeniem liczby czynnikéw sktadowych i istotnych, niosgcych za sobg
wazne dla wyniku informacje.
Zastosowanie interpolacji widm do okreslonych stezen, w niektorych przypadkach, jest nawet
korzystne. Podczas nawazania wystepujg pewne btedy i rdznice w stezeniach
przygotowanych prébek (np. w danej serii o zmiennym stezeniu NMA i stalym stezeniu
osmolitu nigdy nie uda sie uzyskac roztworéw o tym samym stezeniu molowym osmolitu). Z
tego powodu okresla sie jak najdoktadniej stezenia kazdego ze sktadnikow i interpoluje sie
widma do okreslonych stezen. Dzigki tej procedurze zmniejsza sie btedy pojawiajgce sie w

trakcie przygotowywania roztworéw.

Drugi problem, zwigzany z zastosowaniem metody PARAFC, nie ma jednego stusznego
rozwigzania i w literaturze podanych jest wiele sposéb na wyznaczenie liczby istotnych
skladowych widma. W przypadku widm IR liczba tych czynnikbw moze by¢ okreslna na
podstawie ksztattu widm wyizolowanych sktadowych (wyizolowane czynniki majg znaczenie
fizyczne i mozna je przedstawi¢ w postaci widma). Proponuje sie aby:

1) najpierw rozpoczac¢ rozktad widma na 2 skfadowe,

2) rozktada¢ widmo na 3, 4 itd. skiadowe zwracajgc uwage na wyniki z

poprzedzajgcego kroku,

3) podziat widma na coraz to wiekszg liczbe czynnikdow nalezy zakonczyC jesli z
kolejng sktadowag nie pojawiajg sie dodatkowe zmiany na widmie. Jesli po
wprowadzeniu kolejnych czynnikéw, nie pojawiajg sie dodatkowe informacje lub sg
dublowane w kilku faktorach oznacza to, ze ich liczba jest za duza.

Wstepnie mozna przewidzie¢ minimalng liczbe czynnikéw, z ktérych widmo powinno sie
sktada¢. Wyizolowany zestaw zawiera jeden skfadnik (albo NMA albo osmolit). Jedna ze
sktadowych odpowiada¢ bedzie za jego niezaburzong forme (np. niezaburzona cze$¢ NMA),
kolejna za forme tego sktadnika zaburzong przez obecnos¢ wigkszej ilosci czasteczek tego
zwigzku (np. widmo NMA zaburzone obecnoscig wigkszej ilosci czgsteczek NMA w uktadzie),
dopiero trzecia i kolejne sktadowe obrazowa¢ bedzie zmiany w strukturze tego zwigzku
wywotane oddziatywaniami z czgsteczkami innego rodzaju w roztworze (np. zmiany w widmie
NMA wywotane oddziatywaniami z osmolitem). Oznacza to, ze trzeci czynnik i ewentualne
kolejne, zawierajg najbardziej przydatne dla mnie informacje, czyli te o rodzaju i sile

oddziatywan pomiedzy dwoma réznymi czgsteczkami chemicznymi.
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Rysunek 8. Schemat przedstawiajgcy zastosowanie metody PARFAC w analizie widm osmolit-NMA-
woda. W wyniku usuniecia dwoch czynnikéw: widma wody i widma NMA lub osmolitu, analiza jest
bardziej szczegétowa. Nalezy pamietac, ze usuniecie tych czynnikéw nie usuwa cafej informacji o
usunietym zwigzku. Z zielonych serii dostajemy widma zmiennosci czystych sktadnikow NMA lub
osmolitu, a z czerwonych serii po analizie PARFAC otrzymujemy czynniki, ktore wskazujg na

Cc osm

odejmuje widmo wody

usuwam widmo osmolitu
zgodnie ze stezeniem molowym
w prébce

liczba falowa
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regiony widm wrazliwe na oddziatywania w roztworze.
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Jak zostalo to wspomniane wyzej, widmo jednego z wyznaczonych czynnikow
odpowiada wytgcznie zmianom w strukturze danego skifadnika zwigzanym z obecnoscig
innych czasteczek tego sktadnik (widmo danego zwigzku moze sie zmienia¢ wraz ze zmiang
stezenia tego zwigzku). Rozpoznanie tej skladowej i odpowiadajacej jej widmu nie powinno
by¢ problemem. Majac widma danego zwigzku (o réznym stezeniu) w wodzie, odejmujgc
udziat rozpuszczalnika, mozna zaobserwowaé zmiany w widmie tego skfadnika
spowodowane jego zwiekszajgcym sie stezeniem. W tym przypadku wyznaczytam pochodng
absorbancji molowej danego zwigzku chemicznego po stezeniu tego zwigzku dla kazdej
liczby falowej. Taka pochodna ma ksztatt widma i wskazuje na zmiany w serii widm
spowodowane zwigkszajgcym sie stezeniem analizowanego skfadnika.

Réwnolegta analiza czynnikowa jest szybkg metodag analizy danych, daje wiarygodne
wyniki w postaci widm podobnych do widm réznicowych i przy zastosowaniu proponowanej
metody wstepnej obrobki widm jest wrazliwa na nawet bardzo mate zmiany w strukturze
czgsteczek, dlatego sprawdzita sie w przypadku badanych przeze mnie wodnych uktadow
NMA z dodatkiem osmolitu.

3.2. Analiza oddziatywan w uktadach tréjsktadnikowy na podstawie
pomiaréw gestosci i szybkosci dzwieku w roztworach

Metoda komplementarng do analizy oddziatywah w ukfadach tréjsktadnikowych przy
wykorzystaniu spektroskopii IR sg pomiary gestosci roztworu i szybkosci rozchodzenia sie w
nim dzwieku. Precyzyjne pomiary densymetryczne i akustyczne pozwalajg na obliczenie
parametréw termodynamicznych dla analizowanego ukfadu, ktére odzwierciedlajg usrednione
oddziatywania wszystkich elementéw roztworu. Opis ukfadu tréjsktadnikowego wymaga
obliczenia wybranych funkcji termodynamicznych w dwoch uktadach: z wodg i z dodatkiem
wodnego roztworu wybranego zwigzku chemicznego. Innymi stowy, przed analizg uktadéw
trojsktadnikowych niezbedne jest zbadanie oddzialywan kazdego elementu uktadu z woda,
czyli hydratacji osmolitow i czasteczki biatka/modelu biatka.

W przypadku uktadéw dwuskfadnikowych (woda-osmolit), dla roztworéw NMA,
glicyny tauryny, N-tlenku trimetyloglicyny i N,N,N-trimetyloglicyny parametry wolumetryczne i
akustyczne wyznaczytam w ramach pracy doktorskiej zas dla roztworow N,N,N’ N*-
tetrametylomocznika i n-butylomocznika wykorzystatam dane literaturowe [100,101].

Pomiary gestosci i szybkosci rozchodzenia sie dzwieku w roztworze nie dostarczajg
wprost informacji o oddziatywaniach wystepujacych w uktadzie, ale zastosowanie prostego

modelu matematycznego, moze daé gtebsze spojrzenie na strukture stref solwatacyjnych.
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Na podstawie literatury przedmiotu o hydratacji wybranych zwigzkéw wiemy, ze:

glicyna

bardzo silnie oddziatuje z czgsteczkami wody, co spowodowane jest tym, ze w
roztworach wodnych wystepuje w formie jonu obojnaczego (tzw. zwitterion),

w zaleznosci od wybranej metody eksperymentalnej lub obliczeniowej wyznaczone
liczby hydratacyjne i odlegtosci miedzy atomami réznig sie, ale wskazujg na
powstawanie wigzan wodorowych migdzy czgsteczkami glicyny i wody:

Srodowisko solwatacyjne zawiera $rednio 14,4 czasteczek wody z czego 3,2
zwigzanych jest z grupg amoniowa, 6,1 z grupg metylowa, 5,1 z karboksylowg [102],
z badan radialnej dystrybucji wodnego roztworu glicyny o stezeniu 5% molowych z
wykorzystaniem pomiaru czasu przelotu dyfrakcji neutronowej wynika, ze z grupg
aminowg skoordynowanych jest z 3,0 + 0,6 czgsteczek wody. Odlegtosci MN---O =
2,85+ 0,05 AiM---D = 3,25 + 0,05 A sugeruja, ze tworzy sie wigzanie wodorowe
miedzy tg grupg a najblizszymi jej czasteczkami wody [103],

pierwsza otoczka hydratacyjna zawiera okoto 5 czgsteczek wody [104],
wykorzystujgc pomiary kalorymetryczne liczba hydratacyjna dla glicyny w formie

zwitterionu wynosi 7+0,6 czgsteczek wody [105].

N,N,N-trimetyloglicyna (betaina) [106]

na wptyw struktury hydratacyjnej betainy ma wptyw tylko hydratacja grup metylowych
i grupy karboksylowe;j,

wigzanie wodorowe osmolitu z wodg tworzy grupa karboksylowa betainy,

betaina jest w stanie wigza¢ znaczaca liczbe czasteczek wody i jest dobrze
hydratowana nawet w duzych stezeniach,

warstwa wody otaczajgca BET jest ciggta i otacza catg czgsteczke.

tauryna [99]

osfabia strukture otaczajgcej jej wody,

otoczona jest dwoma populacjami czgsteczek wody: (I) zwigzanych stabymi
wigzaniami wodorowymi w poblizu grupy sulfonowej i (Il) tworzacych silne wigzania
w poblizu grupy aminowe;j,

wzmocniona struktura wody wokot grupy aminowej wptywa na wzmocnienie sie
strefy hydratacyjnej biatka (dla uktadéw woda-tauryna-biatko) i stabilizuje natywnag

forme biatka.
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N-tlenek trimetyloaminy (TMAO)

amfifilowy charakter czgsteczki tworzgcej jon obojnaczy silnie wptywa na strukture i
dynamike otoczki hydratacyjnej,

atom tlenu w czgsteczce TMAO tworzy $rednio 3 wigzania wodorowe z
czgsteczkami wody, ktére posrednio oddziatujg z grupami metylowymi TMAO [107],
z symulacji MD wyznaczona ogodlna liczba hydratacyjna zawiera si¢ w zakresie 24-
16 (w zalezno$ci od stezenia zwigzku) [108,109], z widm IR okofo 8,5 [110], a
badania wolumetryczne wskazujg tylko na 5,2 czasteczki [111],

wedtug pomiaréw spektroskopowych w podczerwieni kazda grupa metylowa TMAO
jest otoczona 4 czgsteczkami wody [112,113], wedtug MD 7,1 czasteczkami [109],
nie ma zgodnosci wsrod naukowcéw co do tendencji wzrostowej lub spadkowej
liczby czasteczek wody zwigzanych z tlenem z TMAO wraz ze zmiang stezenia
osmolitu w roztworze [114,115],

liczba wigzan wodorowych TMAO — czasteczki wody wynosi od 3-4 [107,116] do 50
czgsteczek [117].

n-butylomocznik

zwigzek hydratowany hydrofobowo, gdyz im dtuzsza grupa alkilowa przytgczona do
atomu azotu lub im wiecej grup metylowych tym charakter czgsteczki pochodnej
mocznika bardziej hydrofobowy [118],

tancuch alkilowy w czgsteczce jest relatywnie dtugi i mozliwe jest utworzenie przez
wode struktury klatratopodobnej. Ze wzgledu na elastyczno$¢ tej reszty i
réznorodnosc jej konfiguracji, zmiana pozornej molowej objetosci BU w roztworach
wodnych wraz ze wzrostem stezenia nie jest proporcjonalna do rozmiaru grupy

hydrofobowej w poréwnaniu do roztworu n-propylomocznika [101]

N,N,N’,N’-tetrametylomocznik

przy stezeniach 0,012-0,025 utamka molowego TMU w wodzie zachodzi jego
agregacja, dodawaniu TMU do wody towarzyszy zmniejszanie sie objetosci roztworu
i zwiekszanie sie oddziatywan pomiedzy sktadnikami [119],

zmiany w granicznej pozornej molowej rozszerzalnosci (ang. limiting partial molar
expansion) pokazuja, ze w niskich temperaturach otoczka hydratacyjna TMU jest
mniej uporzadkowana niz woda objetosciowa, ale wraz ze wzrostem temperatury
uporzgdkowanie wzrasta [120],

symulacja rozktadu radialnego sugeruje wzmacnianie oddziatywan woda-woda i
woda-TMU wraz z dodatkiem TMU,
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o dynamika reorientacji czasteczek wody bezposrednio otaczajgcej czesé
hydrofobowg czgsteczki jest od 3 (przy nizszych stezeniach TMU) do 10 razy (przy
wyzszych) wolniejsza, niz ma to miejsce w przypadku wody objetosciowej. Efekt ten
jest relatywnie krétkiego zasiegu, gdyz zaobserwowano go tylko dla 8-12 czasteczek
wody przypadajgcych na jedng czasteczke TMU (przy stezaniach nizszych niz 0,07
czgsteczki TMU na 1 czasteczke wody) [121],

e im wyzsza temperatura tym udziat hydratacji hydrofobowej jest nizszy [121].

N-metyloacetamid (NMA) [79]

e badania roztworow wodnych NMA metodami spektroskopii w podczerwieni wykazaty,
ze tylko 2-3 czasteczki wody sposrdd okoto 30 obecnych w otoczeniu NMA jest
zaburzonych przez obecnosc¢ tego amidu,

e wiasciwo$ci strukturalne i energetyczne wody w otoczeniu NMA w niewielkim stopniu
réznig sie od wody objetosciowej (ang. ,bulk”) i przypominajg klatratopodobng klatke
wigzan wodorowych, charakterystyczng dla hydratacji hydrofobowe;.

W literaturze temat badan uktadéw trojsktadnikowych zawierajgcych czasteczki
modelowe biatka za pomocg pomiaréw densymetrycznych i wolumetrycznych nie jest szeroko
poruszany. Odnalezé mozna publikacje analizujgcg uktad zawierajgcy glicyne w wodnych
roztworach: formamidu, N-metyloformamidu (NMF), N,N- dimetyloacetamidu (DMA) [122—
124]. Pomiary te sg jednak ograniczone do jednej temperatury T=298,15K i skupiajg sie tylko
na witasciwosciach wolumetrycznych wyprowadzonych na podstawie pomiaréw gestosci.
Wynika z nich, ze dominujgce sg oddziatywania hydrofilowe miedzy natadowang grupa
aminokwasu i grupg —~CONH- w NMF/ DMA, a glicyna posiada wtasnosci do zaburzania
struktury rozpuszczalnika zawierajgcego DMF i wiasnosci te wzmacniajg sie wraz ze
wzrostem stezenia DMF.

Informacje dotyczace objetosci i Scisliwosci czasteczek w wodzie sg zrédiem
istotnych danych o strukturze roztworéw, sposobie i stopniu solwatacji. Entalpia swobodna

(G) powigzana jest z objetoscia (V) wedtug ponizszego wzoru:

(66) _y 9
8P)r ®
Dla uktadéw otwartych zaleznos$¢ ta przyjmuje postac:

8[.4,: —

(%), =7 (10

gdzie V to czastkowa molowa objetos¢, a u; to potencjat chemiczny (czgstkowa molowa
entalpia swobodna), czyli najwazniejsza wielko$¢ sposrod czgstkowych molowych funkgiji

termodynamicznych. Wielko$¢ ¥V mozna oszacowac wyznaczajgc pozorng objetosé molowa.
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Pozorna objetos¢ molowa, V, , to réznica miedzy objetoscia roztworu i
rozpuszczalnika przypadajgca na 1 mol substancji rozpuszczonej W praktyce Vg oblicza sie
na podstawie gestos¢ roztworu, d, gestosci rozpuszczalnika, d, , molalnosci, m i masy
molowej substancji rozpuszczonej, M na podstawie wzoru:

V‘I’_F_mddo (1)

Pozorna objetos¢ molowa moze przyjmowac¢ zaréwno ujemne jak i dodatnie wartosci,

poniewaz substancja rozpuszczona wplywa na strukture rozpuszczalnika, co skutkuje
wzrostem lub zmniejszeniem jego objetosci. Wielkos$¢ ta jest funkcjg stezenia, dla substancji
organicznych na ogot prostoliniowg w odpowiednich przedziatach stezen, co mozna wyrazi¢
wzorem:
Vo =V +Sym (12)

Warto§¢ granicznej pozornej objetosci molowej V2 jest miedzy innymi miarg
oddziatywan w roztworze nieskonczenie rozcienczonym, czyli dostarcza informacji o
oddziatywaniach rozpuszczalnik — substancja rozpuszczona i rozpuszczalnik —
rozpuszczalnik (w sferze solwatacyjnej) i jest rowna czgstkowej objetosci molowej substancji
rozpuszczonej Vo . Wspdiczynnik kierunkowy w zaleznosci (12), Sy, jest miarg oddziatywan
miedzy czgsteczkami substancji rozpuszczonej. W dwusktadnikowych roztworach wodnych
dodatnie wartosci wspotczynnika empirycznego, Sy, wskazujg na dominujgce oddziatywania
hydrofilowe, ujemne na hydrofobowe, miedzy czgsteczkami substancji rozpuszczonej.
Naktadanie sie warstw hydratacyjnych substancji rozpuszczonej, ktére prowadzi do

zmniejszenia sie VJ i ujiemnej wartoéci parametru S, ukazane jest schematycznie na rysunku

 @®-@®

Rysunek 9. Zmniejszanie sie granicznej pozornej molowej objetosci w wyniku naktadania sie warstw
hydratacyjnych czasteczek substancji rozpuszczoney.

Pozorna molowa objetosc¢, Vy, , zmienia sie wraz z temperaturg. W przypadku
prostych zwigzkéw organicznych prawie zawsze obserwuje sig¢ wzrost V, ze wzrostem
temperatury. Wptyw temperatury na graniczng molowg pozorng objeto$¢ V2 mozna opisaé
funkcjg wielomianowsg, ktorej rbwnanie zalezy od analizowanego przedziatu temperatur. Im
wiekszy przedziat, tym réwnanie bardziej skomplikowane. W wiekszosci przypadkow

przyjmuje postac funkcji wielomianowej drugiego stopnia:
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VA(T) = ay + a;(T — 298,15) + a, (T — 298,15)? (13)
gdzie ao, a1, a2 to wspotczynniki wirialne, a T jest temperaturg w K.
Graniczna czastkowa molowa rozszerzalnosé, EQ(T), jest pierwszg pochodng V) po
temperaturze, co mozna wyrazi¢ zaleznoscig (14) otrzymang na podstawie (13)

EX(T) = a; + 2a,(T — 298,15) (14)

Ze wzgledu na waski na ogot zakres analizowanych temperatur wewnetrzna rozszerzalno$é
substancji rozpuszczonej moze by¢ pominigta i warto$é E3(T) odzwierciedla gtéwnie wptyw
temperatury na objeto$¢ najblizszego otoczenia czgsteczki substancji rozpuszczone;.

Druga pochodna V po temperaturze jest czesto uzywana jako kryterium przypisania
charakteru wiasnosci dalekiego zasiegu tj. wzmacniajgcych Ilub burzacych strukture
rozpuszczalnika przez substancje rozpuszczong. Wartosé tg wyprowadzono na podstawie
zaleznosci termodynamicznych pomiedzy czastkowg molowg pojemnoscig cieplng i

czgstkowg molowg objetoscig, zgodnie ze wzorem:

ac? 92v2 9EQ
<ﬁ> —‘T<W -\ (15)
T P P
Wykorzystujgc réwnanie 14 obliczytam parametr (6 VST 2)p z prostej zalezno$ci:
92V
a7z | = 2% (16)
P

Parametrem, ktory opisuje zmiany objetosci cieczy lub ciata statego pod wplywem
zmian cisnienia jest scisliwos¢é. W przemianie adiabatycznej zdefiniowana jest za pomoca

Wzoru:

10V
=7 (5). (17)
gdzie V jest objetoscia, p- cisnieniem, S jest entropia.
Znajac gestosé, d, i szybkos¢ dzwieku, u mozna obliczy¢ z rownania Laplace’a scisliwos¢
adiabatyczng rozpuszczalnika ks, | roztworu ks korzystajac ze wzoru:
_ 1
u?d

W analizowanych przeze mnie zakresach stezen $cisliwos$¢ roztworéw maleje liniowo ze

(18)

KS
wzrostem molalnosci, m, co mozna wyrazi¢ wzorem:
Ks = Kso + Agm (19)
Wyznaczone parametry Ks i Kso z rownania odpowiednio 18 i 19 wykorzystuje sie miedzy

innymi do obliczenia liczb hydratacyjnych zgodnie z rownaniem Passynskiego, uwzgledniajgc

liczbe moli rozpuszczalnika n, i substancji rozpuszczonej, n

n=<1—ﬁ>-@ (20)
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Liczba hydratacyjna, S, definiowana jest jako liczba czasteczek wody zlokalizowanych w
dowolnie okreslonej odlegtosci od czgsteczki substancji rozpuszczonej. Inna definicja mowi,
ze jest to Srednia liczba czgsteczek wody, ktére sg zaangazowane w oddziatywania pomiedzy
substancjag rozpuszczong a rozpuszczalnikiem, czego wynikiem sg obserwowalne zmiany we
whasciwosciach fizycznych rozpuszczalnika. Dla metod akustycznych wiasnoscig tg jest
zazwyczaj Scisliwos¢. Aby obliczy¢ liczby hydratacyjne w nieskonczenie rozcienczonym

roztworze S2, korzysta sie ze wzoru:

SO=1limS, = 0K\, 1 21
n—nf’lzn—‘(axl)a 1)

gdzie x; oznacza utamek molowy substancji rozpuszczone;.
Kolejnym wyznaczanym parametrem jest pozorna molowa $cisliwos¢ adiabatyczna K, .

Definiuje sie ja za pomocg wzoru:
Kso = — (ﬁ (22)

Ks o , pozorng molowg Scisliwo$¢ adiabatyczng w praktyce wyznacza sie na podstawie wzoru:

qu,)
S

Ko = (st,, - Ksrod) + Mk,
57 mdd, d

Wielko$¢ ta jest funkcjg stezenia, dla substancji organicznych na ogoét prostoliniowg w

(23)

odpowiednio waskich przedziatach stezen, co mozna wyrazi¢ wzorem:

Kso = K + Sim (24)
K}’,,p jest graniczng pozorng molowg Scisliwoscig abiabatyczng, S, — empirycznym
parametrem.

Graniczna pozorna molowa $cisliwo$¢ adiabatyczna odzwierciedla oddziatywania
pomiedzy substancjg rozpuszczong a rozpuszczalnikiem. Dla substancji organicznych
graniczna pozorna molowa objetos¢ przyjmuje zawsze wartosci dodatnie, a graniczna
pozorna molowa $cisliwos¢ adiabatyczna moze byé dodatnia, ujemna lub bliska zeru. Z tego

powodu warto$ci K}’_q, majg duze znaczenie w opisie oddziatywan w uktadzie.

Dotychczasowe badania wyraznie wskazujg, ze w uktadach dwuskfadnikowych
wiasciwosci sfery hydratacyjnej mogg by¢ scharakteryzowane 4 parametrami:

. zmianami pozornej objetosci molowej substancji rozpuszczonej ze zmiang jej
stezenia,
. réznica pomiedzy standardowg pozorng objetoscia molowg substanciji

rozpuszczonej, a jej objetoscig wtasna,

) standardowg czastkowg Scisliwoscig molowa substancji rozpuszczonej,
. zaleznoscig temperaturowg standardowej czgstkowej $cisliwosci molowej.
26
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Powyzsze parametry pozwalajg rozrézni¢ oddziatywania hydrofilowe, hydrofobowe czy
zdolnosci do zaburzania struktury wody przez analizowang czgsteczke [125].

Dla uktaddéw tréjsktadnikowych mozna réwniez wykorzysta¢ powyzsze wzory i zaleznosci
traktujac:
e osmolit jako substancje rozpuszczong, a wodny roztwér NMA jako rozpuszczalnik - |

podejscie ,

o NMA jako substancje rozpuszczong, a wodny roztwdr osmolitu jako rozpuszczalnik-

Il podejscie.

Dzieki porownaniu parametréw uzyskanych w wyniku obrania podejscia | z wynikami
dla osmolitu w wodzie, mozliwe jest wyznaczenie wptywu NMA na czgsteczke osmolitu.
Analogicznie, poréwnujgc parametry otrzymane w podejsciu Il z wynikami dla NMA w wodzie,
mozliwe jest wyznaczenie wplywu osmolitu na czasteczke NMA. Do opisu ukfadow
tréjsktadnikowych postuzg mi standardowe funkcje przeniesienia. Dla dowolnej funkcji F,
funkcje przeniesienia A.F° z czystej wody (W) do wody z dodatkiem (W+D) mozna wyrazi¢
wzorem:

AFO=F(W +D)—-FW) (25)

Funkcja przeniesienia odpowiada zmianie danego parametru w wyniku procesu
przeniesienia 1 mola substancji z nieskonczenie rozcienczonego roztworu (W) do ukfadu
zawierajgcego (W+D). Dla roztworéw najczesciej wyznacza sie funkcje przeniesienia entalpii
(A:H®), entropii (A.S°), energii Gibbsa (A.G®) oraz objetos¢ A.Vg i Scisliwosci AKY, .
Wyznaczone wartosci odzwierciedlajg wptyw dodatku (D) na omawiang warto$¢ wyznaczang
dla substanciji rozpuszczone;j.

Chcac zbada¢ wplyw NMA na pozorng objeto$¢ molowa i pozorng molowg $cisliwosé
adiabatyczng wybranych osmolitéw w ramach prowadzonych badan wyznacza¢ bede funkcje
przeniesienia granicznej pozornej molowe] objetosci, A.VJ , i granicznej adiabatycznej
pozornej molowej Scisliwosci AtK§¢.

Dla badanych uktadéw zawierajgcych rozpuszczalnik (ktéry stanowi wodny roztwor NMA) i
substancje rozpuszczong, wyznacza sie standardowe czastkowe objetosci przeniesienia
substancji rozpuszczonej, AV, z wody do wodnego roztworu NMA. Oblicza sie go na
podstawie wyznaczonych wartosci V2 osmolitu w roztworze NMA i w wodzie wedtug wzoru:
A VY =V (roztwér NMA) — V2 (woda) (26)

Analogicznie mozna wyznaczy¢é wartosci granicznych pozornych molowych $cisliwosci
adiabatycznych przeniesienia osmolitu z wody do wodnych roztworéw NMA:

AKQy = K (roztwér NMA) — K, (woda) (27)
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McMillan i Mayer w swojej pracy dotyczgcej stanow rownowagi termodynamicznej w
ciektych roztworach udowodnili, ze wszystkie wielko$ci termodynamiczne roztworu
wielosktadnikowego mozna opisa¢ réwnaniem wirialnym (w postaci szeregu potegowego) dla
stezenia jednego ze skitadnikédw ukfadu [126]. W tym przyblizeniu kolejne wspotczynniki
wirialne odpowiadajg wspotczynnikom oddziatywania w grupach zawierajgcych coraz wiekszg
ilos¢ czgsteczek poczynajgc od uktadu ztozonego z 2-ch réznych czgsteczek roztworu. W
przypadku wielkodci wolumetrycznych i akustycznych najczesciej wykorzystuje sie
przyblizenie McMillan’a i Mayer’a dla granicznych czastkowych (pozornych) objetosci
molowych przeniesienia z ukfadu 2-sktadnikowego do uktadu trojsktadnikowego oraz dla
granicznych czastkowych (pozornych) adiabatycznych molowych $cisliwosci w analogicznych
uktadach wedtug wzoru:

AY® = 2yapmp + 3Yapp™Mf + 4Vapes™m3 - (28)

W przypadku ukfadéw tréjsktadnikowych indeksy A i B odnoszag sie kolejno do
substancji rozpuszczonej i do substancji obecnej w roztworze rozpuszczalnika (w moich
badaniach jest to NMA), a y.g, Vags, Yasss OPISUja kolejno wspoiczynniki oddziatywan w
uktadach podwojnych (AB), potrojnych (ABB) i poczwoérnych (ABBB). Do przeprowadzenia
obliczen wymagane jest wyznaczenie wartosci A.Y dla kilku réznych stezen substanciji
wchodzacej w sktad rozpuszczalnika.

Funkcje przeniesienia wyrazone wzorem 28, moga zawiera¢ nieskonczong liczbe
cztondw, przy czym im wyzszy stopien wielomianu, tym wkiad tego cztonu mniej istotny. Do
opisu badanych uktadéw najczesciej wykorzystywane sg réwnania kwadratowe i
sporadycznie trzeciego stopnia. W przypadku badanych przeze mnie uktadow A.KQ byto
przedstawiane za pomocg wielomianu drugiego stopnia (réwnanie 29), zas w przypadku

A.V3: drugiego dla TMAO (réwnanie 30) i trzeciego dla pozostatych osmolitow (réwnanie 31).

AtKSQ = 2kABmB + 3kABBm§ (29)
AVY = 2vsmp + 3vuppm3 (30)
AVg = 2vapmp + 3vppmE + 4VapppMi (31)

Powyzej przestawitam podstawy teoretyczne dotyczgce badan oddziatywan w
uktadach trojsktadnikowych woda-osmolit-model tancucha biatkowego z wykorzystaniem
spektroskopii w podczerwieni i metod wolumetryczno-akustycznych. Sg to ukfady wazne,
gdyz by¢ moze zaleznosci w nich panujgce przektadajg sie na uktady bardziej

skomplikowane, co zamierzam sprawdzié.
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3.3. Badanie wybranych aspektow formowania sie widkien
amyloidowych

Jednym w procesow, w ktérym biatko ulega modyfikacji strukturalnej, jest proces
tworzenia sie¢ amyloidéw z biatka natywnego. Jest to proces samorzutny, ale wptyw na jego
przebieg i morfologie powstatych amyloidéw maja na przyktad osmolity [127—-132].

Amyloid to okreslony typ wydtuzonego, nierozgatezionego widkna biatkowego.
Ztozony jest z wielu (czesto tysiecy) uporzgdkowanych, powielonych motywoéw strukturalnych
peptydu. Na powtarzajgcy sie jednostke skiladajg sie fragmenty, ktére majg strukture B-kartek
(inaczej B-harmonijek), z ktorych kazda zawiera tysigce identycznych B-nici utozonych
rownolegle w odlegtosci ok 4,8 A (patrz rys. 10). Dwie B-kartki odlegte sg od siebie o okoto 6-
12A. Réznice w morfologii wiokien przejawiajg sie gtdwnie w ich dtugosci (od kilkuset
nanometréw do kilku mikrometrow), grubosci (7-10nm) czy skrecenia spiralnego (rys. 10)
[133-136].

Beta-kartki
‘//' ° ol W W
Odleglosé / \ \
miedzy
beta-nic¢mi /
Ve
1oAY

Odleglosc miedzy beta-kartkami

Rysunek 10. Po lewej: wtokno amyloidowe ztoZzone z beta-nici, po prawej: wtokna amyloidowe
powstate z beta-laktoglobuliny, réznigce sig iloScig skreconych ze sobg beta-nici.

Zainteresowanie zjawiskiem powstawania amyloidéw z tarcuchéw polipeptydowych
w ostatnim czasie gwattownie zwiekszylo sie, stajgc sie jednym z gidwnym tematéw badan
naukowcéw réznych dziedzin. Nagty wzrost ilosci badah poswieconym temu zagadnieniu
wynika m.in. z :
- powigzania tworzenia sie amyloidéw z chorobami neurodegeneracyjnymi takimi jak choroba
Alzheimer’a, ale rowniez innymi np. cukrzyca typu Il [137];
- potrzeby poznania mechanizmu formowania sie amyloidéw, jako jednej z form biatka, co
przyczyni sie do zwigkszenia wiedzy dotyczacej natywnych form biatek i peptydow;

- mozliwosci stworzenia nowej strategii leczenia;
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- checi pozyskania nowych nanomateriatdbw z innowacyjnymi i potencjalnie przydatnymi
wiasciwosciami [138].

Medyczne i biologiczne znaczenie amyloidéw jest znane od dawna, ale nowoscig jest
zastosowanie amyloidéw w tworzeniu nowych materiatéw. Na przyktad wiékna amyloidowe
mogg peti¢ role katalitycznego rusztowania, ktére przyspiesza przebieg reakgji
biochemicznych, srodka transportujgcego lub magazynujacego, ktoéry zawiera lub przekazuje
informacje genetyczne albo hormony [138]. Naukowcy z Cambridge pokazali, ze cienka
warstwa z fibryli amyloidowych jest nie tylko biologicznie kompatybilna, ale tez poréwnywanie
wytrzymata mechanicznie z warstwami stworzonymi z keratyny [139]. Proces tworzenia sie
widkien/agregatow jest powigzany z procesem rozpuszczania sie biatek. Rozpuszczalno$¢
peptydéw zalezy natomiast od ich struktury. Powyzej granicy rozpuszczalnosci peptydy
wytrgcajg sie w postaci krysztatdw, wtékien albo amorficznych agregatéw. Ze wzgledu na
morfologie wyréznia sie dwa typy agregatow: uporzadkowane (amyloidy bogate w struktury
beta) i nieuporzadkowane (amorficzne). Udowodniono, ze czesciowe rozwiniecie struktury
natywnej moze prowadzi¢ do tworzenia sie form uporzgdkowanych. Struktury przejsciowe,
pojawiajgce sie podczas procesu czesciowego rozwiniecia, majg wyeksponowane na
zewnatrz fragmenty hydrofobowe. W komorce, w roztworze wodnym hydrofobowe fragmenty
przyciggaja sie¢ prowadzac do utworzenia sie¢ amyloidéw. Proces powstawania amyloidéw
mozna podzielic na 3 gtdwne fazy: faze nukleacji, eleongacji i saturacji [140]. W fazie
nukleacji monomery ulegajg zmianom strukturalnym i tgczg sie tworzgc oligomery. Nastepnie
oligomery te ulegajg szybkiemu wzrostowi poprzez dodatek do nich kolejnych monomeréw.
Faza nukleacji jest niekorzystna energetycznie i zachodzi stopniowo, natomiast faza
wydtuzania jest procesem korzystniejszym energetycznie i zachodzi szybciej. Krzywa

kinetyczna tworzenia sie amyloidu moze by¢ przyblizona krzywg sigmoidalng (patrz rysunek

A

masa wiokien amyloidowych

wiokno amyloidowe

]

A
s Y Y
nukleacja wydtuzanie réwnowaga

Czas

Rysunek 11. Wykres przedstawiajgcy wzrost masy widkien w poszczegéinych fazach amyloidogenezy.

Kinetyka tworzenia sie amyloidu moze by¢ przyblizona krzywa sigmoidalng [193].
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11). Po poczagtkowym wolnym wzroscie widkien nastepuje nagly wzrost ich ilosci i dtugosci,

zakonczony fazg wysycenia, gdzie dtugosé i iloS$¢ witdkien jest juz praktycznie stata.

Przeksztatcenie sie biatka z jego stanu natywnego we widkno amyloidowe nastepuje
poprzez liczne stany przejsciowe wedtug réznych mechanizmow, co zostato przedstawione na
rys 13. Z reguty, zwiniete biatko musi sie rozwing¢, co najmniej czedciowo, tak by powstata
posta¢ czesciowo rozwinieta (B) lub catkowicie rozwinieta (A) [141-143]. Struktury rozwinigte
sg amyloidogenne ze wzgledu na odstoniecie grup hydrofobowych z tafncucha gtéwnego,
ktére w stanie natywnym schowane sg we wnetrzu biatka i oddziatujg ze sobg w stanie
zwinietym (rys. 14). Wczesne oligomery sg z reguty nieuporzagdkowane, gietkie, mato stabilne,
nie zawierajg struktury bogatej w beta-kartki, ktérymi charakteryzujg sie amyloidopodobne
oligomery (protofibryle M). Bez wzgledu na $ciezke powstania amyloidu, poczatkowe
agregaty majg zawsze te same cechy konformacyjne i nie wigzg sie¢ z barwnikami np. ThT, co
Swiadczy o braku beta-kartek w ich strukturze. Wraz z postgpem agregacji (np. Sciezka
B—J—M na rysunku 13) oligomery przeksztatcajg sie w formy stabilizowane beta kartkami
(protofibryle — M).

Reorganizacja ta obejmuje zwigkszenie rozmiaru, stabilnosci, upakowania,
zwiekszenie regularnosci wystepowania beta-kartek. Oligomery pre-amyloidowe petnig role
,zawigzkow” do tworzenia si¢ widkien, ktdre powstajg poprzez dotgczenie sie kolejnego
monomeru lub oligomeru pre-amyloidowego, rozrastajgc sie. Opisana wyzej, najbardziej
prawdopodobna $ciezka reprezentowana jest przez symbole C—A/B—I/J—-M—N na rysunku
13.

nieuporzadkowane nieuporzadkowane funkcjonalne
agregaty agregaty oligomery
E F G

! I |

biatko natywne
c

funkcjonalne
> wiokna

oS

postac rozwinieta postac czesciowo
A rozwinieta B

(I

>

krotkie fi
rotkie :Q“"E“W nieuporzadkowane biatke podobne
agregaty do natywnego
J K

nieuporzadkowane
agregaty
|

\ beta-kartki (protofibryle) <

agregaty bogate w

M

/

agregaty podobne do
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N

Rysunek 12. Schemat powstawania amyloidéw z biatka natywnego na podstawie [141].
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Istniejg doniesienia, ze osmolity majg duzy potencjat do ttumienia (lub zahamowania)
btednego pofatdowania, a co za tym idzie mozliwosci powstawania widkien biatkowych. W
literaturze przedmiotu udokumentowane jest zastosowanie osmolitow jako $rodkéw
terapeutycznych do leczenia kilku choréb zwigzanych z btednie pofatdowanym biatkiem [144—
146]. Warto zaznaczy¢, ze niektére osmolity przyspieszajg powstawanie wiokien Iub
agregatow z wybranych peptydéw. Jednym z biatek podatnych na agregacje jest lizozym,

ktory wykorzystatam w swoich badan.

Rysunek 13. Schemat przedstawiajgcy zmniejszajgce sie odstoniecie struktur hydrofobowych dla
rozpuszczalnika przypadajgce na liczbe monomeréw w procesie tworzenia sie wtdkien amyloidowych.
Fragmenty hydrofobowe zaznaczone na zielono, hydrofilowe na niebiesko, pomarariczowe punkty
wskazujg na ekspozycje czesci hydrofobowych czgsteczki wobec rozpuszczalnika wraz z
postepujgcym procesem amyloidogenezy na podstawie [194]

Zgodnie z mojg wiedzg dane literaturowe dotyczgce wptywu wykorzystanych przeze
mnie osmolitéw tj.: glicyny, N,N,N-trimetyloglicyny, n-butylomocznika i N,N,N’,N*-
tetrametylomocznika na proces formowania sie amyloidow z lizozymu sg bardzo ograniczone.
W pracach [147,148] stwierdzono, ze glicyna ma bardzo maty wptyw na formowanie sie
wiékien z HEWL i wykazuje wiasciwosci lekko hamujgce amyloidogeneze lizozymu. W
publikacji dotyczacej wptywu proliny na agregacje HEWL mozna natomiast znalez¢ fragment,
w ktérym autorzy przedstawiajg dane, z ktérych wynika, ze glicyna nie hamuje agregacji
rozfatdowanego lizozymu [149]. W literaturze poruszany jest szerzej wplyw osmolitéw takich
jak TMAO, prolina, glicerol i prostych weglowodanéw na ten proces.

Udowodniono, ze osmolity takie jak sarkozyna, prolina, TMAO i 4-hydroksy-L-prolina
hamujg powstawanie witokien z lizozymu [150]. Sarkozyna i 4-hydroksyprolina znaczgco
wydtuzajg poczatkowy etap elongacji. W obecnosci TMAO zauwazono wigksze
prawdopodobienstwo powstania amorficznych agregatéw. Badania pokazujg, ze osmolity
oddziatujg z biatkiem na etapie nukleacji i wydaje sie, ze etap ten jest kluczowym w

zahamowaniu powstawania widkien. Inny zespot wykazat, ze TMAO i glicerol przyspieszajg
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przemiany struktury nieuporzadkowanej w struktury beta-kartek, co jest niezbedne do
wytworzenia sie widkien [130] i co nie jest zgodne z [150]. Tej zmianie towarzyszy
natychmiastowe przeksztatcenie sie amorficznych agregatéw w jednolite globularne i zdolne
do nukleacji struktury. Zmiany w hydratacji B-amyloidéw wptywajg rowniez na koncowe etapy
tworzenia sie amyloiddw i sprzyjajg posredniemu przeksztafceniu sie protofibryli
(protowtokien) w dojrzate witékna obserwowane in vivo. Sugeruje sie, ze osmolity moga,
przynajmniej czesciowo, regulowa¢ formowanie sie amyloidéw poprzez stabilizowanie
niskoenergetycznych konformerdw, ktére sg niezbedne w szlaku amyloidogennym. Jest to
zgodne z obserwacjg, ze naturalnie wystepujgce osmolity organiczne hamujg przemiane
komorkowego biatka prionowego (PrP°) w proteazooporne i tworzace amyloidy biatko PrpS¢
zwigzanego z chorobami encefalopatycznymi. Podobng stabilizacje nieprawidiowo
sfatdowanych zmutowanych biatek transbtonowych w retikulum endoplazmatycznym przez
glicerol zaobserwowano dla transportera chlorkéw zwigzanego z mukowiscydozg [151,152] i
akwaporynami powigzanymi z cukrzycg nerczycowsg [153].

Powyzsze informacje mogg potencjalnie zosta¢ wykorzystane do stworzenia lub
rozwiniecia modeli komérkowych agregacji 3-amyloidéw i oceny czynnikéw modulujacych
tworzenie sie widkien. Terapia trehalozg okazata sie sukcesem w przypadku odwrécenia
efektow agregacji hungtingtyny w transgenicznym mysim modelu choroby Huntingtona [146].
Najwieksze sukcesy odniesiono w leczeniu choréb takich jak moczéwka prosta nerkowa,
rozedma piuc i przewlekta choroba watroby [153]. Wiekszos¢ do tej pory zbadanych
weglowodanéw wykazuje wtasciwosci wzmacniania fibrylogenezy albo na etapie powstawania
dojrzatych widkien albo poprzez zwiekszenie ilosci zarodkéw nukleacji, ale sg réwniez takie,
ktore ten proces hamujg.

Prowadzone s3g tez badania ukazujgce, ze ektoina, betaina, trehaloza i cyrulina
hamuja tworzenie sie amyloidéw z insuliny [154]. Zjawisko to wigze sie z potgczeniem efektu
zwiekszenia sie napiecia powierzchniowego roztworu z preferencyjng hydratacjg monomerow
insuliny w obecnosci osmolitéw, co przedstawione jest na rysunku 12.

Zdolno$¢ do opdznienia wystgpienia i spowolnienia procesu fibrylacji insuliny ma réwniez
prolina, ktéra w tym procesie jest skuteczniejsza od betainy i cyruliny [155]. Chociaz
wiadomo, ze osmolity kompatybilne stabilizujg stan natywny, wyniki wskazujg na
destabilizujgcy wptyw proliny na czesciowo zwiniete struktury i wczesne agregaty. W
eksperymencie tym dodatkowo stwierdzono réwniez, ze osmolity sg najskuteczniejsze w

zapobieganiu fibrylacji insuliny, jesli sg dodawane przed rozpoczeciem fazy wydtuzania.
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Rysunek 14. Schemat mechanizmu hamowania powstawania widkien amyloidowych insuliny w obecno$ci
wybranych osmolitow zaproponowany w [154].

3.3.1. Techniki pomiarowe wykorzystane w badaniu procesu
powstawania widékien

Ztozony proces agregacji biatka i tworzenia sie¢ widkien amyloidowych wymaga
rozwiniecia pakietu prostych technik badawczych, ktére pozwolg na wykrycie zmian
strukturalnych w réznych formach biatka. Wiasciwosci strukturalne i fizykochemiczne
agregatow najczesciej bada sie z wykorzystaniem spektroskopii fluorescencyjnej,
spektroskopii  dichroizmu kotowego, spektroskopii w podczerwieni, dynamicznego i
statycznego rozproszenia Swiatta, transmisyjnej mikroskopii elektronowej lub mikroskopii sit
atomowych. W badaniach in vitro najpopularniejszymi technikami do stwierdzenia obecnosci
widkien amyloidowych sg spektroskopia fluorescencyjna przeprowadzona w obecnosci
tioflawiny T, spektroskopia UV-VIS z czerwienig Kongo, transmisyjna mikroskopia
elektronowa i spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera. Techniki te nie sg nowe,
ale dla prostych i dobrze poznanych procedur znaleziono nowy obszar badan. W naszych
pomiarach zastosowaliSmy typowe techniki pomiarowe takie jak: dichroizm kotowy,
mikroskopia sit atomowych, spektroskopia fluorescencyjna, elektroforeza peptydowa SDS-
PAGE i badanie rozproszenie Swiatta przez makroczgsteczki.

A) Spektroskopia fluorescencyjna

Fluorescencja jest zjawiskiem emitowania Swiatta przez wzbudzony atom lub
czagsteczke, w ktérym Swiatlo wyemitowane jest o mniejszej energii niz wzbudzajgce, czyli

absorbowane przez atom (rys. 15). Intensywnos$¢ fluorescencji (przy niskich stezeniach) jest
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proporcjonalna do stezenia substancji emitujgcej. Przy wyzszych stezeniach
charakterystyczne jest zjawisko autowygaszania i nie jest zachowana liniowo$¢ zaleznosci
intensywnosci fluorescencji od stezenia. Spektroskopia wykorzystuje fluorescencje
bezposrednig czgsteczki lub wskaznika, ktory wigze sie ze specyficznymi fragmentami
badanej czgsteczki. Fluorescencja wtasna biatka jest staba, gdyz tylko dwa aminokwasy —
tryptofan i tyrozyna wykazujg wtasciwosci fluorescencyjne w zakresie fali wzbudzenia 280-
290 nm. W moich badaniach wykorzystuje wskaznik: tioflawine T (ThT). Barwnik ten wigze sie
z domenami bogatymi w beta-kartki, wykazujac fluorescencje. Czasteczka ta nalezy do grupy
rotorow molekularnych. Oznacza to, ze jej wzbudzenie jest powigzane z wewnatrz
molekularng rotacja, ktéra generuje transfer tadunku z czesci donorowej do czesci
akceptorowej. Wzrost fluorescencji nastepuje, gdy czasteczka tioflawiny T ma utrudniong
rotacje, co ma miejsce w srodowisku o wysokiej lepkosci badz, gdy zwigze sie ze sztywnym
uktadem np. wtdknem amyloidowym [156]. ThT jest czesto uzywana do obserwowania
kinetyki tworzenia sie oligomerdw, cho¢ stosowane sg tez inne barwniki takie jak: DCV — [4-
(dicyjanowinylo) julolidyna] czy FE — [4'- (dietyloamino) — 3- hydroksyflawon [157-160]. W
moich badaniach fluorymetria wykorzystywana jest do badania zmian w intensywnosci
fluorescencji wraz z przebiegiem procesu fibrylacji w prébkach biatka zawierajacych rézne
osmolity. Na rysunku 15 po prawej, pokazano réznice miedzy intensywnosci tta (roztworu
ThT) z biatkiem zawierajgcym struktury wigzgce ThT (ThT+widkna amyloidowe).
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= o M -~
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3 fali emisyjnej o
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Rysunek 15. Od lewej: zakresy dtugosci fali emisyjnej i absorpcyjnej we fluorescencji, po prawej:
Intensywno$¢ fluorescencji tta (samego ThT) i ThT zwigzanego z wtoknami amyloidowymi [195].

B) Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD)

Spektroskopia dichroizmu kotowego opiera sie na pomiarze rdéznicy absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego spolaryzowanego kotowo przez probke. Jesli wektor
fali elektromagnetycznej oscyluje wzdtuz jednej linii, wowczas takie fale nazywamy

spolaryzowanymi liniowo. O $wietle spolaryzowanym kotowo méwimy wtedy, gdy dwie fale
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spolaryzowane liniowo w dwoch réznych ptaszczyznach, skierowane w tym samym kierunku,
réznig sie od siebie fazg. Dichroizm kotowy to niejednakowa absorpcja prawego i lewego,

kotowo spolaryzowanego promieniowania (patrz rys.16).

Rysunek 16. Po opuszczeniu probki aktywnie optycznej fale prawo- i lewoskretna sg spolaryzowane
kotowo, réznig sie jednak fazg i amplitudg w wyniku czego fala spolaryzowana jest epileptycznie. .
[196].

Optycznie aktywne makroczgsteczki, takie jak biatka, wykazujg zréznicowanag absorpcje
Swiatta spolaryzowanego kotowo lewo i prawoskretnego. Pomiary CD wykonywane sg
najczesciej w zakresie swiatta widzialnego i nadfioletu, gdzie obejmujg przejscia elektronowe,
a takze w zakresie podczerwieni, gdzie dotyczg przej$¢ oscylacyjnych. Dichroizm kotowy
(CD) w dalekim ultrafiolecie (190-250 nm) jest giéwnie oparty na wzbudzeniu przejscia
elektronowego m— T* i n— T* w grupie amidowej. tancuch gtowny biatka tworzy
charakterystyczne struktury drugorzedowe takie jak alfa-helisy, beta-kartki i struktury
nieuporzadkowane. Dla a-helisy obserwuje sie maksimum przy 190 nm oraz minimum przy
208 nm (patrz rys 17). Konformacja B-kartkowa charakteryzuje sie maksimum przy ok. 195
nm oraz pojedynczym minimum przy 216 nm, z kolei dla struktury nieuporzadkowanej typowe
jest pojedyncze minimum przy ok. 195 nm i rozmyte maksimum przy ok. 215 nm. llosciowa
analiza widm CD dostarcza informacji o zawartosci poszczegolnych frakcji struktury
drugorzedowej [161-163]. W ostatnich dziesiecioleciach zaproponowano wiele ulepszonych
algorytméw opartych na wyborze zmiennych czy rozktadzie znormalizowanego widma.
Technika ta jest tatwa w uzyciu, ale pokazuje usredniony wynik dla duzej liczby oligomerdw,
dlatego nie jest mozliwe przypisanie réznic w strukturze amyloidéw wystepujgcym w jednej
probce. Dodatkowo iloSciowe okreslenie zawartosci beta-kartek jest szczegdlnie trudne, ze
wzgledu na duze morfologiczne i spektralne zréznicowanie beta-kartek, dlatego w moich
pomiarach CD wykorzystywane jest fgcznie z m.in. ze spektroskopig fluorescencyjna.
Dichroizm kotowy umozliwia sledzenie zmian w udziale alfa-helis i beta-kartek w tworzonych
obiektach w trakcie procesu fibrylacji. O tworzeniu sie widkien swiadczy wzrastajgcy udziat
beta-kartek i zmniejszajgcy sie udziat alfa-helis w ukfadzie. Na rysunku 17 przedstawiono

widma CD charakterystyczne dla struktur drugorzedowych.
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Rysunek 17. Widma CD dla alfa-helis, beta-kartek i struktur nieuporzgdkowanych na podstawie [197].

C) Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Mikroskopia sit atomowych jest nowoczesng technika umozliwiajgca obrazowanie i
badanie wifasciwosci fizyko-chemicznych (m.in. tarcia, adhezji, rozktadu tadunku
elektrostatycznego, przewodnos$ci elektrycznej) powierzchni analizowanych materiatéw w
trzech wymiarach na poziomie rozdzielczosci pojedynczych nanometréw [164—-167]. AFM jest
technikg mikroskopowg, w ktorej ramie sondy zakonczonej ostrg igta skanuje powierzchnie
probki (patrz rys. 18). Oddziatywania iglty z powierzchnig prébki zmieniajg rozkitad sit
przytozonych do ramienia, co powoduje odginanie sie igty. Ugiecie lub zmiana w przytozonej
sile jest mierzona dzieki odbiciu sie wigzki lasera od czujnika. Zmiany w ugieciu igly sg
wykorzystywane do stworzenia mapy powierzchni prébki, zawierajgcej informacje o topografii,
wilasciwosciach fizycznych, magnetycznych czy chemicznych powierzchni. Rozdzielczo$¢
jakg mozna uzyska¢ w pomiarach AFM zalezy od wielkosci i rodzaju uzytego tipa, rodzaju i
chropowatosci prébki, trybu obrazowania, ale jest zazwyczaj mniejsza niz 10 nm szerokosci i

do 1 nm wysokosci.
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Rysunek 18. Po lewej: budowa mikroskopu AFM, po prawej: przyktadowe obrazy amyloidéw
uzyskane przez AFM z biatka rMoPrP na podstawie [168]

Rodzaj informacji uzyskanej z mikroskopii sit atomowych zalezy od trybu pracy mikroskopu.
Aby zbadaé rozmiar i ksztatt amyloidow oligomerowych zazwyczaj uzywa sie trybu
kontaktowego Ilub kontaktu przerywanego [164,167,168]. W trybie kontaktowym
wykorzystywane sg réznice w oddziatywaniach pomiedzy powierzchnig a igltg, co wplywa na
ugiecie tej ostatniej i umozliwia stworzenie obrazu topograficznego. Igta skanuje powierzchnie
na pewnej wysokosci. Odlegtos¢ miedzy ostrzem a atomami badanej probki jest mniejsza niz
0,1 nm i igta naciska na powierzchnie z sitg rzedu 107-10""N. Tryb kontaktu przerywanego
charakteryzuje sie tym, ze ramie oscyluje w (lub blisko) czestotliwosci rezonansowej, czyli w
przedziale wartosci 50-500 kHz. Inaczej mowigc powierzchnia probki jest ,opukiwana” przez
ostrze. Obserwowanie amplitudy wibracji umozliwia zebranie informacji o uksztattowaniu
powierzchni probki. Tryb kontaktu przerywanego ma tg przewage nad trybem kontaktowym,
ze igta nie dotyka praktycznie powierzchni prébki, a co za tym idzie nie ulega ona
zniszczeniu. Dzigki obrazom uzyskanym w pomiarze mozna stwierdzi¢ obecnos$¢ widkien
amyloidowych lub innych struktur np. oligomeréw i ich morfologie (dtugosé, $rednice,

rozgatezienia), ilos¢ obiektow biatkowych i ich zréznicowanie.
D) Rozproszenie swiatta przez roztwory makromolekut

Technika statycznego rozproszenia $wiatta jest czesto stosowana do
charakteryzowania agregatéw biatkowych o $rednicach od kilku nhanometréw do mikrometrow
oraz do monitorowania procesu agregacji biatek [169—-173]. Wigzka monochromatycznego
promieniowania oswietla ciekta probke. Wektor elektryczny fali padajacej indukuje zmienne
dipole elektryczne w elementach uktadu, ktére z kolei stajg sie zrédtem wtérnych fal

elektromagnetycznych o tej samej dtugosci. Czgstkowe fale, rozproszone przez poszczegdlne
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elementy w punkcie obserwacji, naktadajg sie wzajemnie. Jesli wszystkie elementy sg
optycznie jednorodne (majg te samg wartoS¢ wspotczynnika zatamania swiatta), to taki
osrodek rozprasza promieniowanie tylko w kierunku fali padajgcej. Rdznice we
wiasciwosciach optycznych elementéw sg warunkiem pojawienia sie promieniowania
rozproszonego pod innymi katami. Kiedy monochromatyczna wigzka $swiatta pada na roztwor
zawierajacy makroczgsteczki, Swiatto rozprasza sie we wszystkich kierunkach zaleznie od
stosunku dtugosci fali swiatta do $rednicy czasteczki. Intensywnos¢ sygnatu rozpraszanego
Swiatta zalezy od ksztattu, masy czasteczkowej i stezenia zwigzkdw w roztworze. Detektory
rozpraszania Swiatta sg szczegdlnie wrazliwe na wykrywanie duzych agregatow, nawet jesli
wystepujg one w matych iloSciach. Intensywno$¢ $wiatta w rozpraszaniu Swiatta, jest
usredniona czasowo, co dostarcza informacji o stopniu agregacji biatka. Wieksza
intensywno$¢ rozproszenia oznacza wigkszy stopien agregacji. W trakcie prowadzonych
badan opisywanych w niniejszej pracy dokonywano pomiaru gestosci optycznej dla dtugosci
fali 350 nm. Proces detekcji szczegdtowo opisano w punkcie 4.1.3. w czesci

eksperymentalnej rozprawy.

E) Rozdziat elektroforetyczny prébek biatka

Przedtuzona ekspozycja biatka na trudne warunki moze prowadzi¢ do
niepozadanych reakcji (gtéwnie degradaciji), ktére nie sg gtdbwnym obiektem zainteresowan
moich badan. Aby oceni¢ skale tego zjawiska przeprowadza sie elekiroforeze zelowg w
warunkach denaturacji (elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w obecnosci surfaktatantu
anionowego: SDS- siarczan dodecylu sodu, SDS-PAGE). Technika ta pozwala miedzy innymi
na monitorowanie sktadu mieszaniny biatek, kontrole ich czystosci, oznaczanie masy
czgsteczkowej czy okredlenie punktu izoelektrycznego biatka. Do analizy polipeptydéw
stosowane sg zele poliakrylamidowe. Polimer ten charakteryzuje sie duzg wytrzymatoscig
mechaniczng, jest pozbawiony tadunkéw, a tworzona przez niego struktura moze
charakteryzowaé¢ sie réoznym stopniem usieciowania. Czasteczki o wymiarach matych w
stosunku do wielkosci poréw zelu migruja fatwo, natomiast bardzo duze czgsteczki pozostajg
prawie nieruchome. SDS jest silnym detergentem anionowym i niszczy oddziatywania
niekowalencyjne, decydujgce o przestrzennej strukturze makroczasteczki. Przygotowanie
probek do analizy czesto wymaga dodatku, oprécz SDS, substancji redukujgcej i denaturacji
termicznej (95-100°C). Czynnik redukujgcy (np. ditiotritol, 2-merkaptoetanol) odpowiada za
rozpad mostkéw disiarczkowych, co prowadzi to do powstania struktury liniowej. Przed i w
trakcie elektroforezy biatka ulegajg dysocjacji i denaturacji w obecnosci SDS, ktory taczy sie z

biatkami w stosunku masowym 1,4:1 (SDS:biatko). Dzieki taczeniu sie biatka z SDSem w
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specyficzny sposob, biatko przejmuje wypadkowy ujemny fadunek bez wzgledu na diugosc
makroczasteczki. W efekcie dziatania powyzszych czynnikow, biatka poruszajg sie w zelu w
kierunku elektrody dodatniej (anody) z szybkoscig zalezng jedynie od ich wielkosci (rysunek
19). Ruchliwos$¢ frakcji biatkowych w polu elektrycznym jest wprost proporcjonalna do
logarytmu masy czgsteczkowej. Do rozdziatu biatek potrzebny jest bufor elektroforetyczny
(najczesciej uktad tris-glicyna, inaczej uklad Leammli’ego). W uktadzie rozdzielajgcym stosuje
sie zel zatezajacy (pH=6,6) i zel rozdzielajgcy (pH=8,8). Dzieki elektroforezie zelowej
jestesmy w stanie stwierdzi¢ czy wystepujg réznice w procesie degradacji HEWL w obecnosci

réznych osmolitéw i roznych stezen dodatku.
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Rysunek 19. Prazki powstate na ptytce wskazujg na mase czgsteczkg obiektow obecnych w badanym
roztworze [174].

3.4. Pomiar temperatury denaturacji biatka za pomocq techniki
roznicowej fluorymetrii skaningowej w nanoskali (nanoDSF)

Najczesciej stosowang technikg do badania przejs¢ fazowych w ukladach
biologicznych np. z biatkiem jest réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC). Pomiar
temperatury denaturacji biatka za pomocg DSC jest dlugi i umozliwia wykonanie pomiaru dla
jednej probki dziennie. Do badania stabilnosci termicznej biatka mozna wykorzysta¢ réwniez
spektroskopie CD, ale technika ta jest lepiej opracowana do badania stabilnosci biatka w
statej temperaturze. Ze wzgledu na szybkos¢ i prostote pomiaru technika réznicowej
fluorymetrii skaningowej w nanoskali (nanoDSF) wydaje sie konkurencjg dla szeroko
wykorzystywanej kalorymetrii DSC. Dodatkowym utatwieniem jest wykorzystanie w tym
pomiarze jednorazowych kapilar (o objetosci mniejszej niz 10ul), dzieki temu mozliwe stato
sie zmierzenie temperatury denaturacji lepkich roztworéw biatka, ktére byty bardzo trudne do
usuniecia z ciezko dostepnych celek w kalorymetrze DSC. Technika nanoDSF wykorzystuje
wewnetrzng fluorescencje biatka zawierajgcego tryptofan albo tyrozyne, wiec niepotrzebny

jest dodatkowy barwnik zewnetrzny. Probke poddaje sie dziataniu promieniowania UV o

40


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

dtugosci 280 nm i mierzona jest intensywnos$¢ fluorescencji przy 350 nm i 330 nm. Podczas
pomiaru zwiekszana jest temperatura probki z okreslong szybkoscig i rejestrowany jest
stosunek intensywnosci fluorescencji przy 350 nm do intensywnosci fluorescencji przy 330
nm (F350/F330). Punkt przegiecia na wykresie zaleznosci stosunku intensywnosci:
(F350/F330) od temperatury jest temperaturg denaturacji biatka — Tm. Dla lepszego
zobrazowania wynikéw pomiaréw mozna je przedstawi¢ w postaci pierwszej pochodnej
(F350/F330) po temperaturze, czyli ( d(F350/F330)/9(T) ).

41


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

4. Czes¢ eksperymentalna

4.1. Przygotowanie roztworéw oraz warunki przeprowadzanych

badan

Ze wzgledu na szeroki zakres stosowanych technik konieczne byto stworzenie dla

kazdej z nich odpowiedniej procedury przygotowania probki do pomiaru. W tabeli 3

zestawiono wszystkie uzyte odczynniki chemiczne wraz z ich specyfikacja.

Tabela 3. Odczynniki wraz z ich pochodzeniem i czystos$cig wykorzystywane w pracy eksperymentalnej.

. . Masa . Czystosc
Odczynnik Wzébr sumaryczny molowa /(g-mol'1) Zrodto % wagowy
N-metyloacetamid (NMA) C3H/NO 73,09 Aldrich Chemicals 299%
Glicyna C,HsNO, 75,07 Sigma 299%
N, N, N-trimetyloglicyna CsHy1NO, 117,15 Alfa Aesar 299%
Tauryna C,H/NOsS 125,15 Alfa Aesar 99%
N,N,N-tlenek trimetyloaminy " ~909
dwuwodny (TMAO) (CH3)sNO*2H,0 111,14 Fluka 299%
n- butylomocznik CsH12N0O 116,16 Fluka 299%
T™MU CsH12N0 116,16 Sigma-Aldrich 99%
lizozym - 14,4 kDa Fluka -
Kwas chlorowodorowy HCI 36,46 POCH SA -
Chlorek sodu NaCl 58,44 VWR 99,9%

4.1.1. Pomiary oddzialywann w uktadach tréjsktadnikowych woda-osmolit-NMA na

podstawie widm IR

Wszystkie roztwory zostaty przygotowane wagowo z wykorzystaniem wody

dejonizowanej. Ze wzgledu na réznice w rozpuszczalnosci osmolitdow, przygotowane stezenia

roztworéw osmolitéw w wodzie wynosity okoto:

e dla n-butylomocznika i N,N,N’,N*-tetrametylomocznika: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mol/kg H2O.
e dla glicyny i N,N,N-trimetyloglicyny: 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0 mol/kg H20.
e dla TMAO: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mol/kg H20.
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Koncowa seria roztwordw, ktorych widma IR zostaty zmierzone zawieraty rowniez
N-metyloacetamid, ktérego stezenia byty rézne i zawieraly sie w zakresie stezen od 0 do 1
mol NMA/kg wody z osmolitem. Zmierzone widma ATR-FTIR kazdego roztworu stanowity
baze danych, na podstawie ktérych mozna byto ekstrapolowaé widma do okreslonych stezen,
tak by w kazdej serii, stezenie ktéregos z dodatku byto state.

Widma FTIR zmierzono za pomocg spektrometru Nicolet 8700 (Thermo)
wyposazonego w sze$cioodbiciowg przeptywowg przystawke ATR z krysztatem germanu
(Specac). Temperatura podczas pomiaréw utrzymywana byta na poziomie 25+0,1 °C dzieki
kontrolerowi temperatury (Specac). Kazde widmo jest usrednionym wynikiem 512 skanow
wykonanych z rozdzielczoscig 2 cm™. Zrédto EverGlo spektrometru pracowato w trybie turbo
podczas pomiarow. Spektrometr i przystawka ATR byly omywane azotem w celu
zlikwidowania wptywu pary wodnej na rejestrowane widma. Wszystkie widma ATR poddano

analizie wykorzystujac program OMNIC (Thermo Scientific).
4.1.2.  Pomiary wolumetryczne i akustyczne

W celu zmierzenia gestosci i szybko$ci rozchodzenia sie dZzwieku przygotowatam
szereg wodnych roztworow analizowanych zwigzkéw o stezeniach mieszczacych sie w
przedziale od ok. 0,05 do 0,5 mol substancjikg wody. W badaniach uktadow
trojsktadnikowych przygotowatam szereg roztwordw osmolitu rozpuszczonych w wodnym
roztworze NMA. Do tej czesci badan wykorzystatam TMAO pozbawione wody, ze wzgledu na
potrzebe zachowania statego stezenia NMA w uktadach tréjsktadnikowych. Dwuwodny N-
tlenek trimetyloaminy poddatam suszeniu przez 13h w temperaturze 50°C i przy cisnieniu
okoto 30 inHg. Temperatura topnienia TMAO*2H,O wynosita 98°C, a bezwodnego 227-
230,6°C.

Bardzo wazne byto odpowiednie odgazowanie i czysto§¢ wykorzystywanej wody.
Wykorzystatam wode dejonizowang, przed przygotowaniem roztwordow gotowano przez okoto
20 minut pod zmniejszonym cisnieniem.

Stezenia osmolitu mieszczg sie w przedziale od ok. 0,05 do 0,35 mol substancji/kg
rozpuszczalnika, a zawartos¢ NMA w danej serii jest stata i wynosi okoto 2, 4, 6 lub 8 mol/kg
H20.

Wszystkie roztwory zostaty przygotowane wagowo, z uzyciem wagi analitycznej
(Radwag WAA 40/160/X/1, Polska) z precyzjg 0,01 mg. Standardowa niepewnosc¢
wyznaczenia molalnosci roztworu jest zdeterminowana gtéwnie przez czysto$¢ odczynnikow
(ktdéra dla wszystkich uzytych zwigzkéw wynosi 99%) i miesci sie w zakresie od 0,0035-0,080

mol/kg w zaleznosci od stezenia roztworu.
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Do zmierzenia gestosci i szybkosci dzwieku uzyto aparatu Anton Paar DSA 5000 M.
Precyzja wykonania pojedynczego pomiaru gestosci wynosi 0,05:10° kg/ms, a pomiaru
szybkosci dzwieku 0,5 m/s (przy czestotliwosci 3MHz). Pomiary przeprowadzono dla kazdego
roztworu w temperaturze (288,15, 298,15 i 308,15) K z doktadnoscig wartosci temperatury do
0,01 K. Pomiary zostaty wykonane w trakcie mojego pdttoramiesiecznego pobytu naukowego
na Uniwersytecie todzkim, Katedra Chemii Fizycznej. W wyniku podziatu prac ustalono, ze
bede odpowiedzialna za przygotowanie wszystkich probek do pomiaréw a bezposrednio

pomiar wykona pracownik UL (dr Magdalena Tyczynska).
4.1.3.  Pomiary tworzenia sie wtékien amyloidowych z HEWL w obecnosci osmolitu

Lizozym z biatka jaja kurzego (Fluka, Cat. No. 62971) oczyszczono z moggcych tam
wystepowac soli, poprzez przeprowadzenie dializy i liofilizacji wedtug schematu: lizozym
rozpuszczono w dejonizowanej wodzie do stezenia okoto 0,3 g/ 1 ml i dializowano z czysta
wodg przez 24h w temperaturze okoto 4+1°C. Oczyszczone biatko liofilizowano przez 48h.
Membrana dializacyjna: Sigma-Aldrich, szerokosci: 33 mm, odciecie MW 11124

Roztwory lizozymu z osmolitem przygotowatam poprzez zmieszanie ze sobg dwdch

roztworéw bazowych Ai B (tabela 4)

Tabela 4. Charakterystyka roztworéw wyjsciowych do otrzymania roztworéw biatka z dodatkiem osmolitu
o ustalonym pH i sile jonowej.

Roztwor A B
Stezenie Sita Stezenie Stezenie Sita
parametry lizozymu pH jonowa lizozymu osmolitu pH jonowa
[mg/ml] [mM] [mg/ml] [mM] [mM]
BU
25 2 200 25 500 2 200
T™MU
GLY
25 2 600 25 400 2 600
BET

Roztwory A i B przefiltrowatam jednokrotnie z wykorzystaniem filtru strzykawkowego
(Minisart Cat. No. 16553) o S$rednicy poréow 0,1 uym i wymieszatam w odpowiednich
proporcjach otrzymujgc nastepujgce roztwory:

- dla n-butylomocznika i N,N,N’,N-tetrametylomocznika — roztwory zawierajgce: 0 mM, 50
mM, 250 mM i 500 mM dodatku osmolitu, 25 mg/ml HEWL, o pH=2 i sile jonowej= 200 mM,

- dla glicyny i N,N,N-trimetyloglicyny — roztwory zawierajgce: 0 mM i 400 mM dodatku
osmolitu, 25mg/ml HEWL, o pH=2 i sile jonowej= 600mM.
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Glicyna i betaina to zwigzki wystepujgce pod postacig jonéw obojnaczych, co oznacza, ze
reagujg z kwasem solnym, za pomocg ktérego ustawia sie pH=2 w wyzej wymienionych
roztworach. W zwigzku z tym uzyskanie pH=2 dla roztwordéw zawierajgcych aminokwasy
wymaga dodatku wiekszej ilodci kwasu, a wiec sita jonowa roztworéw zwigksza sie do ponad
500 mM, co przyblizytam do 600 mM poprzez dodatek NaCl. W pierwszej wersji pomiaréw
stabilizatorem wybranym do badan byta tauryna, ktorej rozpuszczalnosc¢ jest niska i wynosi
0,4 M. Aby moc porownywacé wyniki miedzy sobg, zdecydowatam, ze wszystkie stabilizatory,
bedg mierzone w zakresie stezen do 0,4 M. Ostatecznie okazato sie, ze ciekawszym
obiektem badan jest betaina, ktéra zastgpita tauryne w tych badan, ale stezenia osmolitéw
stabilizujgcych pozostaty na poziomie 0,4 M.

Sledzenie procesu tworzenia sie widkien polegato na jednoczesnym poddawaniu
badaniom roztworéw zawierajgcych jeden wybrany osmolit o réznym stezeniu (tzw. jedna
seria pomiarowa). Zestaw sktadajacy sie z 4 prébek lizozymu o stezeniu okoto 25 mg/ml wraz
z 4 réznymi stezeniami dodatku inkubowano w tazni wodnej (GFL 1086) w temperaturze
45,0+0,1°C z wytrzgsaniem (121-125 min"1) przez 10 dni. Pomiary wykonano dla roztworow w
dniu ich przygotowania oraz kilkukrotnie w ciggu catego czasu ogrzewania. W zaleznosci od
metody badawczej inkubowane probki rozcienczano do odpowiednich stezen biatka (mg/ml)
AFM: 0,15; CD: 3; elektroforeza: 3, turbidymetria 25 i fluorescencja 0,08. W temperaturze
3°C przechowywano zestaw prébek sktadajgcy sie z: 4 roztworéw biatka o stezeniu 25 mg/ml
bez lub wraz z osmolitem w 3 stezeniach, a takze 4 probki tta, w ktorych nie byto lizozymu i

réznity sie od siebie stezeniem osmolitu.

A) Spektroskopia fluorescencyjna

Analizowane roztwory przygotowano w buforze PBS (10mM buforu fosforanowego PBS, 150
mM NaCl, pH = 7,0). Jako wskaznik uzyto tioflawine T - ThT (Sigma-Aldrich Cat. No. T3516),
ktorego stezenie wynosito 9,5 uM, stezenie biatka zas 0,08 mg/ml. Widma zmierzytam na
spektrofluorymetrze FP-8300 JASCO w zakresie 460-550 nm przy dtugosc fali wzbudzenia
440 nm, Ex bandwidth: 5 nm, Em bandwidth: 10 nm. Pozostate parametry pomiaru to:
szybkos$¢ skanowania wynoszgca 200 nm/min, odpowiedz: 50 msec. Dla kazdego roztworu
rejestrowano 5 lub 6 powtdrzen i usredniano je. Napiecie na fotopowielaczu ustawitam na
370V.

B) Dichroizm kotowy (CD)
Prébka roztworu biatka zostata rozcienczona za kazdym razem filtrowang wodg do stezenia
0,15 mg lizozymu /ml. Dokfadne stezenie biatka okreslono za pomocg spektroskopii UV-VIS.
Widma CD zostaly zmierzone za pomoca spektropolarymetru Jasco J-815 w zakresie UV

(193-260 nm). Skany wykonywano z szybkoscig 50 nm/minute i krokiem 0.2 nm w jednostce
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milistopnia (mdeg). Dtugos¢ optyczna wynosita 1 mm. Analizie poddano wartosci bedace
réznicg sygnatu badanego roztworu i roztworu tta (tj. probki bez dodatku biatka). Wykonano
po 6 skanow dla kazdego roztworu. Otrzymane widmo zinterpretowano za pomoca algorytmu
CDSSTR, set 7 udostepnionego przez Wydziat Krystalografii, Uniwersytetu Londynskiego pod
adresem www.dichroweb.crtst.bbk.ac.uk [175,176].

C) Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Na Swiezo odstonietg powierzchnie miki naniesiono 20 pl roztworu biatka (rozcienczonego
wodg do stezenia 0,015 mg lizozymu/ml). Po 5 minutach powierzchnia miki zostata
przeptukana dwoma porcjami (2x50 pl) filtrowanej wody (filtru strzykawkowy Minisart Cat. No.
16553, 0,1 pm). Prébki nastepnie suszono przez 3-4 dni w eksykatorze nad P20s i
przechowywano nad zelem krzemionkowym. Skany powierzchni wykonatam przy uzyciu
mikroskopu Nanosurf Easyscan 2 w trybie kontaktowym. Pomiary przeprowadzitam na
obszarze skanowania o rozmiarze 9x9um z rozdzielczo$cig 512x512 px i z sitg nacisku 20nN.
Woyniki analizowatam w programie Gwyddion 2.50.

D) Spektroskopia UV-VIS
Spektroskopia UV-VIS zastosowana jest do obliczenia stezenie biatka w prébkach
wykorzystywanych do pomiarow CD. Widma absorpcyjne UV-VIS zmierzono na
spektrofotometrze Thermo Evolution 300. Stezenie biatka wyznaczono mierzgc absorbancje
dla dtugosci fali 280 nm i wykorzystujgc wspétczynnik ekstyncji: € = 2,65 dm®g 'cm™" . Dla

kazdej prébki wykonano 3 skany, ktére usredniono.

E) Rozpraszanie Swiatta przez makroczgsteczki
Gestosé optyczng mierzono przy dtugosci 350 nm przy uzyciu spektrofotometru Thermo
Evolution 300. Stezenie biatka w probkach wynosito 3 mg/ml. Dlugo$¢ drogi optyczne;j
wynosita 1 cm. Kuwete wyposazono w mieszadio, zaprojektowane i wykonane w Katedrze

Chemii Fizycznej PG. Dla kazdej probki zebrano 10 skanéw i usredniono je.

F) Elektroforeza zelowa (SDS-PAGE)
Elektroforeze na zZelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS przeprowadzono w obecnosci
Tris-trycyny. Marker: firmy Thermo Fisher Cat. No. 26628; the Spectra Multicolor Low Range
Protein Ladder 1.7 to 40 kDa. Barwnik: Coomassie Brilliant Blue G250
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Ze wzgledu na koniecznos¢ wykonania wszystkich pomiaréw w tym samym czasie,
niemozliwe byto wykonanie ich wszystkich przeze mnie, dlatego ponizej podaje szacunkowe
wartosci mojego udziatu w pomiarach:

e przygotowanie roztworow do inkubacji i rozcienczenie ich do stezenia biatka 3mg/ml

— 100% mojego udziatu,

e spektroskopia fluorescencyjna — 100% mojego udziatu,
e spektroskopia dichroizmu kotowego — wszystkie pomiary wykonane przez dr Danute

Augustin-Nowackg na Uniwersytecie Gdanskim,

e AFM - przygotowanie prébek — dr inz. J.Wawer , pomiary mikroskopowe — 80%
mojego udziatu,

e  spektroskopia UV-VIS — wszystkie pomiary wykonane przez dr inz. J. Wawera,

e statyczne rozproszenie Swiatla- wszystkie pomiary wykonane przez dr inz. Joanneg

Krakowiak.

e celektroforeza zelowa SDS-PAGE- wszystkie pomiary wykonane przez dr inz.

Marcina Olszewskiego z PG,

4.1.4. Pomiary nanoDSF

Przygotowano cztery zestawy wodnych roztwordw:

. glicyny/ N,N,N-trimetyloglicyny/ tauryny o sile jonowej okoto 600 mM, pH=2, stezeniu
lizozymu 25 mg/ml i stezeniu osmolitu do 0,4M dla tauryny i do 0,5M dla glicyny i jej
pochodnej,

. n-butylomocznika / N,N,N’,N’-tetrametyomocznika o sile jonowej okoto 200 mM,
pH=2 i stezeniu lizozymu 25 mg/ml i stgezeniu osmolitu do 0,5M,

. TMAO o sile jonowej okoto 500 mM, pH=2, stezeniu lizozymu 25 mg/ml i stezeniu
osmolitu do 0,5 M,

o lizozymu o stezeniu 25 mg/ml, pH=2 i silne jonowej w zakresie od 50 mM do 600
mM.

Do zmierzenia temperatury denaturacji wszystkich roztworéw wykorzystano aparat
nanoDSF (Prometheus NT 48, Nanotemper). Przed pomiarem probki inkubowano przez 2h w
temperaturze pokojowej. Badania przeprowadzono w przedziale temperatury od 20 do 90°C
przy szybkosci zmian temperatury 2°C/min. Probke poddano dziataniu promieniowania UV o
dtugosci 280 nm i zmierzona intensywno$¢ fluorescencji przy 350 nm i 330 nm.

Analiza statystyczna

e wszystkie odchylenia standardowe zostaty oszacowane z wykorzystaniem wzoru:
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2 = x)?
7= n—1

gdzie: x; — wartosci eksperymentalne, X - warto$¢ srednia, n — liczba wynikow,

wszystkie wspotczynniki regresiji liniowej obliczono metodg najmniejszych kwadratow
w programie Excel,

stopien wielomianu aproksymujgcego ustalano na podstawie wynikéw testu chi-
kwadrat [177],

wyniki zaokraglano adekwatnie do warto$ci niepewnosci.
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5. Wyniki badan i ich dyskusja

Ze wzgledu na duzg ilo$¢ informacji zawartej w tabelach lub na wykresach w tej
czesci czesto uzywane bedg skroty nazw zwigzkéw chemicznych:

° HEWL: lizozym z biatka jaja kurzego,
o GLY: glicyna,

. BET: N,N,N-trimetyloglicyna,

. BU: n-butylomocznik,

. TMU: N,N,N’,N-tetrametylomocznik.

5.1. Spektroskopia w podczerwieni uktadow tréjsktadnikowych woda-
NMA-osmolit

NMA zaburza w dosy¢ charakterystyczny sposoéb tylko trzy czasteczki wody [79]. Z
pomocg obliczen kwantowo-mechanicznych udato sie ustali¢, ze czasteczkami zaburzonymi
wody s3a gtownie te, ktore oddziatujg z grupami funkcyjnymi NMA. To one beda
prawdopodobnie w pierwszej kolejnosci reagowaty na zmiany spowodowane potencjalnym
oddziatywaniem NMA z innymi czgsteczkami. Pozostate czgsteczki wody ze sfery
hydratacyjnej NMA posiadajg wtasciwosci zblizone do wody czystej. Niewielka wrazliwos¢
czgstek NMA na oddziatywania, takze z silnymi elektrolitami, moze by¢ zatem efektem duzej
tatwosci tej czasteczki w dopasowywaniu sie do sfery hydratacyjnej oddziatujgcego partnera.
Oddziatywania z jonem fosforanowym stanowig skrajny przyktad takich oddziatywan, gdyz jon
fosforanowy posiada olbrzymia, prawie w catosci zaburzong pierwszg sferge hydratacyjng i
jakiekolwiek zmiany dotyczace jednej otaczajgcych go czasteczek wody, przenoszg sie na
pozostate czgsteczki wody [90]. NMA ze wzgledu na swdj rozmiar i tylko trzy czasteczki wody
zaburzonej (w dodatku bedacych od siebie w duzym stopniu niezaleznych: dwie czasteczki
przy grupie karbonylowej C=0, jedna czasteczka przy grupie aminowej N-H), moze
swobodnie dopasowa¢ sie do partnera bez znaczacych zmian w strukturze swoje zaburzonej
sfery hydratacyjnej. Uzyskane wyniki Swiadczg o tym, ze te spostrzezenia mozna przenies¢
takze na przedstawione uktady. Brak jest silnych dowodéw na zmiany w obrebie struktury
oscylacyjnej NMA, ktére moglyby $wiadczy¢ o silnych bezposrednich oddziatywaniach amidu
z badanymi czgsteczkami. Zmiany te dotyczg w duzej mierze partnera oddziatywania oraz
czgsteczek wody.

Na kazdym wykresie 20-22 niebieska linia to widmo czystego sktadnika, a czerwone
to widmo zmiennosci, czyli widmo podsumowujgce najwazniejsze zmiany spowodowane tylko
zmiang jego stezenia. Widmo zmiennos$ci otrzymuje sie odejmujgc widmo molowe zwigzku
odpowiadajgce najnizszemu stezeniu od widma molowego o stezeniu najwyzszym danego

zwigzku. Kolejne widma (zielone, pomaranczowe, btekitne itd.) to wyizolowane czynniki, ktére
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podlegaja analizie. Rysunek gérny to widma osmolitu z faktorami z serii wyizolowanych widm
danego osmolitu (bez obecnosci NMA), dolny to widma NMA z faktorami z serii
wyizolowanych widm NMA (bez udziatu osmolitu).

Analiza badanych uktadéw polega gtéwnie na przesledzeniu czy ktéres widmo
czynnikdw odtwarza widmo zmiennosci (co swiadczy o braku oddziatywah pomiedzy
czgsteczkami osmolit-NMA) lub czy pojawiajg sie w nim dodatkowe pasma, niewidoczne na
zadnych innych widmach (co moze oznacza¢ wystepowanie oddziatywan miedzy NMA i
osmolitem). Nalezy pamigtac, ze niektore widma faktoréw mogg pojawi¢ sie zaréwno na

wykresach gérnych — widmach osmolitu jak i dolnych — widmach NMA.

Na rysunku 20 po lewej przedstawiono wyniki badan spektroskopowych dla uktadow
NMA-N,N,N-trimetyloglicyna-woda. Na gérnym rysunku okofo liczby falowej: 1500 cm™ i
1350cm™ mozna zauwazy¢, ze zarowno widmo zmiennosci betainy (czerwona linia) jak i
widma faktorow (zielona, pomaranczowa i rézowa linia) odtwarzajg pasma widma
niebieskiego, czyli widma ,czystej” betainy. Gdy widma faktorow, odtwarzajg ksztatt
pierwotnego widma BET, uznaje sie, ze nie mozna méwic¢ o oddziatywaniach realizowanych

poprzez odpowiednie grupy funkcyjne betainy.

BET+NMA GLY+NMA

1.0

0.8 o

0.6

0.4

0.2 4

absorbancja (j)

0.0 4

1.0
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Rysunek 20. Wykresy przedstawiajgce wyniki analizy PARAFAC dla: po lewej: uktadéw N,N,N-
trimetyloglicyny z NMA, po prawej: dla glicyny i NMA. Niebieska linia reprezentuje widmo czystego
sktadnika, a czerwona widmo zmienno$ci. Kolejne linie (zielone, pomaranczowe, bfekitne itd.) to
wyizolowane czynniki, ktére podlegajg analizie. Rysunek gémy to widma osmolitu z faktorami z serii
wyizolowanych widm danego osmolitu (bez obecnosci NMA), dolny to widma NMA z faktorami z serii
wyizolowanych widm NMA (bez udziatu osmolitu).
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Pasmo karbonylowe N,N,N-trimetyloglicyny (1600 — 1700 cm‘l) ulega w obecnosci NMA
niewielkim zmianom. Swiadczy o tym obecno$¢ pasm w widmach faktoréw, ktére sg
nieobecne na widmach zmiennosci (czerwone) i w widmie pierwotnym BET. Oznacza to, ze
ich pojawienie jest wynikiem oddziatywan N,N,N-trimetyloglicyny z NMA. Widmo NMA (dolna
cze$¢ rysunku 20 po lewej) praktycznie nie wykazuje zadnych zmian w zakresie pasm C=0
(1600-1700 cm™) lub N-H (1350-1450 cm™) w obecnosci betainy. Z tego powodu mozna
sadzi¢, ze oddziatywania w tym uktadzie majg charakter posredni. Nie wynikajg one jednak z
konkurencji o czasteczki rozpuszczalnika, poniewaz ksztatt widma zmiennosci NMA
(czerwona linia) jest niemal identyczny z wyizolowanymi widmami faktoréw dla NMA (linie
zielone, pomaranczowe i rozowe). Dodatkowo analogiczne widmo zmiennosci N,N,N-
trimetyloglicyny w ogdle nie jest odtwarzane przez widma faktoréw wyznaczone dla N,N,N-
trimetyloglicyny. Moze to tez Swiadczy¢ o tym, ze taka konkurencja faktycznie istnieje, jednak
wygrywa jg NMA, zmniejszajgc liczbe czasteczek wody dostepng dla N,N,N-trimetyloglicyny.
W przypadku widm uktadéw zawierajgcych glicyne (rysunek 20 po prawej), liczba
znaczacych faktorow wynosi 3 zaréwno dla widm glicyny jak i NMA (rzeczywista ich liczba jest
prawdopodobnie mniejsza). Zaréwno w serii widm glicyny jak i NMA idealnie w widmach
czynnikdw odtwarzane sg widma czystych substanciji oraz widma zmiennosci. Dodatkowy
faktor jest niemal identyczny w obu seriach i moze by¢ wiasciwie traktowany jak ztozenie obu
widm zmiennosci (glicyny i NMA). Oznacza to, ze ksztalt odpowiadajgcego mu widma
wykazuje cechy, ktére mozna zlokalizowa¢ zaréwno na widmach zmiennosci, jak i widmach
czystych sktadnikow. Na tej podstawie mozna wyciggng¢ wniosek, ze oddziatywania miedzy
glicyna i NMA w roztworze wodnym sg pomijalnie mate. Dodatkowo mozna stwierdzi¢, ze
konkurencja o czasteczki rozpuszczalnika, nawet jesli istnieje, nie wplywa znaczgco na

strukture oscylacyjng obu czgsteczek.

Widma faktorow czasteczki TMAO przedstawione na goérnym rysunku 21 wykazujg
pewne zmiany w obecnosci czgsteczek NMA. Jest to m.in. niewielkie przesunigciem pasma
przy ok. 1250 cm™ (wigzanie C=N rozciggajgce). Widoczne jest to w charakterystycznym
ksztalcie widma jednego z faktoréw (pomaranczowa linia) w tym zakresie (charakterystyczne
pasmo réznicowe posiadajgce minimum i maksimum, widoczne przy diugosci fali ok. 1250
cm'l). Silne sg natomiast zmiany w zakresie pasm zginajgcych -OH (ok. 1650 cm'l).
Czagsteczka TMAO nie posiada pasm wiasnych w tym zakresie (zmierzone pH wyklucza
powstawanie formy sprotonowanej TMAOH). Wyrazne pasma réznicowe widoczne w tym
zakresie sg w takim razie efektem silnych zmian w strukturze wody, powodowanych
obecnoscig NMA. Zmiany w tym zakresie sg inne, gdy w roztworze jest obecne jedynie TMAO
(widmo zmiennosci TMAO- czerwone) i gdy dodatkowo wystepuje w nim NMA. Wcigz jednak

zmiany dotyczg pasma, ktére przypisaé mozna czgsteczkom wody, a nie zadnej z substanc;ji
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rozpuszczonych. Poniewaz czgsteczka TMAO zaburza wokot siebie duzo czgsteczek wody i
robi to stosunkowo silnie, to mozna sgdzi¢, ze to wiasnie one dostosowujg sie do nowej
sytuacji w roztworze, a nie czasteczka TMAO. Widma czasteczki NMA jak i samej czasteczki
TMAO wyizolowane z uktadu TMAO-NMA-woda nie wykazujg natomiast znaczgcych zmian

spowodowanych obecnoscig w wodnym roztworze kolejnego sktadnika.

TMAO+NMA

absorbancija (j)

absorbancja (j)

2
N
1

0.0 +

-0.2

1700 1600 1500 1400 1300 1200

liczba falowa (cm™)

Rysunek 21. Wykres przedstawiajgcy wyniki analizy PARAFAC dla uktadow TMAO z NMA. Niebieska
linia reprezentuje widmo czystego TMAO, a czerwona widmo zmiennosci. Kolejne linie (zielone,
pomararnczowe, bfekitne itd.) to wyizolowane czynniki, ktére podlegajg analizie. Rysunek goérny to
widma TMAO z faktorami z serii wyizolowanych widm TMAO (bez obecnosci NMA), dolny to widma
NMA z faktorami z serii wyizolowanych widm NMA (bez udziatu osmolitu).

Trzy wybrane stabilizatory wydajg sie mie¢ niewielki wptyw na strukture oscylacyjng
NMA. W rézny sposoéb jednak same reagujg na obecnosc¢ tego sktadnika roztworu.
W przypadku widm n-butylomocznika przedstawionych na rysunku 22 widmo zadnego z
faktorow nie jest podobne do widma jego zmiennosci. Dodatkowo na widmach faktoréw
(zaréwno dla n-butylomocznika jak i NMA) pojawiajg sie pasma, ktére nie wystepujg w
oryginalnych widmach NMA Ilub osmolitu. Dla ukfadéw zawierajgcych N,N,N’ N*-
tetrametylomocznik (rys. 22 po prawej) widma faktoréw (zaréwno dla NMA jak i TMU) réwniez
nie odtwarzajg widma zmiennosci dla liczb falowych powyzej 1600 cm™. W tym zakresie

pojawiajg sie pasma nieobecne w widmach czystego NMA lub TMU.
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Pochodne mocznika odréznia od stabilizatorow przede wszystkim brak odtwarzania
widma zmiennosci w serii NMA. W przypadku stabilizatoréw jeden z odtwarzanych faktoréw
zawsze miat ten sam ksztatt, co widmo zmiennosci NMA, co mogto Swiadczyé o pewnej
shiewrazliwosci” NMA od obecnosci stabilizatora w roztworze. Odtwarzanie takiego widma
sugerowato, ze NMA nadal zachowywato sie w obecnosci stabilizatora, jakby przede
wszystkim ,odczuwato” jedynie zmiany stezenia, tj. ilosci dostepnej wody, a nie oddziatywato
ze stabilizatorem bezposrednio. W przypadku denaturantéw takie widmo nie jest w catosci
odtwarzane ani w serii NMA, ani w samej serii widm zmiennosci pochodnych mocznika.
Podziat na obie serie jest troche sztuczny, poniewaz te same faktory lub specyficzne pasma
moga pojawiac¢ sie niezaleznie od pochodzenia serii widm (obie serie sg pochodnymi tej
samej jednej serii widm zmierzonych dla mieszanin tréjsktadnikowych). Brak odtwarzania
widm zmienno$ci przede wszystkim wskazuje na réznice w zachowaniu NMA w roztworach
denaturantéw w poréwnaniu do roztwordw stabilizatorow, ale takze na role wody w tego typu
roztworach. Czagsteczka NMA przestaje niejako reagowa¢ na zmiany spowodowane
stezeniem roztworu, co wskazuje na to, ze moze by¢ zaangazowana w oddziatywania z

czgsteczka denaturanta.

BU+NMA TMU+NMA

0.8 o
0.6 - /
0.4
0.2
M

0.0 4

-0.2 4

1.0

0.8 +

0.6

0.4 4

0.2 4

o

0.0 4

—0.2 4

T T T T T T T
1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100

1700 1600 1500 1400 1300

H -1
liczba falowa (cm™) liczba falowa (cm™)

Rysunek 22. Wykresy przedstawiajgce wyniki analizy PARAFAC dla: po lewej: ukfadéw n-
butylomocznika z NMA, po prawej: dla N,N,N’,N’-tetrametylomocznika i NMA. Niebieska linia
reprezentuje widmo czystego sktadnika, a czerwona widmo zmiennoSci. Kolejne linie (zielone,
pomaranczowe, bfekitne itd.) to wyizolowane czynniki, ktore podlegajg analizie. Rysunek goérny to
widma osmolitu z faktorami z serii wyizolowanych widm danego osmolitu (bez obecnosci NMA), dolny to
widma NMA z faktorami z serii wyizolowanych widm NMA (bez udziatu osmolitu).

53


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Podobny efekt mozna zresztg zauwazyC takze w seriach izolowanych faktorow
samych denaturantéw, dla ktérych w wigekszosci analizowanego zakresu widma faktoréw nie
sg podobne do odpowiednich widm zmiennosci.

Kolejnym elementem odrdzniajgcym zachowanie czasteczek w roztworach
denaturantdw w poréwnaniu do roztworéw stabilizatoréw, jest obecno$¢ pasm réznicowych,
wskazujgcych na pewnego rodzaju oddziatywania pojawiajgce sie w roztworach
dentaurantéw. W przypadku stabilizatoréw pasm takich praktycznie nie byto lub byty bardzo
stabe. W przypadku denaturantéw sg one juz wyraznie silniejsze niz naturalne szumy widm.
Trudno jednak okresli¢, czy potencjalne oddziatywania majg charakter bezposredni, czy tez
posredni.

Za bezposrednimi oddziatywaniami przemawia fakt, iz na widmach faktorow
pojawiajg sie pasma, ktére nie wystepujg w oryginalnych widmach NMA lub denaturanta: w
przypadku N,N,N’,N-tetrametylomocznika gtéwnie w zakresie powyzej 1600 cm”, w
przypadku n-butylomocznika w calym zakresie pasma amidowego | (1700-1600 cm™). Warto
zaznaczy¢, ze dodatkowe pasma na faktorach uktadu NMA-TMU pojawiajg sie w zakresie
wysokich liczb falowych pasma N,N,N’,N’-tetrametylomocznika. Zmiany te sg podobnie jak w
przypadku roztworéw TMU i lizozymu z biatka jaja kurzego, co opisano w [110]. Mozna wiec
podejrzewac, ze zaobserwowane wowczas oddziatywania mogg mie¢ charakter ogolny i
wynika¢ z oddziatywania denturanta z tancuchem gtéwnym biatka, ktérego modelem czesto
jest wiasnie NMA.

Za brakiem bezposrednich oddziatywan przemawia z kolei to, ze obserwowane
zmiany, przede wszystkim w faktorach izolowanych z serii dla NMA, nie sg silne. Dodatkowe
pasma czesto wskazujg na niewielkie przesuniecia lub zmiany szerokosci pasm sktadowych
w oryginalnych widmach, przy silnych bezposrednich oddziatywaniach mozna spodziewac sie
silnych przesunie¢ w potozeniu pasm, przede wszystkim w zakresie pasma amidowego I.
Zmiany te mozna bytoby przypisa¢ pojawieniu sie silnych wigzan wodorowych miedzy
czgsteczkami NMA i osmolitu (pojawia sie wprawdzie pasmo réznicowe na widmie
odtwarzanego faktora czystego NMA — linia zielona, ok. 1550 cm’ - jednak mozna je tatwo
przypisa¢ raczej przesunieciu jednego z pasm czagsteczki N,N,N’,N’-tetrametylomocznika).
Brak takich pasm niekoniecznie wskazuje na brak tego typu oddziatywan, ale moze oznaczaé
rébwniez, ze oddziatywania te majg podobng energie, co wigzania wodorowe z czgsteczkami
wody i nie sg znaczgco konkurencyjne w stosunku do oddziatywania z rozpuszczalnikiem.

Oddziatywania w roztworach denaturantdw mogg takze realizowa¢ sie poprzez
czgsteczki wody, jak w przypadku NMA i jonéw fosforanowych [90]. Brak wrazliwosci NMA na
tego typu oddziatywania, wyrazona praktycznie brakiem zmian na izolowanych widmach
faktorow odpowiadajgcych NMA w roztworze fosforandw, byta wodwczas ttumaczona

zdolnoscig czagsteczki NMA do wpasowywania sie w strukture otaczajgcego jg
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rozpuszczalnika. Podobny efekt moze mie¢ miejsce w przypadku roztworéw denaturantow.
Czasteczka NMA najprawdopodobniej oddziatuje z nimi, o czym Swiadczy brak odtwarzania
widma zmiennosci w$rdéd widm faktoréw, ale jej zdolno$¢ do adaptacji do tego typu

oddziatywan nie powoduje znaczgcych zmian w widmie oscylacyjnym samej czgsteczki NMA.

5.2. Pomiary wolumetryczne i akustyczne

Tak jak zostato to wczesniej przedstawione, gtéwnym celem tej pracy jest analiza
oddziatywan w uktadach trojsktadnikowych woda-osmolit-czasteczka modelowa biatka. Do
interpretacji wynikow pomiaréw gestosci i szybkosci dzwieku w roztworach trdjsktadnikowych
konieczne jest zmierzenie wybranych funkcji termodynamicznych wszystkich sktadnikow w
czystej wodzie w okreslonym zakresie temperatur. W literaturze dostepne byly parametry
wolumetryczne dla glicyny, N,N,N-trimetyloaminy, N-tlenku timetyloglicyny, n-butylomocznika,
N,N,N’,N’-tetrametylomocznik, ale brakowato informacji dotyczgcych pozornych molowych
scisliwosci adiabatycznych (w co najmniej 3 réznych temperaturach) dla tauryny, N-tlenku
timetyloaminy, N,N,N-trimetyloglicyny i N-metyloacetamidu. Z tego powodu postanowitam
zmierzy¢ wartosci gestosc, d, i szybkosci dzwieku, u, dla wodnych roztworéw tych zwigzkow
w zakresie od 288,15 do 308,15K. Wyniki te zastawitam w tabelach 5 i 7. Komplet danych
niezbednych do analizy ukfadow tréjsktadnikowych dostepny byt w literaturze dla wodnych
roztwordw n-butylomocznika i N,N,N’,N-tetrametylomocznika [178,179]. Dla roztworow
N,N,N-trimetyloglicyny gestos¢ i szybkos¢ zmierzono w trzech temperaturach (dla
pozostatych zwigzkéw w pieciu) ze wzgledu na ograniczong dostepnos¢ urzadzenia
pomiarowego.

Analizujgc zaleznos¢ gestosci roztworéw od stezenia dodatkéw mozna zauwazy¢
duze roznice pomiedzy wybranymi uktadami. Zaréwno w przypadku glicyny, N,N,N-
trimetyloglicyny i tauryny nastepuje wyrazny wzrost gestosci wraz ze wzrostem ilosé
substancji rozpuszczonej. Efekt ten jest najsilniejszy (w przeliczeniu na 1 mol zwigzku) dla
tauryny. Zmiany gestosci dla glicyny i tauryny w przeliczeniu na gram substancji
rozpuszczonej sg natomiast identyczne. Dla uktadéw z TMAO czy NMA zmiany gestosci
odniesione do 1 grama substancji rozpuszczonej sg niewielkie. Zwiekszenie stezenia TMAO
w niewielkim stopniu zwieksza gesto$¢ roztworu, natomiast dla NMA obserwujemy spadek
gestosci wraz ze wzrostem stezenia substancji rozpuszczonej. Zmiany gestosci pod wplywem
zwiekszajgcego sie stezenia dodatku osmolitu mozna podzieli¢ na:

- wyrazny wzrost gestosci wraz ze wzrostem stezenia dla TAU>GLY>BET,
- niewielki wzrost gestosci wraz ze wzrostem stezenia TMAO,

- niewielki spadek gestosci wraz ze wzrostem stezenia NMA.
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Tabela 5. Gestosc, d, wybranych zwigzkéw chemicznych w wodzie o stezeniu m w zakresie temperatur
T=(288,15-308,15) K

m /(molkg™) d /(kg'm™)

288,15K 293,15K 298,15K 303,15K 308,15K

N-metyloacetamid

0,3049 999,051 998,110 996,908 995,455 993,807

0,2533 999,052 998,119 996,923 995,489 993,841
0,1507 999,055 998,140 996,961 995,542 993,907
0,1105 999,060 998,155 996,981 995,566 993,937
0,08351 999,068 998,163 996,992 995,583 993,958
0,05563 999,073 998,174 997,008 995,601 993,978
0 999,097 998,205 997,041 995,639 994,029

Glicyna

0,2981 1008,659 1007,642 1006,382 1004,898 1003,216
0,2482 1007,077 1006,081 1004,837 1003,369 1001,697
0,1979 1005,488 1004,515 1003,286 1001,834 1000,170
0,1087 1002,633 1001,693 1000,494 999,065 997,425
0,08124 1001,741 1000,816 999,628 998,205 996,560
0,05469 1000,833 999,967 998,787 997,372 995,743
0 999,098 998,205 997,041 995,639 994,029

N, N, N-trimetyloglicyna

A\ MOST

0,3013 1004,661 - 1002,4010 - 999,2540
0,2501 1003,736 - 1001,4800 - 998,3840
0,1988 1002,8050 - 1000,5820 - 997,4830
0,1085 1001,150 - 998,999 - 995,9430
0,07815 1000,571 - 998,460 - 995,4090
0 999,098 - 997,044 - 994,029
TMAO
0,2034 999,540 998,637 997,472 996,068 994,452
0,1694 999,460 998,558 997,392 995,992 994,375
0,1348 999,388 998,487 997,321 995,922 994,306
0,1010 999,312 998,410 997,249 995,849 994,231
0,07383 999,255 998,354 997,195 995,793 994,178
0,05588 999,215 998,283 997,123 995,722 994,108
0 999,097 998,203 997,045 995,645 994,030
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m /(mol'kg™) d /(kgm™)
288,15K 293,15K 298,15K 303,15K 308,15K
Tauryna

0,1997 1009,919 1008,927 1007,680 1006,209 1004,530
0,1489 1007,213 1006,239 1005,015 1003,561 1001,899
0,1070 1004,937 1003,988 1002,780 1001,343 999,693
0,08199 1003,577 1002,640 1001,445 1000,016 998,374
0,05466 1002,100 1001,174 999,993 998,573 996,936

0 999,099 998,205 997,046 995,646 994,029

Pobrano z mostwiedzy.pl
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Spadek gestosci spowodowany wzrostem temperatury jest wigkszy dla tauryny, glicyny i
betainy niz dla NMA lub TMAO.

Zmiany pozornej objetosci molowej, wyliczonej na podstawie wzoru 11, ze stezeniem
sg niewielkie i majg charakter liniowy dla wszystkich analizowanych zwigzkéw chemicznych
dla wszystkich wybranych temperatur pomiaru. Na wykresie 1 przedstawiono przyktadowg

zaleznosc liniowg: Vg = f(c) dla glicyny.

44,10 f

43,80 + W
4350 W

43,20 |-
#293,15K

42,90 | /’/‘/’/0/‘/‘/ 298,15 K
X 303,15 K
42,60 | /.J/././I/I/ % 308,15 K

42,30 |

m288,15K

105.V,, [m3mol-?

42,00 1 1 1 1 1 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

m [mol/kg H20]

Wykres 1. Wykres zalezno$¢ pozornej molowej objetosci od stezenia, m, roztworu glicyny w pigciu
temperaturach.

Zgodnie ze wzorem 12 wyznaczone zostaty wartosci granicznej pozornej objetosci

molowej i wspdtczynnika S, , ktore zestawiono w tabeli 6 wraz z wartosciami V£ dostepnymi w
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literaturze. Obserwujemy dobrg zgodnosé wartosci literaturowych z otrzymanymi przeze mnie
wynikami. Wartosci V£ dla analizowanych zwigzkéw uktadajg sie w nastepujgcej kolejnosci:
BET>NMA>TMAO>TAU>GLY. Szereg ten odpowiada roéwniez masom czgsteczkowym tych

zZwigzkow.

Tabela 6. Parametry réwnania 12 w temperaturach T=(288,15 do 308, 15)K, warto$ci literaturowe: a-
[180], b-[181], c-[182], d-[183], e-[184], f-[185], g-[186].

T/ 10%V0%/ 10%-S,/ 10%0 / 108V /
K (m*mol™) | (kg'm*mol?) [ (m*mol™)| (m*mol™)
NMA

288,15 | 73,62+0,02 | -1,1%0,1 1

293,15| 73,81+0,02 | -0,92+0,09 9,3

298,15| 73,94+0,02 | -0,61+0,04 6,1 74,0°

303,15|74,128+0,002 | -0,43+0,01 4,3

308,15 | 74,46+0,02 -0,6%0,1 6,6
Glicyna
288,15 | 42,32+0,02 1,00,1 9,9 42,34, 42,3°

293,15| 42,75+0,01 0,99+0,07 9,9 42,77°, 42,8°

298,15| 43,11+0,01 0,95+0,07 9,4 43,10° 43,18°

303,15| 43,42+0,01 0,91+0,07 9,0 43,44° 43,59°

308,15| 43,68+0,02 | 0,85+0,08 8,6 43,7°, 44,81

N, N, N-trimetyloglicyna

288,15| 98,16+0,06 0,2+0,3 54 98,55"
298,15| 99,18+0,08 -0,1+0,4 75 99,40°
308,15 | 99,86+0,07 -0,2+0,3 6,3 100,08°
TMAO
288,15| 73,07+0,01 -0,5+0,1 3,1 72,97
293,15| 73,19+0,04 -0,510,2 4,2 73,08
298,15| 73,32+0,02 -0,510,2 35 73,19°, 73,15°
303,15 | 73,41+0,03 -0,510,2 34 73,30
308,15 | 73,56+0,02 -0,610,2 3,8 73,39
Tauryna
288,15 70,1+0,1 0,7+0,8 8,7
293,15| 70,69+0,07 0,1£0,5 52
298,15| 71,13+0,08 0,3+0,7 6,7
303,15| 71,52+0,08 0,3+0,6 6,1
308,15| 71,90+0,06 0,0+0,5 4,6
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Wartos¢ granicznej pozornej objetosci molowej zmienia sie wraz z temperaturg i dla
wszystkich badanych zwigzkéw, zgodnie z oczekiwaniami, ro$nie wraz ze wzrostem
temperatury pomiaru. Wspdtczynnik kierunkowy S, z réwnania 12, ukazuje jak V, zmienia sie
wraz ze wzrostem stezenia substancji rozpuszczonej. S, w uktadach jest réwniez miarg
oddziatywan miedzy czgsteczkami substancji rozpuszczonej. Dodatnia wartos¢ S, w uktadach
2-sktadnikowych swiadczy o tym, ze miedzy czgsteczkami substancji rozpuszczonej dominujg
oddziatywania hydrofilowe. W przypadku ujemnych wartosci S,, to oddziatywania hydrofobowe
dominujg miedzy czgsteczkami substancji rozpuszczonej. Sposréd wybranych zwigzkow
jedynie dla glicyny i tauryny S, jest duze i dodatnie w analizowanym zakresie temperatur, co
oznacza, ze im wieksza ilos¢ rozpuszczonej glicyny lub tauryny tym wieksza pozorna objeto$¢
molowa roztworu. Dla NMA i TMAO, efekt jest przeciwny, co przejawia sie w duzych
ujemnych wartosciach parametru S,,. Dla N,N,N-trimetyloglicyny natomiast S,, jest bliskie 0, co
sugeruje brak dominujgcego charakteru oddziatywanh pomiedzy czgsteczkami aminokwasu.

Wszystkie zmierzone szybkosci rozchodzenia sie dzwieku w roztworze

przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Zmierzone wartosci szybkosci rozchodzenia sie dzwieku dla wybranych osmolitow w wodzie dla
T=(288,15-308,15)K.

m /(molkg™) u/(m-s™)

288,15K ‘ 293,15K ‘ 208,15K ‘ 303,15K ‘ 308,15K

NMA

0,3049 1481,8 | 1496,6 | 1509,6 | 1520,8 | 1530,2

0,2533 1479,2 | 1494,3 | 1507,5 | 1518,9 | 1528,5

0,1507 1474,0 | 1489,6 | 1503,3 | 1515,1 | 1525,0

0,1105 1472,0 | 1487,8 | 1501,6 | 1513,6 | 1523,7

0,08351 1470,7 | 1486,6 | 1500,5 | 1512,6 | 1522,7

0,05563 1469,2 | 1485,3 | 1499,4 | 1511,5 | 1521,8

0 1466,4 | 1482,7 | 1497,0 | 1509,4 | 1519,8

Glicyna

0,2981 1482,9 | 1498,7 | 1512,5 | 1524,4 | 1534,6

0,2482 1480,2 | 1496,0 | 1509,9 | 1521,9 | 15632,1

0,1979 1477,4 | 14934 | 1507,4 | 1519,4 | 1529,7

0,1087 1472,4 | 1488,6 | 1502,7 | 1514,9 | 1525,3

0,08124 1470,9 | 1487,1 | 1501,3 | 1513,5 | 1523,9

0,05469 1469,4 | 14856 | 1499,9 | 1512,2 | 1522,6

0 1466,3 | 1482,7 | 1497,0 | 1509,4 | 1519,9
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m /(molkg™) u/(m-s™)

288,15K ‘ 293,15K ‘ 298,15K ‘ 303,15K | 308,15K

N, N, N-trimetyloamina

0,3013 1490,9 - 1519,2 - 1540,1

0,2501 1486,8 - 1515,5 - 1536,8

0,1988 1482,7 - 1511,8 - 1533,4

0,1085 1475,4 - 1505,1 - 1527,3

0,07815 1472,9 - 1502,9 - 1525,3

0 1466,3 - 1497,0 - 1519,9
TMAO

0,2034 1482,4 | 1497,8 | 1511,3 | 1523,0 | 1532,8

0,1694 1479,7 | 1495,3 | 1508,9 | 1520,7 | 1530,6

0,1348 1477,0 | 1492,7 | 1506,5 | 1518,4 | 1528,4

0,1010 1474,3 | 1490,2 | 1504,1 | 1516,1 | 1526,3

0,07383 1472,2 | 1488,2 | 1502,2 | 1514,3 | 1524,6

0,05588 1470,8 | 1486,8 | 1500,9 | 1513,1 | 1523,4

0 1466,4 | 1482,7 | 1497,0 | 1509,4 | 1519,8

Tauryna

0,1997 1476,4 | 1492,2 | 1506,1 | 1518,1 | 1528,2

0,1489 1473,9 | 1489,8 | 1503,8 | 1515,9 | 1526,1

0,1070 1471,8 | 1487,8 | 1501,9 | 1514,1 | 1524,3

0,08199 1470,5 | 1486,6 | 1500,8 | 1513,0 | 1523,3

0,05466 1469,1 | 1485,3 | 1499,5 | 1511,8 | 15622,1

0 1466,4 | 1482,7 | 1497,0 | 1509,4 | 1519,8

Wptyw stezenia i temperatury na szybkosé dzwieku w badanych roztworach nie jest
tak zréznicowany jak w przypadku gestosci. Predkos¢ dzwieku rosnie liniowo wraz ze
wzrostem stezenia we wszystkich analizowanych uktadach, a efekt ten maleje w szeregu:
BET>GLY>TMAO>TAU>NMA.

Na podstawie zmierzonych gestosci i szybkosci rozchodzenia sie dzwieku w
roztworach obliczytam zgodnie ze wzorem 23 pozorne molowe $cisliwosci abiabatyczne,
ktére mogg przyjmowac¢ wartosci duze dodatnie, duze ujemne lub bliskie zera. Sposrod
wybranych zwigzkéow tylko dla NMA wartosci K sg dodatnie. Dodatnie wartosci K; g
oznaczaja, ze Scisliwos¢ danego roztworu jest wyzsza niz Scisliwos¢ samego

rozpuszczalnika, czyli wody. W przypadku glicyny i tauryny wartosci pozornych molowych
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Scisliwosci adiabatycznych sg duze i ujemne w calym zakresie analizowanych temperatur. Dla
TMAO i N,N,N-trimetyloglicyny wartosci K¢ sg umiarkowanie ujemne. WartosSci pozornej
molowej abiabatycznej $cisliwosci zmieniajg sie liniowo wraz ze stezeniem substancji
rozpuszczonej. Na wykresie 2 i 3 przedstawitam pozorng molowg $cisliwos¢ w réznych

temperaturach odpowiednio dla glicyny i NMA.

-210

-23,0 + M

= /_rj__../'/k"/
E 250 | ©288,15K
z // ©293,15K
T 270
= ° 298,15 K
S ®
s 290 F ©303,15K
xv?
©308,15K
31,0 |
-33,0 1 1 1 1 1 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
m [mol/kg H20]

Wykres 2. Pozorne molowe $cisliwos$ci abiabatyczne dla roztworéw glicyny w temperaturach T=(288,15-

308,15)K.
14,0 +
20 | ___‘__Q_.___._/Q——O'—‘
o —9 o oo ° e | ©2815K
© L
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‘“é 80
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4 ©303,15K
40 t+
® ©308,15K
0 F ———
2,0 ° —< o
O’O 1 1 1 1 1 1

0 005 01 015 02 025 03 035

[mol/kg H,0]

Wykres 3. Pozorne molowe $cisliwos$ci adiabatyczne dla roztworéw N-metyloacetamidu (NMA) w
temperaturach T=(288,15-308,15) K.
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Zaleznos¢ K o = f(m) jest liniowa i opisana rownaniem 24, na podstawie ktérego
obliczytam graniczne pozorne molowe Scisliwosci adiabatyczne i parametr empiryczny Sg.
Wartosci te zamiescitam w tabeli 8 wraz z danymi literaturowymi, ktore pozostajg w zgodzie z
obliczonymi wartosciami K.

Tabela 8. Parametry rownania 24 w temperaturach T=(288,15 do 308,15)K dla badanych zwigzkow.
Wartosci literaturowe a-[181], b- [187].

TIK 1315-K5‘f¢ /_1 1215-§K/ B 5101“-0/ A 10"-Ad . 10515-K°s,¢,"?1/
(m®(N-moly™) | (kg:m’-N"-mol™) | (m”-(N-mol)") | (m*-kg-(N-mol")" | (m”-(N-mol)”)
NMA
288,15 1,810,1 0,4+0,2 0,93 -3,1
293,15 5,240,1 0,5+0,2 0,96 -2,7
298,15 8,0+0,1 0,7+0,2 1,1 -2,4
303,15| 10,66+0,04 0,1%0,1 0,49 -2,1
308,15 12,8+0,1 0,0+0,3 1,3 -1,9
Glicyna
288,15 -31,4840,05 5,10,1 4,9 -4,9
293,15| -28,940,1 4,5+0,2 4,4 -4,6
298,15| -26,8340,05 4,2+0,1 4,3 4,4 -25,46°, -25,0°
303,15| -25,240,1 4,3+0,1 4.1 4,2
308,15| -23,7+0,0 3,69+0,07 3,7 -4,1
N,N,N - trimetyloglicyna
288,15 -17,00,1 7,0£0,5 59 -5,8
298,15 -9,2+0,1 4,2+0,5 3,6 -5,0 -8,2°
308,15 -4,3+0,1 3,7+0,6 3,2 4.4
TMAO
288,15| -16,840,1 -1,2+0,3 0,96 -5,0
293,15| -13,310,1 -0,8+0,2 0,88 -4,6
298,15| -10,240,1 -1,2+0,2 0,80 -4,2 -11,10°
303,15 -7,8+0,1 -0,6+0,2 0,61 -3,9
308,15 -5,7+0,1 -0,10,2 0,61 -3,7
Tauryna
288,15| -25,040,1 2,610,4 1,9 -5,6
293,15 -22,0+0,1 1,6+0,3 1,2 -5,3
298,15 -19,7540,09 2,4+0,3 1,4 -5,0
303,15| -18,1%0,1 3,040,2 2,0 -4,8
308,15| -16,6+0,1 2,7+0,3 1,7 -4,6
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Jak wida¢ na podstawie powyzszej tabeli zmiany K, wraz ze wzrostem stezenia
dodatku mogg by¢ rézne i tak zaobserwowatam:
- znaczny wzrost K; ¢ ze stgzeniem dla: glicyny, N,N,N-trimetyloglicyny i tauryny,
- spadek K; ¢, ze stezeniem dla TMAO,
- niewielki wzrost K ¢ ze stgzeniem dla NMA.
Oprécz parametru Sy, $wiadczgcego o zmianach K4 ze stezeniem dodatku badanego
zwigzku, z réwnania 24 wyznaczytam Kq,. Wartosci K2y, sa, podobnie jak K q:
- dodatnie dla NMA
- duze ujemne dla glicyny i tauryny
- umiarkowanie ujemne dla TMAO i N,N,N-trimetyloglicyny.
Zmiany KS"_q, z temperaturg sg przestawione na wykresie 4 i dla wszystkich badanych

zwigzkow i rosng wraz z temperatura.
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o
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g 5 F o
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5 5 s e GLY
. ®
2 ) BET
DY °
£-15 ° S ® TMAO
5 ° °
° e TAU
[ )
25 e
P o
o
o
.35 1 1 1 1
285 290 295 300 305 310
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Wykres 4. Zalezno$¢ granicznej pozornej molowej Scisliwosci adiabatycznej, Ks‘fq,,od temperatury dla
wszystkich analizowanych zwigzkéw: N-metyloacetamid (NMA), glicyna (GLY), N,N,N-trimetyloglicyna
(BET), N-tlenek trimetyloaminy (TMAQO), tauryna (TAU).

Wykorzystujgc $cisliwos¢ roztworu zgodnie ze wzorem 20 i 21 obliczytam liczby
hydratacyjne oraz graniczne liczby hydratacyjne, ktére zestawitam w tabeli 9. Najnizsze
wartosci liczby hydratacyjnej otrzymano dla czasteczki NMA (s? = 3 dla 298,15K), najwyzsze
dla N,N,N-trimetyloglicyny (s = 6,4 dla 298,15K). Betaina jest duzg czgsteczka, dlatego ma

mozliwo$¢ oddziatywania z wieloma czgsteczkami wody. NMA jest porownywalne wielkoscig
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do glicyny, ale aminokwas posiada dwukrotnie wyzszg warto$¢ liczby solwatacyjnej niz
N-metyloacetamid. Zgodnie z przypuszczeniami, wraz ze wzrostem temperatury uktadu
wartosci S, maleje dla wszystkich badanych zwigzkéw, jednak dla glicyny spadek S miedzy
temperaturami 288,15 a 308,15 K jest najmniejszy (ok. 10%), a dla NMA najwigkszy (ok.
35%). Wplyw temperatury na wartosci S7 jest wiekszy przy stabszych oddziatywaniach

substancja rozpuszczona — woda.

Tabela 9. Wartosci granicznych liczb hydratacyjnych, S2 badanych zwigzkébw w wybranych
temperaturach.

TIK 288,15 ‘ 293,15 ‘ 298,15 ‘ 303,15 | 308,15
Zwiazek sn
NMA 3,7 33 3,0 2,7 2,4
Glicyna 58 5,6 5,4 53 5,2
N,N,N-trimetyloglicyna 71 - 6,4 - 5,8
TMAO 6,0 5,6 52 49 47
Tauryna 6,7 6.4 6,2 6,0 59

Obliczenie pozornych objetosci molowych i pozornych scisliwosci molowych w
wodzie dla wybranych osmolitow byto niezbedne by modc poréwnac je z parametrami w
roztworach bardziej zlozonych. W ukladach trojsktadnikowych (osmolit-NMA-woda)
substancjg rozpuszczong jest osmolit, zas jego statym otoczeniem (rozpuszczalnikiem) jest
wodny roztwér NMA. Do pierwszej serii badan, okreslajgcych wpltyw NMA na osmolit,
wybratam trzy stabilizatory: glicyne, N,N,N-trimetyloglicyne i TMAO, a takze dwa
destabilizatory n-butylomocznik i N,N,N’,N-tetrametylomocznik.

Uzyskane wyniki pomiardw gestosci i szybkosci rozchodzenia sie dzwieku w
roztworach wykonano w trzech temperaturach: 288,15; 298,15 i 308,15K i zamie$citam je w
tabelach 27-31 w materiatach uzupetniajgcych. Na podstawie gestosci roztworéw, tak jak w
przypadku ukfadéw dwusktadnikowych, obliczytam wartosci pozornej objetosci molowej w
oparciu 0 wzér 11 (rozpuszczalnikiem jest wodny roztwér NMA). Dla wszystkich uktadéw, we
wszystkich temperaturach, pozorna objeto$¢ molowa jest liniowg funkcja molalnosci
substancji rozpuszczonej, co opisuje wzor 12. Zalezno$¢ Vg = f(m) przedstawitam na
wykresie 5 na przyktadzie glicyny w wodnym roztworze NMA o stezeniu 6 mol/kg. Na
podstawie liniowej zaleznosci pozornej objetosci molowej wyznaczytam dwie wartosci:

graniczng pozorng objeto$¢ molowg i parametr S,,, ktére zestawitam w tabelach 10-12.
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Wykres 5. Liniowa zalezno$¢ pozornej objetosci molowej od molalno$ci roztworu na przyktadzie
roztworéw glicyny w wodnym roztworze NMA o stezeniu 6 moli’/kg wody dla temperatur T=(288,15-
308,15) K.

Tabela 10. Parametry (S, and V§) z réwnania 12 dla glicyny i N,N,N- trimetyloglicyny w wodnych

roztworach NMA dla temperatur T=(288,15-308,15) K.

10%vQ/ 10%-s, / 10%g / 10%v3/ 10%-s, / 10%0 /
TIK (m”czlhfng) (m*>mol™) | (kg'm*mol?) [ (m*mol™)| (m*mol™) | (kg'm*mol?) |(m>mol™)
GLICYNA N, N, N-trimetyloglicyna
288,15 2 42,978+0,030| 0,96+0,11 1,7 97,260+0,029 | -0,07+0,11 1,9
298,15 2 43,717+0,065| 0,58+0,23 3,7 98,175+0,035| -0,19+0,14 2,3
308,15 2 44,113+0,039 | 0,80+0,14 2,2 98,910+0,015| -0,11 £0,06 1,0
288,15 4 43,549+0,022 | 1,260+0,079 0,9 97,01+0,021 | -0,02+0,055 1,0
298,15 4 43,705+0,096 | 1,24+0,35 4.4 97,80+0,016 | -0,08+0,035 0,7
308,15 4 44,234+0,023 | 1,327+0,083 1,0 98,510,010 | -0,14+0,04 0,5
288,15 6 44,604+0,014 | 0,843+0,055 0,9 97,207+0,040| -0,38+0,15 2,6
298,15 6 44,905+0,009 | 0,863+0,034 0,5 97,859+0,033 | -0,26+0,13 2,2
308,15 6 45,140+£0,043 | 0,71+0,17 2,8 98,442+0,021| -0,20+0,08 1,4
288,15 8 45,640+0,027 | 0,330,111 1,5 97,330+0,039 | 0,23+0,15 2,6
298,15 8 45,760+0,023 | 0,405+0,096 1,3 97,962+0,037 | 0,14+0,14 2,4
308,15 8 45,755+0,022 | 0,675+0,093 1,2 98,508+0,034 | 0,09+0,13 2,3
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Tabela 11. Parametry (S, and Vg ) z réwnania 12 dla TMAO w wodnych roztworach dla temperatur
T=(288,15-308,15) K.

TIK m”fMAC 1 86"’3'_/1 1063'sv / B 1 ?8-0 {1

(mol'kg™ )| (m*mol™") | (kgsm™mol®) | (m”mol™)
288,15 2 71,0830,044 | -0,40+0,15 2,5
298,15 2 71,6380,051| -0,52+0,19 2,9
308,15 2 72,05940,042 | -0,23 +0,15 24
288,15 4 70,074+0,062 | -0,06+0,24 41
298,15 4 70,769+0,019| -0,13+0,07 1,2
308,15 4 71,618+0,031| -0,74+0,12 2,0
288,15 6 69,696+0,029| 0,18+0,11 1,7
298,15 6 70,425+0,029 | -0,008+0,098 1,5
308,15 6 71,153+0,341| -0,9+1,3 2,0
288,15 8 70,060+0,054 | -0,54+0,21 53
298,15 8 70,563+0,034 | -0,30+0,13 34
308,15 8 71,055+0,029 | -0,14+0,11 2,9

Tabela 12. Parametry (S, i ng’) zZréwnania 12 dla n-butylomocznika i N,N,N’,N’-tetrametylomocznika
w wodnych roztworach NMA dla temperatur T=(288,15-308,15)K.

10%vg/ 10°%s, / 10%0 / 10°v9 10°s, / 1086/
K oy (m*mol™) | (kgm*mol®) | (m*mol™)|  (m*mol™) | (kg'm*mol?) | (m>mol™)
(molkg™)

n-butylomocznik N,N,N’,N*-tetrametylomocznika
288,15 2 107,119+£0,056 | 0,81+0,22 3,7 111,814+£0,019 | -0,78+0,07 1,3
298,15 2 108,784+0,054 | 0,84+0,21 3,6 113,347+0,062 | -0,80+0,23 4.1
308,15 2 110,361+0,055 | 0,85+0,21 3,7 114,743+0,022 | -0,50+0,08 1,5
288,15 4 107,429+0,073 | 1,05+0,29 4,9 111,271+£0,018 | -0,49+0,07 1,2
298,15 4 109,076+0,084 | 1,12+0,33 55 113,1154£0,124 | -1,16+£0,48 8,2
308,15 4 110,715+£0,061 | 1,02+0,24 4,0 114,531+0,072 | -0,67+0,28 4,7
288,15 6 108,267+0,020 | 1,15+0,07 1,3 111,409+0,016 | -0,25+0,06 1,1
298,15 6 109,854+0,022| 1,15+0,08 1,4 113,009+0,017 | -0,17+0,07 1,2
308,15 6 111,4004£0,025 | 1,06+0,09 1,6 114,576+0,013 | -0,13+0,05 0,8
288,15 8 109,426+0,054 | 0,80+0,21 3,6 111,875+0,049 | -0,17+0,18 3,2
298,15 8 110,877+0,030 | 0,80+0,12 2,0 113,380+0,035 | -0,02+0,13 2,3
308,15 8 112,288+0,016 | 0,75+0,06 1,1 114,888+0,028 | -0,04+0,11 1,8
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Otrzymane warto$ci granicznej pozornej objetosci molowej w wodnym roztworze NMA dla
poszczegdlnych osmolitbw mozna uporzgdkowaé rosngco; GLY<TMAO<BET<BU<TMU.
Szereg ten jest zgodny z kolejnoscig granicznej pozornej molowej objetosci tych zwigzkéw w
wodzie czystej.
Parametr S, przyjmuje wartosci:

e dodatnie dla: glicyny i n-butylomocznika

e ujemne dla: TMAO i TMU

e Dbliskie zera dla : BET.

Dla wszystkich wybranych zwigzkow V£ jednoznacznie wzrasta wraz ze wzrostem
temperatury. Nie zawsze natomiast V(g wzrasta wraz ze stezeniem NMA w rozpuszczalniku,
co pokazatam na wykresie 6 na przyktadzie TMAO, dla ktérego graniczne pozorne objetosci
molowe dla substancji rozpuszczonej w 8 mol NMA/kg wody nie przyjmujg najwyzszych
wartosci spos$réd roztworéow TMAO. Podobng tendencje wida¢ rowniez dla roztworéw

zawierajgcych N,N,N-trimetyloglicyne.
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Wykres 6. Zaleznos$c granicznej pozornej objetosci molowej od stezenia NMA Vg = f(m) dla roztworéw
TMAO w wodnych roztworach NMA w réznych temperaturach « 288,15 K, ¢ 298,15 K, ¢ 308,15 K.

Na podstawie zmierzonych gestosci i szybkosci rozchodzenia sie dzwieku w
roztworach obliczytam, z wykorzystaniem wzoru 23, pozorne molowe $cisliwosci
abiabatyczne. Parametr ten moze przyjmowac¢ wartosci od duzych dodatnich po duze ujemne.
Dla wybranych zwigzkéw zalezno$¢ K4 = f(m) jest liniowg funkcjg stezenia, co opisuje
wyrazenie 24. Na wykresie 7 przedstawitam wptyw molalnosci glicyny na K, w wodnych

roztworach NMA o stezeniu 8 mol/kg.
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Wykres 7. Zaleznosc¢ pozornej molowej Scisliwosci adiabatycznej od molalno$ci glicyny K4 = f(m) w
wodnym roztworach NMA o stezeniu 8 mol/kg w temperaturach T=(288,15-308,15)K.

Parametrami wyliczonymi z zalezno$ci 24 jest: graniczna pozorna molowa Scisliwosé

adiabatyczna i wspotczynnik Sk, ktore przedstawitam w tabelach 13-15.

Tabela 13. Parametry réwnania 24 dla glicyny i N,N,N-trimetyloglicyny w wodnych roztworach NMA
dla ré6znych temperatur i przy cisnieniu p ~ 0,1MPa.

10"k, / 10" Sk/ 100/ | 10K,/ 10" Sk/ 10"-01
TIK mm@{) (m>(N-moly™) | (kgrm®N"mol?) | (m*(N'mol)™) | (m®(N-mol)”) | (kg'm*N"mol®) | (m®(N-mol)’)
(etto glicyna N, N, N-trimetyloglicyna
288,15 2 -20,610,13 3,1920,46 0,72 -6,89£0,10 0,8120,40 0,7
298,15 2 -19,13+0,13 4,21£0,47 0,73 -2,89£0,13 0,29+0,51 0,9
308,15 2 -18,070£0,075 4,38£0,27 0,43 020,14 0,3610,54 0,9
288,15 4 -14,3510,01 4,47+0,38 0,48 -0,85£0,17 -1,20£0,63 0,80
298,15 4 -14,6610,01 4,78+0,49 0,62 0,675+0,095 0,4810,34 0,44
308,15 4 -14,7210,01 4,82+0,46 0,58 2,270,14 1,05£0,50 0,63
288,15 6 -9,02+0,05 1,7740,18 0,30 2,8810,38 -1,74£1,46 2,5
298,15 6 -9,5610,10 1,70£0,40 0,67 3,9610,16 -1,01£0,62 1,1
308,15 6 -10,03+0,12 1,54£0,45 0,76 4,67+0,23 -0,47£0,89 1,5
288,15 8 -4,97310,071 -0,3610,30 0,40 4,24+0,22 2,28+0,84 1,4
298,15 8 -6,02£0,19 -0,02£0,79 1,1 5,190,14 1,72£0,55 0,93
308,15 8 -7,63£0,065 -2,04£0,27 0,36 6,08:0,18 0,68+0,68 1,2
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Tabela 14. Parametry réwnania 24 dla TMAO w wodnych roztworach NMA dla réznych temperatur i przy
cisnieniu p = 0,1MPa.

TIK m'\fMA/.1 1015'1(345/,1 10515.-'18}(/ -2 51016'0/ -1

(mol’kg™ ) [ (m®-(N-mol)™) | (kg:m>-N"-mol) | (m>-(N-mol) ")
288,15 2 -13,49+0,56 1,44+1,99 3,0
298,15 2 -8,43+0,34 1,15£1,20 1,8
308,15 2 -4,48+0,30 0,69+1,07 1,6
288,15 4 -9,42+0,29 0,56+1,10 1,9
298,15 4 -5,81+0,12 0,62+0,48 0,8
308,15 4 -2,55+0,18 -0,13+0,69 1,2
288,15 6 -6,32+0,07 3,1240,25 0,4
298,15 6 -3,46+0,14 2,53+0,51 0,8
308,15 6 -0,84+0,33 1,23+1,21 1,9
288,15 8 -0,39+0,22 -2,3140,86 1,4
298,15 8 -0,7240,19 -0,3210,74 1,2
308,15 8 -2,10+0,10 -0,04+0,39 0,7

Tabela 15. Parametry réwnania 24 dla n-butylomocznika i N,N,N’,N’-tetrametylomocznika w wodnych
roztworach NMA dla réznych temperatur i przy cisnieniu p = 0,1MPa.

—— 10K/ | 10"-Sk/ 100/ 10"K2, / 10-S,/ 10"/
(molkg™) | (m3-(N-mol)™") | (kg:m®>N™"mol) | (m®(N-mol)") | (m®-(N-mol)”) | (kg:m*N"-mol?) | (m® (N-mol)”)
BU TMU
288,15 2 -1,40£0,21 12,00+0,80 1,4 6,130,29 3,8+1,1 1,9
298,15 2 7,13+0,20 10,81+£0,76 1,3 15,350,30 1,921,1 2.0
308,15 2 14,49+0,24 9,80+0,91 1,6 22.560,20 2,29+0,77 1,3
288,15 4 13,27+0,24 7,84+0,95 1,6 15,900+0,038| 2,98+0,15 0,3
298,15 4 19,37+0,25 7,05+0,95 1,6 22,66+0,18 1,80+0,71 1,2
308,15 4 24,82+0,17 | 6,42+0,67 1,1 29,05+0,19 0,94+0,74 1,3
288,15 6 22,31+0,12 7,52+0,46 0,8 23,343+0,059 0,80+0,23 04
298,15 6 27,09+0,11 6,50+0,44 0,7 28,87+0,39 0,4+1,5 2,6
308,15 6 31,29+0,12 | 6,73+0,45 0,7 33,47+0,12 1,87+0,46 0,8
288,15 8 30,34+0,35 3,0+1,4 2,3 28,72+0,17 0,54+0,68 12
298,15 8 33,9240,34 2,7¢1,3 2,2 33,04+0,24 0,49+0,94 16
308,15 8 37,94+0,26 1,3%1,0 1,7 37,40%0,059 2,20+0,23 0,4
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Pomiary granicznej pozornej molowej scisliwosci adiabatycznej w roztworach NMA pozwolity
stwierdzi¢, ze K jest:

e ujemne w calym zakresie mierzonych stezen NMA i temperatur dla: glicyny, TMAO,

e dodatnie w catym zakresie mierzonych stezenn NMA i temperatur dla: TMU,

e dodatnie z wyjgtkiem roztworéw w T=288,15 i myma=2 moI/kg‘1 dla BU,

e dodatnie lub ujemne w zaleznosci o temperatury i stezenia NMA dla: BET (patrz

wykres 8).
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Wykres 8. Zalezno$¢ granicznej pozornej molowej Scisliwos$ci adiabatycznej od temperatury dla N,N,N-
trimetyloglicyny (BET) w roztworze NMA o danym stezeniu: ¢ 2 mol/kg, ¢ 4 mol/kg, ® 6 mol/kg, e 8 mol/kg .

Parametr S z réwnania 23 w przypadku badanych zwigzkéw przyjmuje warto$ci:
e dodatnie (duze i umiarkowanie duze) dla BU i TMU,
e od niewielkich dodatnich do niewielkich ujemnych dla GLY, BET, TMAO.

Na wykresie 9 przestawiono przyktadowg zaleznos¢ Sy od temperatury dla TMAO.
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Wykres 9. Zalezno$¢ parametru Sy od temperatury dla TMAO w roztworze NMA o danym stezeniu: o 2
mol/kg, ® 4 mol/kg, ¢ 6 mol/kg, e 8 mol/kg.

Dysponujgc wartosciami granicznymi dla osmolitéw w czystej wodzie i w roztworach
NMA wyznaczytam funkcje przeniesienia dla granicznej pozornej objetosci i $cisliwosci
osmolitu z wody do wodnego roztworu NMA zgodnie ze wzorami 26 i 27. Wykorzystane do
tego wartosci graniczne dla objetosci molowej i $Scisliwosci adiabatycznej uktadow
dwusktadnikowych sg wyznaczone przeze mnie (glicyna, TMAO, N,N,N-trimetyloglicyna —
tabela 6 i 8) lub zaczerpniete z literatury (dla BU i TMU [125,179]). Obliczone wartosci AV i
AKl, zestawitam w tabeli 16. Na wykresie 10 i 11 przedstawiono kolejno funkcje
przeniesienia granicznej pozornej objetosci molowej i $cisliwosci adiabatycznej badanych
osmolitéw w temperaturze T=298,15K.

Tabela 16. WartoSci funkcji przeniesienia objetosci i $cisliwosci dla osmolitow w wodnych roztworach o
réznym stezeniu NMA i w temperaturach 288,15; 298,15 i 308, 15K.

TIK 288,15 ‘ 298,15 ‘ 308,15 | 288,15 ‘ 298,15 ‘ 308,15
m NMA/ 10%A,V2/ 10™A K2/
(mol'kg™) (m*mol™) (m®(N-mol)™)

GLICYNA

2 0,658 | 0,607 | 0,433 [ 11,05 | 7,87 5,33

4 1,229 | 0595 | 0554 | 17,31 | 12,34 | 8,68

6 2284 | 1,795 | 146 | 22,64 | 17,44 | 13,37

8 3,32 2,65 | 2,075 | 26,687 | 20,98 | 15,77
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N,N,N-trimetyloglicyna
2 -0,897 | -1,007 | -0,954 | 10,074 | 6,37 2,68
4 -1,117 -1,357 | -1,337 | 16,114 | 9,935 | 5,32
6 -0,95 -1,323 | -1,422 | 19,764 | 13,22 | 7,72
8 -0,827 -1,22 | -1,356 | 21,204 | 14,45 | 9,13
TMAO
2 -1,987 | -1,682 | -1,501 341 1,67 1,82
4 -2,996 -2,551 | -1,942 7,48 4,29 3,75
6 -3,374 | -2,895 | -2,407 | 10,58 6,64 5,46
8 -3,01 -2,757 | -2,505 | 16,51 9,38 4,2
BUTYLOMOCZNIK
2 -2,641 -2,076 | -1,689 16,2 12,43 | 9,99
4 -2,331 | -1,784 | -1,335 | 30,87 | 24,67 | 20,32
6 -1,493 | -1,006 | -0,654 | 39,91 | 32,39 | 26,79
8 -0,334 0,017 | 0,238 | 47,94 | 39,22 | 33,44
N,N,N’,N>-TETRAMETYLOMOCZNIK
2 -3,246 -2,683 | -2,157 | 12,13 9,25 6,76
4 -3,789 | -2,915 | -2,369 21,9 16,56 | 13,25
6 -3,651 -3,021 | -2,324 | 29,343 | 22,77 | 17,67
8 -3,185 -4,65 | -2,012 | 34,72 | 27,84 | 21,6
4
3
[ ]
2 °
1
PY Py o GLY
= 0 ® ®BET
g
£
% ° s P TMAO
E 2 ® L eBU
g 3 e o e °TMU
3
-4
[
-5
-6 1 1 1 1
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m NMA [mol/kg H,0]

Wykres 10. Funkcja przeniesienia granicznej pozornej objetosci molowej, Atvg dla zwigzkow: glicyna
(GLY), N,N,N-trimetyloglicyna (BET), N-tlenek trimetyloaminy (TMAQ), n-butylomocznik (BU) i N,N,N’,N*-

A\ MOST

tetrametylomocznik (TMU) w T=298,15 K.
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Funkcje przeniesienia granicznej pozornej objetosci molowej dla wszystkich
zwigzkow, z wyjgtkiem glicyny w catym zakresie mierzonych temperatur i stezen NMA w
rozpuszczalniku sg ujemne. Oznacza to, ze glicyna jest jedynym zwigzkiem posréd badanych,
dla ktérego dodatek NMA zwiekszyt wartosci V) w stosunku do jego V2 w czystej wodzie. Dla
pozostatych osmolitdw wartosci A,V sg ujemne dla zdecydowanej wigkszosci stezen NMA i
w danym zakresie temperatur. Dla roztworéw n-butylomocznika i TMU wartosci A, V2 sg
ujemne i mocno zalezne od stezenia NMA w rozpuszczalniku. Dla roztworéw TMU wartosci
A.VQ najpierw lekko malejg, a powyzej 6 mollkg NMA gwattownie sie obnizajgc, osiggajgc
warto$¢ najnizszg ze wszystkich osmolitow. Wartosci A,V dla roztworéw BU rosng, tak by
przy najwyzszym stezeniu NMA w rozpuszczalniku osiggng¢ warto$¢ bliskg zero.

Funkcje przeniesienia granicznej pozornej Scisliwosci adiabatycznej sg natomiast dla

wszystkich zwigzkéw dodatnie, rosngce wraz ze stezeniem NMA w rozpuszczalniku.

45
40 | eGLY °
35 | MBET
— TMAO ®
T30 |
g ®BU ®
= 25 f °
5 ®TMU °
é. 20 + [}
S [ J
S 15 ¢ ° -
i ° ° =
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Wykres 11. Funkcja przeniesienia granicznej pozornej Scisliwosci adiabatycznej dla zwigzkéw: glicyna
(GLY), N,N,N-trimetyloglicyna (BET),N-tlenek trimetyloaminy (TMAO), n-butylomocznik (BU) i N,N,N’,N"-
trimetylomocznik (TMU) w T=298,15 K.

Zgodnie z przyblizeniem McMillana Mayera wzory 29-31 pozwalajg obliczy¢
odpowiednie wspotczynniki oddziatywan dla poszczegdlnych uktadéw w oparciu o znajomosé
AVg i AKQg . Dla wszystkich wybranych uktadow, oprocz TMAO, A.Vy sktada sie z 3
elementow (rownanie 31). Oznacza to, ze uwzglednione sg wspoétczynniki oddziatywan w
uktadach podwdjnych (osmolit-NMA), potréjnych (osmolit-2:NMA) i poczwdrnych (osmolit-
3:NMA). Wyjatkiem jest TMAO gdzie, uznatam, ze dla funkcji przeniesienia objetosci warto

uwzgledni¢ tylko dwie sktadowe, czyli oddziatywania w uktadach podwdjnych i potrojnych,
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ktérych miarg sg odpowiednio wspotczynniki v,p | v455 (rOwnanie 30). Na wykresie 12 i 13

przedstawitam odpowiednio A.VJ dla TMAO w 288,15 K sktadajgca sie z trzech lub dwoch

elementéw. Jak wida¢ na wykresie 12 trzecia skladowa réwnania jest niewielka, dlatego

zdecydowatam sie na uproszczenie rownania 31 do 30. Dla wszystkich badanych uktadéw w

Atrlf(s(fCIJ opisane jest wielomianem drugiego stopnia. W tabeli 17 zestawitam dla kazdego

zwigzku wartosci wszystkich parametréw oddziatywan.

Tabela 17. Warto$ci wspofczynnikéw oddziatywan z réwnania 29-31.

TIK 10%Vas/ 10°Vags/ 10°Vages/ 10" Kag / 10 Kags /
(kg'm*mol?) (kg®m*>mol®) (kg®m*>mol™) (kg'm?(N-mol)™) | (kg®m?(N-mol®)™)
glicyna
288,15 | 0,167 + 0,091 -0,004 £0,041 [ 0,0008 %0,0040 2,99+0,16 -0,116+0,020
298,15 | 0,43+0,27 -0,10 20,12 0,011£0,012 2,070,14 -0,067%0,017
308,15 | 0,26 +0,17 -0,043£0,079 | 0,0055+0,0077 | 1,371x0,098 -0,033+0,012
N,N,N-trimetyloglicyna
288,15 | 03386 0,0428 + 000177+ 1 284650,001 | -0,1300,011
0,0098 0,0044 0,00042
208,15 | 0.3580% 0,03953 -0,001506 + 1,753£0,090 | -0,0730,011
0,0015 +0,00067 0,000064
308,15 -0,326 £ 0,0327 & -0,00118 0,717£0,030 | -0,0114£0,0036
0,012 0,0052 +0,00050
TMAO
288,15 | -0,590 + 0,015 | 0,0339+0,0018 - 0,809+0,074 0,0149+0,0090
298,15 | -0,494 £ 0,015 | 0,0273+0,0018 - 0,396+0,044 0,0167+0,005
308,15 | -0,418 £ 0,043 | 0,0232+0,0052 - 0,558+0,092 -0,020+0,011
n-butylomocznik
288,15 | -1,13£0,16 0,179+0,074 -0,0082+0,0073 | 4,4760,094 -0,123+0,011
298,15 | -0,89+0,12 0,140,054 -0,0065+0,0053 3,42+0,11 -0,079+0,014
308,15 | -0,74%0,12 0,124+0,053 -0,0058+0,0052 2,72+0,11 -0,051£0,013
N,N,N’,N’-tetrametylomoczni
288,15 | -1,24+0,13 0,164+0,059 -0,0073x0,0058 | 3,296+0,029 | -0,0947+0,0035
298,15 | -1,139 % 0,053 0,185+0,024 -0,0107+0,0024 | 2,462+0,055 | -0,06206+0,0067
308,15 -0,8+1,0 0,12+0,47 -0,005+0,047 1,829+0,039 | -0,0392+0,0048

Na wykresie 14 przedstawitam przyktadowy udziat cztonéw réwnania 31 (wraz z ich sumg) dla

wartosci A,V n-butylomicznika, a na wykresie 15 ukazatam sktadowe réwnania 29 dla

wartosci A.K?g, n-butylomocznika (w T=288,15K).
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Wykres 12. Zalezno$c¢ funkcji przeniesienia objetosci od molalnosci rozpuszczalnika dla TMAO
zawierajgca 3 skfadowe (), oraz udziaty poszczegdinych cztonéw wielomianu uwzgledniajace
wspotczynniki oddziatywan: 2v ,5m,3v 5m?, 40455, m® w T=288,15K.
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Wykres 13. Zaleznosc¢ funkcji przeniesienia objetosci od molalnosci rozpuszczalnika dla TMAO
zawierajgca tylko 2 sktadowe (), oraz udzialy poszczegdlnych cztonéw wielomianu uwzgledniajgce
wspofczynniki oddziatywan: 2v ,5m,3v  spm? w T=288,15K
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Wykres 14. Zalezno$¢ funkcji przeniesienia objetosci od molalnosci rozpuszczalnika dla
n-butylomocznika (BU) zawierajaca 3 sktadowe (), oraz udzialy poszczegélnych czionéw wielomianu
uwzgledniajgce wspotczynniki oddziatywarn: 2v,5m,3v .5pm?, 4V 155, m> w T=288,15K.

10™°AK° o, [m*(N-mol)?]

m NMA [mol/kg H,0]

Wykres 15. Zalezno$c¢ funkcji przeniesienia pozornej molowej Scisliwosci adiabatycznej od molalnosci
rozpuszczalnika dla n-butylomocznika (BU) zawierajgca 2 sktadowe (), oraz udziaty poszczegdinych
cztonow wielomianu uwzgledniajgce wspofczynniki oddziatywan: 2k ,5m, 3k, zpm? w T=288,15K.
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Omowienie wynikéw- pomiary wolumetryczne i akustyczne

Dane eksperymentalne wskazuja, ze badane zwigzki chemiczne majg rozny wpltyw
na otaczajgce je wodne srodowisko. Uzyte techniki pozwalajg na zmierzenie jedynie
sumarycznych efektow zjawisk wystepujgcych w uktadzie. Oznacza to, ze mozliwe jest
zbadanie jedynie gtéwnych oddziatywan w uktadzie substancja rozpuszczona-woda.
Graniczna pozorna objeto$¢ molowa substancji rozpuszczonej, V¢‘3 , jest sumg jej objetosci
wilasnej, V,, i catkowitego efektu w zmianach objetosci rozpuszczalnika, V44 -

Vg =V + Voaa (32)

Zmiany we wiasciwosciach rozpuszczalnika mogg by¢ wynikiem pojawienia sie
oddziatywan  miedzy czgsteczkami  rozpuszczonymi a  rozpuszczalnikiem  lub
ostabienia/wzmocnienia juz istniejgcych oddziatywan w uktadzie. Molowe objetosci czgstkowe
substancji organicznych sg dodatnie, gdyz w duzej mierze determinowane sg przez objetosé
wlasng zwigzku. W roztworach wodnych wartosci wspoétczynnika S, z rdwnania 12 wskazujg
na dominujgcy charakter oddziatywania miedzy czasteczkami substancji rozpuszczone;.:
dodatnie wartosci S,, Swiadczg o oddziatywaniach hydrofilowych, a ujemne o hydrofobowych.

W czystej wodzie glicyna, tauryna i N,N,N-trimetyloglicyna majg forme jonu
obojnaczego. Mozna przypuszcza¢, ze w ich roztworach zaréwno pomiedzy dwiema
czgsteczkami substancji rozpuszczonej jak i miedzy substancja rozpuszczong a
rozpuszczalnikiem bedg dominowaé¢ oddziatywania hydrofilowe. Dodatnie wartosci parametru
S, (tabelka 6) dla glicyny i tauryny rowniez potwierdzajg to przypuszczenie, jednakze ze
wzgledu na dtuzszy fancuch hydrofobowy w czgsteczce tauryny wartosci tego parametru sg
nizsze i osiggajg wartosci bliskie 0, dla najwyzszej mierzonej temperatury. Silne bezposrednie
oddziatywania pomiedzy tauryna/glicyng i czgsteczkami wody, majg tez odzwierciedlenie w
duzych ujemnych wartoSciach $cisliwosci we wszystkich mierzonych temperaturach.
Mniejszy wplyw temperatury na zmiane scisliwosci glicyny niz tauryny jest kolejnym dowodem
na to, ze czgsteczka tauryny jest mniej hydrofilowa niz czgsteczka glicyny.

Tauryna jest aminokwasem sulfonowym i warto$¢ jej pozornej molowej Scisliwosci
nie jest tak ujemna jak dla aminokwasoéw z grupg karboksylowg. Zwigzek ten jest analogiem
strukturalnym B-alaniny, co widoczne jest na rysunku 23. Scisliwo$é, K, W temperaturze
298,15K dla B-alaniny jest rowna -26,3-10"° m®/(mol-N), a dla tauryny jest wyzsza o okoto
6,510 m5/(moI-N). Na tej podstawie mozna wnioskowa¢, ze grupa sulfonowa oddziatuje
stabiej z czasteczkami wody w poréwnaniu do grupy karboksylowej obecnej w
aminokwasach.

Stwierdzenie wskazujgce na to, ze tauryna jest zwigzkiem mniej hydrofilowym niz glicyna czy
ze grupa SO3~ oddziatuje stabiej z czgsteczkami wody w porownaniu do grupy COO~ nie jest

nowoscia, ale badania te pokazujg jak dzieki prostym pomiarom gestosci i szybkosci

77


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

dzwiekdw roztworow mozna wnioskowaé na temat hydrofilowos$ci/hydrofobowosci zwigzkow

nieznanych i bardziej skomplikowanych.

o}

i
S /\)I\
HO™ \(\3\/\NH2 HN OH

Rysunek 23. Wzor strukturalny po lewej: tauryny, po prawej B-alaniny.

Analiza wynikéw dla TMAO i N,N,N-trimetyloglicyny nie jest tak oczywista jak w
powyzszych przypadkach. TMAO ma stosunkowo duzg objeto$¢ wiasciwa, umiarkowanie
ujemna Scisliwos¢ i ujemne wartosci parametrow S, i Sy z réownan 12 i 24. Czgsteczka ta ma
bardzo rozbudowang czes$¢ hydrofobowg i objetosciowo matg czesé hydrofilowa. Wydaje sie,
ze oddziatywania hydrofobowe dla tej czasteczki odgrywajg wazng role, poniewaz powodujg
niewielkie, ale mierzalne obnizenie pozornej objetosci molowej i Scisliwosci adiabatycznej
wraz ze stezeniem dodatku TMAO. Obecnos¢ hydratacji hydrofobowej wyrazona jest rowniez
w duzym wplywie temperatury na KSO_CD. Wiegksze zmiany sg widoczne dla TMAO niz dla
hydrofilowych czasteczek, na przyktad glicyny. Te wtasciwosci majg swoje odzwierciedlenie w
obliczonych granicznych liczbach hydratacyjnych S2. Wzrost temperatury o 10 K zmniejszyt
59 0 1,3 czgsteczki wody dla TMAO, to jest, dwa razy wiecej niz w przypadku glicyny. N,N,N-
trimetyloglicyna natomiast charakteryzuje sie stosunkowo duzg objetoscia wilasciwg
(podobnie jak TMAO), umiarkowanie ujemng $cisliwoscig (podobnie jak TMAO), wysokimi
dodatnimi wartosciami parametru S, i bliskimi zeru wartosciami parametru S, (nie dajgcymi
sie okresli¢, ze wzgledu na btad, jako dodatnie lub ujemne). Wzrost temperatury o 10 K
zmniejszyt S2 o 1,3 czasteczki, czyli tyle samo co w przypadku TMAO, przy czym liczba
hydratacyjna dla betainy jest najwyzsza ze wszystkich badanych zwigzkéw.

Analiza danych dla NMA wskazuje na silniejsze oddziatywania hydrofobowe niz w
przypadku TMAO czy betainy. Oddziatywania pomiedzy dwiema czgsteczkami NMA majg
charakter hydrofobowy, o0 czym m.in. ujemna wartosci parametru S,,. Badania IR wykazaly, ze
NMA w wodnych roztworach nie oddziatuje silnie z woda. Liczby hydratacyjne, obliczone
dwoma niezaleznymi metodami (wolumetryczno-akustyczng i spektroskopowg) sg niskie i
wynoszg okoto 3. Wynikiem tego, jest maly wptyw stezenia na pozorng molowg S$cisliwosc
adiabatyczng. Obserwowalny jest maty wzrost wartosci K; o wraz ze wzrostem stezenia
amidu, ale zmiany K&D wraz z temperaturg sg poréwnywane do TMAO i troche nizsze niz dla
N,N,N-trimetyloglicyny. Wartosci granicznej pozornej molowej scisliwosé adiabatycznej NMA

sg dodatnie, jako jedyne sposrdd badanych przeze mnie zwigzkow.
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Wptyw temperatury na graniczng pozorng objeto$¢ molowg moze by¢ uznane za
kryterium, ktére pozwala na okreslenie wiasciwosci burzgcych lub wzmacniajgcych strukture
wody przez substancje rozpuszczonej [188]. Zgodnie z kryteriami stworzonymi przez Heplera

substancja posiada wtasciwosci:

s s (OVS . (929
e burzgce strukture rozpuszczalnika jesli (F) >0i (arz
P

)P<0,

. S ey (OV . (92V9
e wzmacniajgce strukture rozpuszczalnika jesli (%) <0i (a:j’) > 0.
14 14

Zgodnie z przedstawionymi powyzej kryteriami:
e glicyna, tauryna, TMAO i N,N,N-trimetyloglicyna posiadajg wtasciwosci burzgce
strukture wody;

0
9%Vyp
oT?

e wartosci ( ) dla N,N,N-trimetyloglicyny i TMAO s3a na tyle bliskie zeru, ze nie da
I3

sie powiedzie¢ jakie wtasciwosci sg dominujgce dla tych zwigzkow.
e nie da sie rowniez przypisa¢ wtasciwosci burzgcych lub wzmacniajgcych strukture
wody czgsteczce NMA, gdyz zaréwno pierwsza jak i druga pochodna jest dodatnia.
Zmiany wywotane obecnoscig amidu w wodzie sg zbyt mate by jednoznacznie
okresli¢ jej charakter.
Klasyfikacja ta jest bardzo prosta, ale wartosci drugiej pochodnej sg czesto na tyle niskie w
poréwnaniu do niepewnosci, ze nie da sie okresli¢ ich znaku.
W pracy [178] zaproponowano kryteria dla nieelektrolitdw, pozwalajgce okresli¢ ich
wiasdciwosci w roztworach wodnych na podstawie pomiarow wolumetrycznych oraz szybkosci

dzwieku. Kryteria te zostaly przedstawione w tabeli 18.

Tabela 18. Kryteria okre$lajgce wiasciwosci osmolitéw w roztworach wodnych.

o ) Silne oddziatywania )
Zwigzki burzgce Hydratacja Hydratacja
. woda-czgsteczka
strukture wody hydrofilowa hydrofobowa
rozpuszczona
Sy <0 >0 =0 <0
Vd(:v)_Vvdw >>0 >0 >0 >0
Ko >> 0 <0 << 0 <<0
AK2, /AT duzy maty maty duzy

W tabeli 19 przedstawiono omawiane warto$ci parametrow dla badanych przeze mnie
osmolitow.

Zgodnie z tabelami stwierdzam, ze:

. W roztworach glicyny i tauryny przewazajg oddziatywania hydrofilowe,

. NMA ostabia strukture wody,
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) w roztworach N,N,N-trimetyloglicyny wystepujg dos¢ silne oddziatywania woda-
betaina,

. TMAO wykazuje wilasciwosci zarowno hydratacji hydrofobowej jak i silnych
oddziatywan specyficznych pomiedzy czgsteczkami wody a czagsteczkami TMAO.
Warto$¢ parametru S, jest ujemna i bliska zeru, natomiast Kgq, duze ujemne dla

wszystkich analizowanych temperatur.

Tabela 19. Parametry charakterystyczne dla wybranych zwigzkéw chemicznych: glicyny (GLY),
N,N,N-trimetyloglicyny (BET), N-tlenek trimetyloaminy (TMAQ), tauryny (TAU), N-metyloacetamidu
(NMA). Wartosc K2, jest nizsza dla glicyny

GLY BET TMAO | TAU | NMA

Sy >> (0 =0 =0 =0 <0
Ve = Voaw | >0 >0 >0 >0 | >>0
Ko << 0* <0 <0 <<0*| >>0

AKQ/AT | mate | $rednie | $rednie | maty | duzy

Tak jak zostato to juz wczesniej podkreslone, gidwnym celem tej pracy jest analiza
oddziatywan w uktadach zawierajgcy wode, osmolit i N-metyloacetamid. W badaniach tych
uktadow tréjskladnikowych rozpuszczalnik stanowi wodny roztwér NMA. Poréwnanie wartosci
granicznych osmolitu w wodzie i wodnym roztworze NMA pozwoli mi oceni¢ wptyw NMA na
hydratacje osmolitu i site oddziatywarn NMA-osmolit.

Parametr S, , jest miarg oddzialywan substancja rozpuszczona - substancja
rozpuszczona i jest stosunkowo tatwy do interpretacji w uktadach dwusktadnikowych. W
uktadach ftrojsktadnikowych jego znaczenie nie jest oczywiste. Wartosci S, dla kazdego
osmolitu zamiescitam w tabelach 10-12. Wszystkie zwigzki, za wyjgtkiem n-butylomocznika,
zachowaty ten sam znak S, w roztworze z NMA, co w wodzie. Roztwory z TMU, TMAO i
czesciowo N,N,N-trimetyloglicyna w wodnym roztworze NMA charakteryzujg sie parametrem
S, ponizej zera, a glicyna i butylomocznik powyzej 0. Dla glicyny, TMU i BU, TMAO wraz ze
wzrostem stezenia NMA wartosci parametru S, réznig sie coraz bardziej od wartosci tego
parametru dla zwigzkéw w wodzie czystej. Dla betainy wartosci S,, pozostajg w okolicach 0 tak
samo jak dla uktadow dwusktadnikowych (betaina-woda).

Analizujgc wartosci granicznej pozornej molowej Scisliwosci adiabatycznej badanych
osmolitéw (tabele 13-15) w roztworach wodnych NMA mozna wyréznic¢ 3 grupy:

e  zwigzki, ktére majg wartosci dodatnie KS"IQ, :BU i TMU i s to destabilizatory biatka,
e zwigzki ktére majg warto$ci ujemne Kﬁq, : GLY, TMAO i s3 to stabilizatory biatka,
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e N,N,N-trimetyloglicyne, ktéra dla nizszych stezen NMA w uktadzie charakteryzuje sie
niewielkimi wartoscig Kgq) (ujemnymi w 2 i 4 mol/kg roztworze NMA i dodatnimi w 6 i

8 mol/kg roztworze NMA).

Ze wzgledu na wartosci Kgq) w wodnych roztworach NMA, osmolity mozna
uszeregowa¢ malejgco: BU=TMU>BET~0>TMAO>GLY. Widoczne jest podziat na wartosci
ujemne Kfm dla stabilizatoréw i dodatnie dla destabilizatorow. Dodatkowo da sie zauwazyé,
ze wartoscé KSO_q, rosnie wraz ze wzrostem stezenia NMA w rozpuszczalniku, ale dla
stabilizatorébw wzrost ten jest mniejszy. Analizujgc wptyw temperatury na wartosci Ks‘f@
(wykres 16) mozna stwierdzi¢, ze w przypadku destabilizatorow BU i TMU wptyw ten jest
dwukrotnie wiekszy niz w przypadku stabilizatoréw. Dla GLY i TMAO w roztworach NMA o
wysokich stezeniach wartosci Ks"_q, sg wyzsze w temperaturze 288,15K niz 308,15K (jedyne
ujemne wartosci na wykresie 16). Wartosci parametru Sy nie wykazujg zaleznosci od stezenia
NMA. Jego zmiany wraz z temperaturg lub molalnoscia NMA nie sg specyficzne dla grupy

stabilizatoréw/destabilizatoréw.

mGLY

W BET

TMAO

mBU

ETMU

10% (Kos,¢(308,151<)‘ Kos,aa (288,15]()) [m>3:(N-mol)]

m NMA [mol/kg H,0]

Wykres 16. Roznica granicznych pozornych molowych Scisliwosci abiabatycznych w 308,15K i 288,15K
dla wszystkich analizowanych osmolitéw w zalezno$ci od stezenia NMA w rozpuszczalniku.

Charakterystycznymi parametrami dla uktadoéw trojsktadnikowych sg za to funkcje
przeniesienia granicznej pozornej molowej objetosci, A, V2, i Scisliwosci abiabatycznej AtKS‘fd,,
ktére zestawiono w tabeli 16. Dla wszystkich zwigzkéw i dla wszystkich zmierzonych

temperatur, za wyjatkiem glicyny, wartosci A,V2 sg ujemne (rys.10). Glicyna jest zwigzkiem
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hydrofilowym i dodatnie wartosci A,V moga by¢ wynikiem zmniejszonego udziatu zjawiska
elektrostrykcji w wyniku oddziatywan hydrofilo-hydrofilowych pomiedzy czgsteczkg glicyny i
NMA. Betaina i TMAO sg czasteczkami z grupg hydrofilowa i hydrofobowa po obu stronach,
ktéore w wodzie tworzg zwitteriony i silnie oddziatujg z wodg. Dodatek NMA do
rozpuszczalnika u obu zwigzkéw wywotat podobne efekty tj. A,V sg ujemne i zmiana
temperatury nie wplywa na nie znaczgco. Ujemne wartosci A.VQ sg glownie wynikiem
oddziatywan hydrofilo-hydrofilowych i hydrofobo-hydrofobowych pomigdzy tymi czgsteczkami
(betainy/TMAO) a czasteczkami NMA. Najbardziej ujemne wartosci otrzymano dla roztworow
n-butylomocznika i N,N,N’ N-termetylomocznika, ale inny jest wplyw stezenia
rozpuszczalnika na wartos¢ A.VQ dla obu tych zwigzkéw. Ujemne wartosci A,V mozna
ttumaczy¢ wystepowaniem gtéwnie oddziatywan hydrofobo-hydrofobowych pomiedzy
czgsteczkami BU-NMA. Wzrost ilosci NMA w roztworze prowadzi do zwigkszenia znaczenia
oddziatywan hydrofilo-hydrofilowych w uktadzie z BU. W przypadku TMU sytuacja jest
odwrotna i wraz ze wzrostem stezenia NMA w uktadzie zmniejsza sie wartosé A V0 , a wraz z
nig umacniajg sie¢ oddziatywania hydrofobo-hydrofobowe.

Funkcje przeniesienia granicznej pozornej $cisliwosci abiabatycznej sg dodatnie dla
wszystkich roztworéw we wszystkich temperaturach (wykres 11). Wraz ze wzrostem stezenia
NMA dla wszystkich osmolitéw wartosci AtKS‘fq, rosng. Badane osmolity mozna uszeregowac
nastepujgco wg. wzrastajgcej wartosci Atho,q> TMAO<BET<GLY<TMU<BU. Najwyzsze

wartosci AtKS"_q, przyjmujg wiec destabilizatory biatek.

Mozna tez przesledzi¢ wplyw temperatury na wartosci A,VJ i Atho,qu (odpowiednio
wykres 17 i 18). W przypadku wptywu wzrostu temperatury na A.V$ mozna wydzielié dwie
grupy:

e  GLY i BET dla ktorych wzrost temperatury powoduje wzrost A, VS ,
e BU, TMU i TMAO dla ktérych wzrost temperatury powoduje spadek A, V2 .
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Wykres 17. Roznice miedzy wartoscig AV w 308,15K, a wartoscig AV w 288,15K dla poszczegoinych
osmolitbw w roztworach o okreslonym stezeniu NMA: glicyna (GLY), N,N,N-trimetyloglicyna (BET), N-
tlenek trimetyloaminy (TMAQ), n-butylomocznik (BU), N,N,N’,N-tetrametylomocznik.

Analizujgc wptyw temperatury na A.K¢,, (wykres 18) wyrdzniajgcym si¢ osmolitem jest
TMAO. Dla niskich stezen NMA w roztworach z TMAO ten wptyw jest poczgtkowo bardzo
maty, a dla najwyzszego stezenia dodatku amidu wzrasta do poziomu poréwnywalnego z

innymi osmolitami.

m NMA [mol/kg H,0]

2 4 6 8
mGLY
HBET
B TMAO
mBU
-10 = TMU
-12
-14

Wykres 18. Roznice miedzy wartoscig AKJ, w 308,15K, a wartoscig AK), w 288,15K dla
poszczegdlnych osmolitéw w roztworach o okreslonym stezeniu NMA w wodzie, glicyna (GLY), N,N,N-
trimetyloglicyna  (BET), N-tlenek trimetyloaminy (TMAQO), n-butylomocznik (BU), N,N,N’,N*-
tetrametylomocznik.

10" (BK°, p(308.15 = Bk wiass.ask) (M (N-mol) ™)
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Wykorzystujgc teorie McMillan i Mayera oraz funkcje przenoszenia mozna wyznaczy¢
udziaty poszczegodlnych oddziatywan miedzy osmolitem a czgsteczkami NMA. Obliczone
parametry tych oddziatywan z réwnan 29-31 znajdujg sie w tabeli 17. Glicyna jest jedynym
osmolitem, sposrod badanych, ktéry ma dodatni parametr v,z odpowiadajgcy za wktad
oddziatywan osmolit- 1 czgsteczka NMA w funkcji przenoszenia objetosci. Dodatkowo da sie
zauwazyc, ze dla BU i TMU (grupy destabilizatoréw) bezwzgledne wartosci tego parametru sg
duzo wigksze niz dla pozostatych badanych osmolitow, ktére sg stabilizatorami. Parametr
vapg dla wszystkich osmolitéw jest dodatni. Dla wszystkich uktaddw, oprécz roztworéw TMAO,
przypisatam trzy sktadowe funkcji przenoszenia objetosci. Dla wszystkich osmolitow
przypisatam po dwa parametry skladowe funkcji przeniesienia granicznej pozornej molowej
Scisliwosci abiabatycznej i pierwszy z nich k5 jest dodatni (dla destabilizatoréw duzo wiekszy

niz dla stabilizatoréw), drugi k,zz znacznie mniejszy (20-50krotnie) i ujemny.

Badane przeze mnie ukiady osmolitow w wodzie (glicyna, N,N,N-trimetyloglicyna,
N-tlenek trimetyloglicyny, tauryna) posiadaja, jak juz zostato to wspomniane w podrozdziale
1.4, wtasciwosci stabilizujgce biatko. Jak zostato zbadane miedzy innymi w pracy [59], efekt
wywotany przez czgsteczke rozpuszczong na strukture otaczajacej jej wody, nie jest
czynnikiem determinujgcym jej wiasciwosci stabilizujgce. Do tej pory badajgc parametry
wolumetryczne i akustyczne nie udato sie znalez¢ wyraznych réznic miedzy osmolitami
stabilizujgcymi i destabilizujgcym. W zespole, w ktérym pracowatam, padt pomyst analizy
uktadow trojsktadnikowych, ktére zawierajg oprécz wody i osmolitu, rowniez czasteczke
N-metyloacetamidu, ktéra petni role modelu tancucha gtéwnego biatka.

Jedna z réznic pomiedzy destabilizatorami i stabilizatorami jest widoczna w wartosciach
granicznej pozornej molowej $cisliwosci adiabatycznej, ktéra dla destabilizatoréw w catym
zakresie badanych stezehh NMA i temperatur jest dodatnia. Dla stabilizatoréw natomiast Ks‘fd,
przyjmuje wartosci ujemne przy niskich (2 i 4 mol/kg) stezeniach NMA w roztworze.

Kolejng cechg charakterystyczng jest mocniejsza zaleznos¢ Ks‘fq) od temperatury dla
destabilizatorow w poréwnaniu do osmolitéw stabilizujgcych.

Warto zauwazy¢ rowniez, ze zwigzkami dla ktérych funkcje przeniesienia granicznej
pozornej scisliwosci adiabatycznej (AtK§¢), sg znacznie wyzsze niz dla pozostatych
badanych zwigzkdéw, sg pochodne mocznika.

Poréwnujgc bezwzgledne wartosci parametrow v,p i k4 mozna dostrzec, ze dla
zwigzkéw obnizajgcych stabilno$¢ biatka, sg one znacznie wyzsze niz dla zwigzkéw
zwiekszajgcych jego stabilnosé.

Zastosowanie wodnego roztworu NMA, jako rozpuszczalnika dla osmolitow
stabilizujgcych i destabilizujgcych umozliwito rozréznienie tych zwigzkéw w prostych

badaniach wolumetrycznych i akustycznych.
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5.3. Pomiary nanoDSF - wplyw osmolitow na temperature denaturacji
lizozymu

Jak zostalo to wczesniej wspomniane (podrozdziat 4.1.3.) badania dotyczgce
mozliwosci powstawania wiokien z HEWL w obecnosci osmolitéw zostaty przeprowadzone w
Srodowisku kwasnym przy zachowaniu kontroli sity jonowej. Wiadomo réwniez, ze klasyfikacja
osmolitéw na stabilizatory i destabilizatory biatka nie jest jednoznaczna i zalezy m.in. od
rodzaju biatka, stezenia osmolitu, pH i sity jonowej roztworu. Z tego powodu zdecydowano sie
na zmierzenie temperatury denaturacji HEWL w roztworach odpowiadajgcych tym, w ktorych
obserwowany bedzie proces mogacy prowadzi¢ do powstania amyloidéw.

Jednym z czynnikéw wptywajgcych na przebieg procesu denaturacji biatka jest
stezenie (sita jonowa) i wartosciowos¢ jondw wodnego roztworu, kidra znacznie réznita sie
dla wykorzystanych osmolitow. Potrzebne wiec byto przeprowadzenie eksperymentu
denaturacji termicznej lizozymu z biatka jaja kurzego przy pH=2 dla roztworéw o réznej sile
jonowej. Wyniki tych badan zaprezentowatam w formie wykreséw 19-21. Pierwszy wykres
ukazuje stosunek intensywnosci fluorescencji przy 350 nm do jej intensywnosci przy 330 nm
w zaleznosci od temperatury (F350/F330), a drugi przedstawia zalezno$¢ pierwszej
pochodnej tego stosunku od temperatury (6(F350/F330)/9(T)).

Na wykresie zaleznosci stosunku F350/F330 od temperatury dla HEWL bez dodatku
osmolitbw mozna zauwazyé, Zze proces rozwiniecia lizozymu moze by¢ jedno- Ilub
dwustopniowy w zaleznosci od wartosci sity jonowej w roztworze. Dla HEWL w roztworze o
stezeniu sity jonowej ponizej 300 mM proces ten jest jednoetapowy, w roztworach o sile
jonowej 400 mM i wyzszej dwustopniowy. Widoczny jest rowniez spadek temperatury
pierwszego etapu denaturacji - Tn1 wraz ze wzrostem sity jonowej. Najwieksze zmiany w
procesie denaturacji zachodzg w przedziale 300-400 mM sity jonowej, kiedy to proces z
jednostopniowego staje sie dwustopniowy i mozliwe staje sie wyznaczenie temperatury

denaturacji drugiego etapu rozwijania biatka - Tn2.
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Wykres 19 . A: zalezno$¢ stosunku intensywnosci fluorescencji przy 350 nm do jej intensywno$ci przy
330 nm w funkcji temperatury dla roztworéw HEWL o réznej sile jonowey,

B: wykres zaleznoSci pierwszej pochodnej tego stosunku od temperatury (0(F350/F330)/9(T)) dla
roztworéw HEWL o réznej sile jonowey.

Dla kazdego wybranego do tej czesci eksperymentu osmolitu zbadatam przebieg denaturaciji
termicznej majgc na uwadze, ze roztwory:

e N,N,N,N-tetrametylomocznik i n-butylomocznik charakteryzowaty si¢ sitg jonowg

okoto 210 mM

e Glicyny i N,N,N-trimetyloglicyny, tauryny wykazywaty site jonowg okoto 600 mM

e  TMAO charakteryzowaly sie sitg jonowg okoto 500 mM.
Wyniki przedstawiono ponizej na wykresach 20-22, oddzielnie dla kazdego osmolitu. Wartosci
temperatury denaturacji obliczytam w programie PR.Analysis i zestawitam w tabeli 20. W
przypadku wyznaczania Tm1 szacunkowy btgd wynosi okoto 1°C, a dla wyznaczania Tm2

okoto 2°C. Powtarzalnos¢ wynikéw jest na zadowalajgcym poziomie.
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Wykres 20. A: zalezno$c¢ stosunku intensywno$ci fluorescencji przy 350 nm do jej intensywnosci przy 330 nm w funkcji
temperatury dla roztworéw HEWL o r6znym stezeniu glicyny,
B: wykres zaleznoSci pierwszej pochodnej tego stosunku od temperatury (6(F350/F330)/9(T)) dla roztworéw HEWL o réznym
stezeniu glicyny,
C: zalezno$¢ stosunku intensywno$ci fluorescencji przy 350 nm do jej intensywnosci przy 330 nm w funkcji temperatury dla
roztworéw HEWL o réznym stezeniu N,N,N-trimetyloglicyny,
: wykres zaleznosci pierwszej pochodnej tego stosunku od temperatury (0(F350/F330)/9(T)) dla roztworéw HEWL o réznym
‘ezeniu N,N,N-trimetyloglicyny.
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Wykres 21. A: zalezno$¢ stosunku intensywnosci fluorescencji przy 350 nm do jej intensywnosci przy 330 nm w funkcji
temperatury dla roztworéw HEWL o réznym stezeniu n-butylomocznika,

B: wykres zaleznosci pierwszej pochodnej tego stosunku od temperatury (6(F350/F330)/9(T)) dla roztworéw HEWL o
réznym stezeniu n-butylomocznika,

C: zalezno$c¢ stosunku intensywnosci fluorescencji przy 350 nm do jej intensywnosci przy 330 nm w funkcji temperatury dla
roztworow HEWL o réznym stezeniu N,N,N’,N’-tetrametylomocznika,

D: wykres zalezno$ci pierwszej pochodnej tego stosunku od temperatury (6(F350/F330)/0(T)) dla roztworow HEWL o
réznym stezeniu N,N,N’,N’-tetrametylomocznika.
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Wykres 22. A: zaleznosc¢ stosunku intensywnoS$ci fluorescencji przy 350 nm do jej intensywnosci przy 330 nm w funkcji
temperatury dla roztworéw HEWL o ré6znym TMAO,

B: wykres zalezno$ci pierwszej pochodnej tego stosunku od temperatury (9(F350/F330)/0(T)) dla roztworéw HEWL o
réznym stezeniu TMAQ,

C: zaleznosc¢ stosunku intensywnosci fluorescencji przy 350 nm do jej intensywno$ci przy 330 nm w funkcji temperatury
dla roztworow HEWL o réznym stezeniu tauryny,

D: wykres zalezno$ci pierwszej pochodnej tego stosunku od temperatury (6(F350/F330)/9(T)) dla roztworéw HEWL o
réznym stezeniu tauryny.
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Tabela 20. Temperatury denaturacji dla HEWL w zaleznosci od stezenia i rodzaju dodatku.

doi;etlfﬁ rE::M] [Trg] [Tmcz] Tm1 [°C] Tm2 [°C] doi’tjij Tﬁ M] [Trg] [Tnéz]
Glicyna N,N,N-trimetyloglicyna TMAO
0 51,1 | 76,5 51,5 78,3 0 51,9 | 74,8
100 51,1 | 75,9 50,4 76,2 100 51,4 | 73,7
200 51,1 | 76,8 50,9 75,3 200 51,1 | 721
300 51,3 | 76,3 51,4 73,7 300 50,8 | 70,7
400 51,4 | 76,7 51,9 72,9 400 50,5 | 69,1
500 51,3 | 76,3 52,6 71,8 500 50,0 -
n-butylomocznik tetralg:-:-’:),/’l\:’r: :)_cznik Tauryna
0 52,8 - 52,8 - 0 51,3 | 75,5
100 49,7 - 51,3 - 80 51,3 | 76,2
200 46,3 - 49,6 - 160 516 | 77,4
300 42,5 - 47,9 - 240 52,0 | 78,6
400 38,5 | 56,3 46,4 - 320 52,6 | 79,4
500 35,0 | 55,3 451 - 400 52,5 | 79,3

W literaturze jest niewiele doniesien, z ktérymi mozna poréwnac otrzymane przeze
mnie wyniki. W publikacji [189] na podstawie pomiarow DSC, stwierdzono, ze Tr, dla wodnych
roztwordéw lizozymu przy pH z zakresu 2-8 i sile jonowej do 500 mM jest stata i wynosi okoto
75°C. Dodatkowo artykut ten wskazuje, ze w tych warunkach denaturacja jest procesem
wytgcznie jednostopniowym. Z drugiej strony zmierzone Tm dla roztwordéw lizozymu przez
Sabulala pozostajg w zgodzie z moimi, ale pojawiajg sie rozbieznosci w przypadku wodnych
roztworéw HEWL z glicyng [190]. Réznice te mogg by¢ wynikiem réznicy sit jonowych i pH
roztwordw, ktorych wartosci autorzy tej publikacji nie podali.

Badane roztwory biatka w obecnosci réznych osmolitéw charakteryzujg sie réznymi
krzywymi denaturacji. Przedstawione wyniki pokazujg, ze w zaleznosci od warunkow,
denaturacja HEWL moze by¢ jednostopniowa (dla wodnych roztworéw z TMU, czesciowo BU
i czesciowo TMAO) lub dwustopniowa (dla roztworéw z: glicyna, betaing, tauryng, wysokimi
stezeniami BU, niskimi stezenia TMAO). Zjawisko to spowodowane jest przede wszystkim
réznicami w sile jonowej roztworéw, a nie samym rodzajem osmolitu. Przy niskich wartosciach
sity jonowej proces denaturacji HEWL w roztworze o pH=2 jest jednostopniowy.

W przypadku roztworow HEWL z dodatkiem glicyny i tauryny, wptyw tych osmolitow

na przebieg krzywych denaturacji biatka jest niewielki, w poréwnaniu do innych badanych
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zwigzkow, ktore zauwazalnie zmieniajg przebieg procesu denaturacji termicznej HEWL.
Zmiany w T1 i T2 wraz ze wzrostem stezenia dodatku przedstawitam kolejno na wykresach
23 Ai23B.

82
80

o o

- ~

- -

30 1 1 1 1 68 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
stezenie dodatku [mM] stezenie dodatku [mM]

Wykres 23. Po lewej: zmiany pierwszej temperatury denaturacji HEWL, T,,1, w zaleznosci od stezenia
dodatku osmolitu, po prawej: zmiany T2 denaturacji HEWL w zalezno$ci od stezenia dodatku osmolitu.

Dla roztwordw lizozymu z dodatkiem glicyny réznice w temperaturach denaturacji sg
praktycznie niezauwazalne, dla tauryny niewielkie i wskazujg na wiasciwosci stabilizujgce
HEWL w tych warunkach. Mogtoby sie¢ wydawac¢, ze w tych roztworach sita jonowa jest tak
duza, ze dodatek jakiegokolwiek zwigzku nie bedzie znaczaco wptywat na zmiany w
przebiegu procesu, ale kolejne roztwory, w ktérych sita jonowa jest wysoka (okoto 600 mM) to
roztwory HEWL z N,N,N-trimetyloglicyng, w ktérych zmiany w krzywych denaturacji pod
wptywem zmieniajgcego sie stezenia betainy, sg widoczne. Po poczatkowym spadku wartosci
Tm1 przy niskich stezeniach betainy, nastepuje jej wzrost o okoto 1°C dla najwyzszego
stezenia dodatku w stosunku do roztworu bez dodatku. T2 za to spada wraz ze wzrostem
stezenia betainy. Dla najwyzszego stezenia betainy w roztworze T2 jest nizsza o okoto 6°C
w odniesieniu do drugiej temperatury denaturacji HEWL bez dodatku osmolitu. Jak mozna
zobaczy¢ na wykresie 20 C dodatek betainy powoduje zwiekszenie skoku stosunku
fluorescenciji (F350/F330) dla pierwszego stopnia, a zmniejsza skok (F350/F330) dla drugiego
stopnia. Oznacza to, ze wraz ze wzrostem stezenia dodatku betainy zmniejsza sie znaczenie
drugiego stopnia dentauracji. Patrzgc na te wyniki trudno jest okresli¢ czy w podanych
warunkach (pH=2 i sile jonowej okoto 600 mM) N,N,N-trimetyloglicyna jest destabilizatorem

czy stabilizatorem lizozymu.
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W roztworach HEWL z TMAO (wykresy 22 A i B) sita jonowa jest rowniez wysoka i
wynosi okoto 500 mM. Podobnie jak dla betainy na wykresach (F350/F330)=f(T) widaé
spadek udziatu drugiego skoku wraz ze wzrostem steZzenia osmolitu. Dla najwyzszego
stezenia dodatku (500mM TMAO) denaturacje lizozymu mozna uzna¢ za 1 stopniowg i nie
wyznaczona zostata Tm2. W podanych warunkach wraz ze wzrostem stezenia dodatku
TMAO, spada zaréwno pierwsza Tn1 jak i druga T2 temperatura przej$cia. R6znice miedzy
Tm1 dla HEWL bez dodatku i w obecnosci 400 mM TMAO (w roztworach w ktdrych
denaturacja biatka jest jeszcze dwustopniowa) wynosi okoto 1,5°C, dla T2 réznica wynosi
okoto 4,7°C.

Denaturantami biatka, ktérych wptyw na proces rozfatdowania HEWL zbadano byty
pochodne mocznika: N,N, N’,N-tetrametylomocznik i n-butylomocznik (wykres 21 ABCD). Dla
obu zwigzkow sita jonowa w roztworze biatka wynosita okoto 210 mM. Zaréwno dla roztworow
lizozymu z BU jak i TMU nastepuje wyrazny spadek Tm1 wraz ze wzrostem stezenia dodatku.
Dla roztworu biatka zawierajgcych 500 mM BU spadek ten wynosi okoto 17°C a dla
roztworéw z 500 mM TMU prawie 8°C.

W tych specyficznych warunkach wybrane pochodne mocznika mozna okresli¢ jako
destabilizatory. Pos$réd zbadanych zwigzkéw w podanych warunkach wilasciwosci
stabilizujgce wykazuje tylko tauryna.
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5.4. Badanie procesu tworzenia sie wtokien amyloidowych w
roztworach osmolitow

W ponizszej czesci zaprezentowane zostang wyniki sledzenia zmian zachodzgcych
w strukturze lizozymu z biatka jaja kurzego pod wptywem wodnych roztworéw osmolitow w

réznych stezeniach inkubowanych przez 10 dni w 45°C przy pH=2.
Lizozym z bialka jaja kurzego bez dodatku osmolitu

Moim roztworem odniesienia bedzie roztwér lizozymu o pH=2 i odpowiedniej sile jonowej,
takiej jak w roztworze z dodatkiem osmolitu. Z tego powodu na poczagtku zestawie dane dla
poszczegdlnych technik eksperymentalnych dla roztworu HEWL, bez dodatku osmolitu, do

ktérego bede odnosi¢ pozostate wyniki.
o Spektroskopia fluorescencyjna w obecnosci tioflawiny T:

W moich badaniach wykorzystatam zdolnos¢ tetrahydrotiofenu do wigzania sie ze
strukturami beta-kartek w biatku, co pozwala zbada¢ wptyw osmolitéw na przebieg procesu
amyloidogenezy HEWL. Poczgtkowa intensywnos¢ fluorescencji ThT dla obu roztworéw
lizozymu jest na podobnym poziomie, koncowa po 10 dniach inkubacji réwniez (tabela 21).
Widoczna jest natomiast roznica w przyroscie intensywnos¢ fluorescencji w poczatkowej fazie
inkubacji prébek, do dnia 3. Probka biatka o wyzszej sile jonowej bardzo szybko osigga
maksymalng intensywnos¢ fluorescencja, a dla probki o nizszej sile jonowej wzrost ten jest
stopniowy, nie tak gwattowny.

Tabela 21. Zmiany w intensywnosci fluorescencji w obecnosci tioflawiny T dla roztworéw HEWL o pH=2 i
ustalonej sile jonowej, podczas inkubacji w 45°C przez okres$long liczbe dni.

Intensywnos¢ fluorescenciji (485 nm)
Sita jonowa [mM]
Liczba dni 600 200
0 198+4 219+
3 860+39 38446
7 762134 -
10 837130 881134

e Spektroskopia dichroizmu kotowego:

Poczatkowe zawartosci poszczegdlnych struktur drugorzedowych sg na podobnym

poziomie w lizozymie w roztworze o nizszej i wyzszej sile jonowej (tabela 22). Wydaje sie, ze
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w roztworze z wigkszym dodatkiem jonéw szybciej zachodzi proces, w ktéorym zmniejsza sie

udziat alfa helis na rzecz wzrostu udziatu beta kartek i struktur nieuporzgdkowanych.

Tabela 22. Zmiany w zawarto$ci poszczegolnych struktur drugorzedowych w roztworach HEWL o pH=2 i

ustalonej sile jonowej, podczas inkubacji w 45°C przez okreslong liczbe dni.

. o Alfa helisy | Beta kartki | 2Wroly I struktura

Dzien | Stezenie dodatku o o nieuporzgdkowana
[%] [%] o

Prébka bez dodatkéw zawartos¢ jonéw wysoka (600mM)
0 0 37 17 47
3 0 33 16 51
7 0 31 17 51
10 0 31 17 51
Prébka bez dodatkéw zawartos¢ jonéw niska (200mM)

0 0 36 15 48
3 0 35 17 47
10 0 33 13 53
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W prébcee o sile jonowej 200 mM po 10 dniach widoczny jest spadek zawartosci beta-kartek i
alfa helis i wzrost struktury nieuporzgdkowanej w stosunku do poczatku inkubacji. Struktura II-
rzedowa lizozymu z biatka jaja kurzego inkubowanego w roztworze bez dodatku osmolitu, ale
sile jonowej okoto 200 mM, podlega matym, ale zauwazalnym zmianom. Udziat procentowy
struktur alfa-helikalnych maleje wraz z uptywem czasu inkubacji, podczas gdy udziat struktur
nieuporzgdkowanych rosnie. Co ciekawe, nie jest widoczny wzrost zawartosci beta-kartek.
Pozostate pomiary (AFM czy spektroskopia fluorescencyjna) potwierdzajg obecnos¢ widkien
w inkubowanym roztworze biatka bez dodatkéw osmolitu. Wysoka sita jonowa (600mM) nie
zmienia znaczgco poczatkowej struktury tancucha polipeptydowego. Po 7 dniach natomiast
zawarto$¢ poszczegolnych struktur drugorzedowych w lizozymie stabilizuje sie i pozostaje

niezmienna do konca eksperymentu.

e  Mikroskopia sit atomowych (AFM)

W przypadku roztworéw HEWL o sile jonowej okoto 200 mM po 10 dniach inkubacji w
temp. 45°C widoczne sg liczne i cienkie widkna (rys. 24).

dzien 0 dzien 3 dzien 10

Rysunek 24.0brazy AFM roztworu HEWL w roztworze o pH=2, sile jonowej 200 mM w trakcie trwania
inkubacji [191].
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e  Turbidymetria

Dla dwoch roztworow HEWL o réznych stezeniach sity jonowej, wraz z uptywem czasu
inkubacji w podwyzszonej temperaturze, zwieksza sie gestos¢ optyczna (wykres 24). Dla

prébek o wyzszej sile jonowej warto$¢ gestosci optycznej po 10 dniach jest okoto 20-krotnie

wyzsza.
01 )
1,8 -
0,08 - 16 -
1,4 -
£ 0,06 1 E 12 -
o 4
8 0,04 8 0,8 -
0,6 -
0,02 - 0,4 -
0,2 -
0 : : 0
0.0 0.3 0_10 0.0 0.3 0_7 0_10

Wykres 24. Wykres gestosci optycznej dla 350 nm dla roztwordéw lizozymu bez dodatku osmolitu. Po lewej
dla roztworéw o sile jonowej 200 mM, po prawej dla 600 mM. Oznaczenie prébek: stezenie dodatku_czas
inkubacji, np. 0_7 to roztwér lizozymu bez dodatku osmolitu po 7 dniach inkubacji.

Lizozym w roztworach osmolitéw

e  Spektroskopia fluorescencyjna w obecnosci tioflawiny T

Wyniki spektroskopii fluorescencyjnej w obecnosci tioflawiny T z dla roztworéw z
zawierajgcych osmolity przedstawiono w tabeli 23 i 24. Ze wzgledu na rézng site jonowg
prébek zawierajgcych biatko bez dodatku dla BU/TMU i BET/GLY fluorescencja tych
roztworéw jest rézna. Jak juz wczesniej wspomniatam, dla prébki HEWL bez dodatku
osmolitu przy nizszej zawartosci jondw (tabela 24) widoczny jest stopniowy wzrost
fluorescenciji wraz z uptywem czasu, a dla wyzszej zawartosci jonéw (tabela 23) miedzy 0 a 3
dniem nastepuje gwattowny skok intensywnosci fluorescencji i fluorescencja do konca
eksperymentu utrzymuje sie na staltym poziomie. Dziesigtego dnia dla wszystkich probek
HEWL w roztworze bez osmolitéw, bez wzgledu na site jonowg w uktadzie, wartos¢

fluorescenciji jest zblizona i wynosi koto 850 jednostek.
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Tabela 23. Intensywno$¢ fluorescencji roztworéw HEWL w obecno$ci ThT w wodnym roztworze betainy
400 mM i glicyny 400mM przy dtugosci fali 485nm w trakcie inkubacji 0,3,7 i 10 dnia.

Intensywnos¢ fluorescenciji (485 nm)
Stezenie dodatku [mM]
Liczba dni 0 400 BET 400 GLY
0 198+4 223+7 21619
3 860+39 647121 694+31
7 762134 798132 78117
10 837130 862133 1006130

Tabela 24. Intensywno$c fluorescencji wodnych roztworéw HEWL w obecnosci ThT dla roztoworéw z
dodatkiem BU lub TMU w réznych stezeniach przy dtugo$ci fali 485nm w trakcie inkubacji 0, 3 i 10 dnia.

Intensywnos¢ fluorescenciji (485 nm)
TMU BU
Stezenie dodatku [mM]
Liczba dni 0 50 250 500 50 250 500
0 219+11 19415 1865 170+4 162+4 1471 143+2
3 38416 | 32716 | 536110 | 801+27 | 339+2 990+18 | 845159
10 881+34 | 683+32 | 1032+18 | 866+23 | 107619 | 1876143 | 1981128

Dla wszystkich probek roztworow biatka wartos¢ fluorescencji ThT wzrasta wraz z
czasem inkubacji. Dodatek glicyny lub N,N,N-trimetyloglicyny do ukfadu powoduje niewielkie
zmiany w intensywnosci fluorescencji w poréwnaniu do probki biatka bez dodatku. Jedyng
réznicg dla probek biatka z dodatkiem glicyny lub N,N,N-trimetyloglicyny jest mniejszy wzrost
fluorescencji pomiedzy 0 a 3 dniem w poréwnaniu do prébek HEWL bez dodatku. W
przypadku roztworéw HEWL zawierajgcych pochodne mocznika (tabela 24) obserwowany
jest réozny wzrost fluorescencji miedzy 0 a 3 dniem w zaleznosci od stezenia dodatku.
Dodatek 50 mM n-butulomocznika lub N,N,N’,N-tetrametylomocznika do roztworu nie
powoduje duzych zmian w intensywnosci fluorescencji lizozymu w roztworze wodnym. Dla
stezen 250 mM lub 500 mM BU i TMU natomiast widoczne sg znaczne zmiany w
intensywnosci fluorescencji roztworéw biatka. Charakterystyczny wydaje sie rowniez ciggly i
duzy wzrost intensywnosci fluorescencji w roztworach biatka zawierajgcych n-butylomocznik,
co nie jest widoczne dla roztworow zawierajgcych N,N,N’,N-tetrametylomocznik. Najwyzsze
wartosci fluorescencji roztworéw biatka po 3 dniach dla poszczegdlnych osmolitdw osiggnieto
dla roztworéw z dodatkiem 250mM n-bulomocznika (cho¢ dla 500mM BU wartosci tez sg
wysokie) i TMU 500mM, ponadto warto$ci te sg ponad dwukrotnie wyzsze niz dla
odpowiadajgcej im probek HEWL bez osmolitu. Dziesigtego dnia inkubacji wartosci
fluorescencji dla roztworéw lizozymu z dodatkiem BU (250mM, 500mM) sg dwukrotnie
wyzsze niz dla probki bez dodatku, wzrost, ale mniejszy, obserwowany jest tez dla probek

HEWL z TMU czy GLY. Najmniejsze zmiany wystepujg dla roztworéw biatka zawierajgcych
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lub N,N,N-trimetyloglicyne, gdzie réznica miedzy probka lizozymu bez dodatkéw i z dodatkami
po 10 dniach inkubacji jest bardzo niewielka. Warto zauwazy¢, ze w przypadku roztworéw
lizozymu bez dodatku osmolitu o wysokim stezeniu jonéw po 3 dniach inkubacji intensywnosc¢
fluorescencji stabilizuje sie. Oznacza to, ze czas inicjowania fibrylacji jest krétszy niz ten
okres czasu. Roztwory biatka z dodatkiem BET lub GLY nie osiagajg stanu plateau, co
oznacza, ze oba aminokwasy wydtuzajg czas inicjowania fibrylacji i zmniejszajg poczatkowa
ilos¢ formowanych amyloidéow. Wysokie wartosci fluorescencji lizozymu w obecnosci BU
Swiadczg natomiast, ze jego obecnos$¢ skraca czas inicjowania fibrylacji (tzw. lag-time) i
zwigksza efektywnos¢ procesu amyloidogenezy. N,N,N’,N’-tetrametylomocznik wptywa
rébwniez na skrocenie czasu inicjowania fibrylacji, jednak nie w takim stopniu jak n-
butylomocznik. Wartosci fluorescencji dla roztworéw biatka zawierajacych glicyne i N,N,N-
trimetyloglicyne sg podobne, ale kolejne badania wskazujg, na znaczne réznice miedzy
procesami zachodzgcymi w ich obecnosci. BET nie wplywa istotnie na proces
amyloidogenezy, co potwierdzajg mate réznice miedzy fluorescencjg roztworéw HEWL bez i z
dodatkiem tego osmolitu.

e  Spektroskopia dichroizmu kotowego

Do obserwowania zmian w strukturze HEWL pod wptywem osmolitdw wykorzystano
spektroskopie dichroizmu kotowego w zakresie UV. Mimo, ze wszystkie probki byty
rozcienczone woda, w przypadku roztworéw zawierajgcych BU i TMU w stezeniu 500 mM
zawarto$¢ zwigzkoéw absorbujgcych swiatto byta za wysoka, co spowodowato ze napiecie
fotopowielacza znajdujacego sie w aparacie bylo zbyt wysokie i niemozliwe byto
zarejestrowanie poprawnych widma CD. Dla roztworow HEWL z glicyng i N,N,N-
trimetyloglicyng o stezeniu 400mM nie byto probleméw technicznych z pomiarem. Najwieksze
zmiany w strukturze HEWL pod wptywem obecnosci osmolitu zarejestrowano dla BU (tabela
25). Formowaniu sie witdkien amyloidowych towarzyszy zwiekszanie sie zawartosci beta-
kartek i zmniejszanie sie zawartosci alfa-helis w biatku.

W przypadku roztworéw biatka zawierajgcych N,N,N-trimetyloglicyne lub glicyne
przez caly czas trwania eksperymentu zachodzg zmiany w strukturze lizozymu. Dla
roztwordw biatka z dodatkiem glicyny lub betainy wida¢ wyrazny spadek zawartosci alfa-helis
i mniejszy, ale widoczny wzrost zawartosci struktur nieuporzadkowanych. Nie wida¢ natomiast
duzych zmian w ilosci beta-kartek w biatku, co powinno by¢ charakterystyczne w przypadku
powstawania widkien amyloidowych. Najwieksze zmiany widoczne sg w lizozymie pod
wptywem dodatku 250 mM BU. Obecnos$¢ tego osmolitu znacznie obniza zawartos¢ alfa-helis
w lizozymie (33% bez dodatku, 22% z dodatkiem 250mM BU po 10 dniach) i zwigksza
zawarto$¢ beta-kartek (13% bez dodatku kontra 21% z dodatkiem 250mM BU po 10 dniach).
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Mniejsze stezenie BU tj. 50mM jest za niskie by wptyng¢ na zmiany w HEWL. W obecnosci
TMU nie widaé réznic w udziatach struktur drugorzedowych w biatku w stosunku do prébki
bez dodatku osmolitu. Ponizej przedstawiono widma CD dla wodnych roztworéw biatka z BU
dla stezenia 250 mM zmieniajgce sie wraz z czasem inkubacji, poniewaz dla tego stezenia

widoczne sg najwieksze zmiany (wykres 25).

Tabela 25. Wyniki CD. Zawarto$¢ procentowa réznych struktur drugorzedowych utworzonych z HEWL w
obecnosci BET,GLY,BU i TMU o réznych stezeniach w trakcie trwania procesu inkubacji.

» . Alfa helisy | Beta kartki | 2Vroby i struktura
Dzien | Stezenie dodatku o o nieuporzgdkowana
[%] (%] %]
Probka bez dodatkéw zawartos¢ jonow wysoka (600mM)
0 0 37 17 47
3 0 33 16 51
7 0 31 17 51
10 0 31 17 51
N,N,N-trimetyloglicyna
0 400 mM 36 17 47
3 400 mM 35 16 49
7 400 mM 34 16 51
10 400 mM 30 17 53
Glicyna
0 400 mM 37 13 50
3 400 mM 33 17 50
7 400 mM 31 17 52
10 400 mM 29 19 51
Probka bez dodatkéw zawartosé jonoéw niska (200mM)

0 36 15 48

3 0 35 17 47
10 0 33 13 53

n-butylomocznik
0 50 mM 36 13 50
3 50 mM 36 14 50
10 50 mM 32 15 53
0 250 mM 37 10 53
3 250 mM 29 18 51
10 250 mM 22 21 55
N,N,N’,N’-tetrametylomocznik
0 50 mM 36 14 48
3 50 mM 35 16 48
10 50 mM 33 14 52
0 250 mM 36 14 49
3 250 mM 34 15 50
10 250 mM 32 14 54
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Wykres 25. Zmiany w widma CD dla HEWL w roztworze BU o stezeniu 250 mM w takcie trwania
inkubacji.

e  Turbidymetria

Zmiany w rozpraszaniu Swiatla badano poprzez pomiar gestosci optycznej przy
dtugosci fali réwnej 350 nm (z ang. optical density — OD). Wyniki pokazano w postaci
wykreséw 26 i 27, oddzielnie dla roztworéw biatka z denaturantami i stabilizatorami ze
wzgledu na réznice w zawartosci jondw w obu grupach. N-butylomocznik jest jedynym
zwigzkiem sposrod badanych, ktérego dodatek do roztworu HEWL powoduje wyrazny wzrost
rozproszenia w stosunku do prébki kontrolnej. Dla biatka w obecnosci TMU wzrost ten
wystepuje, ale jest niewielki, dla roztworéw biatka w obecnosci glicyny i N,N,N-

trimetyloglicyny widaé natomiast spadek wartosci rozproszenia w stosunku do roztworu biatka
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bez dodatku. W roztworze biatka w obecnosci TMU im wyzsze stezenie osmolitu tym wigkszy

jest przyrost rozproszenia, a dla roztworéw biatka z BU najwiekszy przyrost wystepuje dla

probki o stezeniu 250 mM (wykres 26). Tak jak w poprzednich pomiarach biatko w obecnosci

BU ulega takim przemianom, ktére mogtyby wskazywa¢ na przyspieszanie procesu fibrylaciji

w jego obecnosci.

Dla HEWL w obecnosci TMU te zmiany sg rowniez widoczne, ale w duzo

mniejszym stopniu.

0,4
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0,2

OD 350 nm

0,1

Wykres 266. Wykres
stupki) z dodatkiem
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Prébka

gestosci optycznej dla 350 nm dla roztworéw lizozymu: bez dodatku osmolitu (biate
n-butylomocznika (niebieskie stupki) i N,N,N’,N’-tetrametylomocznika (zielone).

Oznaczenia prébek: stezenie dodatku_liczba dni inkubacji.

0D 350 nm
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Wykres 277. Wykres gestosci optycznej dla 350 nm dla roztworéw lizozymu: bez dodatku osmolitu (biate

stupki) z dodatkiem

N,N,N-trimetyloglicyny (niebieskie stupki) i glicyny (zielone). Oznaczenia probek:

stezenie dodatku_liczba dni inkubacji np. niebieski stupek 400 _7 odpowiada rozproszeniu roztworu
betainy 400 mM po 7 dniach inkubacji.
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W 3 dniu inkubacji dla HEWL z dodatkiem N,N,N-trimetyloglicyny lub glicyny wartosé
rozproszenia jest mniejsza w stosunku do prébki bez osmolitu (wykres 27). Sygnat
zarejestrowany po 10 dniach inkubacji lizozymu w roztworze glicyny Ilub N,N,N-

trimetyloglicyny jest trzykrotnie nizszy niz dla roztworéw biatka bez dodatkow.

e  Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Morfologie amyloidéw analizowano z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych (AFM).
Otrzymane obrazy pokazano na rysunkach 25-27. Skany AFM dla HEWL w obecnosci BU i
TMU potwierdza powstawanie amyloidow. Na obrazach dla roztworéw lizozymu
zawierajacych glicyne i N,N,N-trimetyloglicyne widoczne sg prawdopodobnie oligomery biatka
i pojedyncze krétkie widékna. Biatko w roztworze bez dodatku osmolitu, o sile jonowej 200 mM
w trakcie trwania inkubacji tworzy widékna. Na obrazach dla lizozymu w obecnoéci BU i TMU
widoczne sg trzy rodzaje amyloidéw: (i) krotkie do dtugosci 0,2 um; (i) srednie do 0,8 umii (iii)
dtuzsze okoto 2-3 ym. Dla HEWL w obecnosci BU i TMU nie sg obserwowalne duze zmiany w
morfologii powstatych widkien w zaleznosci od stezenia dodatku. Wydaje sie, ze najwiecej
najdtuzszych widkien wystepuje dla najwyzszego stezenia dodatku po 10 dniach inkubac;ji. Po
10 dniach inkubacji biatka w roztworze 500 mM BU lub TMU nie jest obserwowana obecnos¢
populacji najkrotszych wiékien. Dla roztworow HEWL o wyzszej sile jonowej, bez dodatku
osmolitu nie sg widoczne amyloidy, ale zaobserwowano duzo sferycznych oligomeréow. W
roztworach zawierajgcych 400 mM glicyny, po 10 dniach inkubacji, obecne sg pojedyncze,
$redniej dlugosci (0,7-0,9 pm) widkna lizozymu o grubosci okoto 5 nm. Dodatek 400 mM BET
spowodowata podobne zmiany w biatku, cho¢ powstate pojedyncze widkna wydajg sie byé

krotsze (0,4-0,7 pm), grubsze 4-7,5 nmi w mniejszej ilosci.

400 mM GLY 400 mM BET

Rysunek 25.0brazy z AFM roztworéw HEWL po 10 dniach inkubacji: A: bez dodatku, B: z dodatkiem
400 mM glicyny, C: z dodatkiem 400 mM N,N,N-trimetyloglicyny [198]
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Rysunek 26. Obrazy AFM roztworéw HEWL z dodatkiem TMU w trakcie trwania inkubacji [191].
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Rysunek 27. Obrazy AFM roztworéw HEWL bez dodatku i z dodatkiem BU w trakcie trwania inkubacji
[191].
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e Rozdziat elektroforetyczny lizozymu

Wyniki elektroforezy zelowej ukazano na rysunkach 28 i 29. Oprocz duzej frakcji
lizozymu, inkubowane prébki zawierajg réwniez fragmenty biatka powstate w wyniku hydrolizy
i kowalencyjnie zwigzane dimery HEWL. Dla wszystkich probek wystepowanie hydrolizy i
dimeryzac;ji biatka rosnie wraz z czasem inkubacji. W przypadku probek z dodatkiem BU lub
TMU wykryto dwa rodzaje fragmentéw biatkowych: pierwszy niewiele mniejszy od biatka
natywnego (pasmo zaraz pod 14kDa) i fragmenty mniejsze niz 10 kDa. Intensywno$¢ pasm
ponizej 14 kDa wzrasta wraz z czasem inkubacji, jednak obecnos¢ osmolitow nie wptywa
znaczaco na intensywnos$c¢ pasma. Stezenie dimeréw HEWL wzrasta za to zaréwno z czasem
inkubaciji jak i stezeniem dodatku. Agregaty wieksze niz dimery sg widoczne w roztworach z
dodatkiem BU, TMU inkubowanych przez 10 dni. Dla roztworéw z wysokim stezeniem jonow
rys 29.) pasma ponizej 10 kDa sg praktycznie nieobecne, za to widoczne sg pasma
odpowiadajgce dimerom i trimerom (obecnos$¢ trimeréw jest bardziej widoczna dla roztworow

zawierajacych BET).

0 mM 50 mM BU ‘ 250 mM BU 500 mM BU

* i

50 mM TMU

Rysunek 28. Zele SDS-PAGE dla probek inkubowanych w obecnosci BU i TMU w 45°C. Kolejne linie
liczgc od lewe odpowiadajg: 0,7,3 i 10 dnia inkubacji. WielkoSci prazkow markera odpowiadajg kolejno
40,25,15i 10 kDa. Masa lizozymu 14,3 kDa [191].
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Rysunek 29. Zele SDS-PAGE dla prébek inkubowanych w obecnosci GLY i BET w 45°C. Kolejne
linie liczgc od lewej odpowiadajg: 0,3,7 i 10 dnia inkubacji. WielkoSci prazkéw markera odpowiadajg
kolejno: 40,25,15 i 10 kDa. Masa lizozymu 14,3 kDa [198].
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Podsumowanie wynikéw dotyczgcych badan wptywu osmolitéw na amyloidogeneze

W tabeli 26 przedstawitam najwazniejsze réznice pomiedzy roztworami lizozymu z dodatkiem wybranych osmolitéw podsumowujace powyzsze badania.

Tabela 26. Tabela podsumowujgca wyniki badar procesu formowania sie wiokien z HEWL w obecno$ci wybranych osmolitow

A\ MOST

osmolit Spektroskopia fluorescencyjna Spektroskopia dichroizmu AFM Turbidymetria
kotowego
Spadek zawartosci a-helis, brak Sferyczne oligomery
Niewielki wptyw na intensywnos¢ zmian w zawartosci 3-kartek, pojedyncze, $redniej dtugosci Spadek
GLY N " . . .
fluorescencji wzrost zawartosci struktury (0,7-0,9 pm) wiékna lizozymu o rozproszenia
nieuporzadkowanej grubosci okoto 5 nm
Spadek zawartosci a -helis, brak . X
znikomy wptyw na intensywno$c¢ zmian w zawartosci B-kartek Sferyczne oligomery,wiokna Spadek
BET y Wty Snsyw SC * | krotsze (0,4-0,7 um), grubsze 4- padek
fluorescenc;ji wzrost zawartosci struktury . RN rozproszenia
. . 7,5nmi w mniejszej ilosci
nieuporzadkowanej
Znaczny wzrost intensywnosci . - .
. Obnizenie zawartosci o -helis, . S . i
fluorescencji nawet przy . . Wieksza ilos¢ wtokien, widoczne | Wyrazny wzrost
BU o L zwigkszona zawartosc f-kartek . o .
najnizszym badanym stezeniu . . . 3 rodzaje amyloidéw rozproszenia
przy stezeniu powyzej 250 mM
dodatku
Widoczny niewielki wzrost i s . P . TR
. - . Brak rézni¢ w stosunku do Wigksza ilos¢ witdkien, widoczne | Niewielki wzrost
™U intensywnosci fluorescencii dia HEWL bez dodatku 3 rodzaje amyloidéw rozproszenia
roztworw z 250 i 500mM dodatku e amy P
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6. Podsumowanie i wnioski koncowe

Przedstawione powyzej wyniki moich badan pozwolity na zrealizowanie
postawionych celéw. W kazdej z trzech czesci badan udato sie znalez¢ wtasciwo$ci,
ktére pozwolity na zréznicowanie osmolitdw zgodnie z ich cechami stabilizujgcymi/
destabilizujgcymi biatko, co do tej pory nie byto proste. Stato sie to mozliwe miedzy
innymi dzigki zastosowaniu N-metyloacetamidu jako modelu tancucha gtéwnego
biatka. Technikami wykorzystanymi w mojej rozprawie byty:

e spektroskopia FT-IR: uklady zawierajgce NMA (kilka stezen)-woda-jeden z

osmolitow (kilka stezen): glicyna, N,N,N-trimetyloglicyna, TMAO, n-

butylomocznik, N,N,N’,N’-tetrametylomocznik,

e pomiary wolumetryczne i akustyczne: ukfady zawierajgce NMA (kilka
stezen)- wode i jeden z wybranych osmolitéw: glicyna, N,N,N-

trimetyloglicyna, TMAO, n-butylomocznik, N,N,N’,N’-tetrametylomocznik

e typowe techniki do obserwowania procesu powstawania witokien
amyloidowych takie jak: spektroskopia dichroizmu kotowego, spektroskopia
fluorescencyjna, mikroskopia sit atomowych, pomiary rozproszenia swiatta,
rozdziat elektroforetyczny biatka do badan roztworéw (o ustalonym pH i
stezeniu sity jonowej) zawierajacych lizozym z biatka jaja kurzego z jednym
osmolitem z grupy: glicyna, N,N,N-trimetyloglicyna, n-butylomocznik,

N,N,N’,N"-tetrametylomocznik,

Do analizy widm zmierzonych w podczerwieni wykorzystano najnowszg
technike analizy danych PARAFAC stosowang w Katedrze Chemii Fizycznej PG,
poniewaz tradycyjna metoda - widm réznicowych - nie dawata jednoznacznych
wynikow. Gtéwnym wnioskiem wynikajgcym z analizy pomiaréw spektroskopowych
FTIR uktadéw osmolit-woda- NMA jest bardzo maty wptyw (lub jego brak) osmolitow
stabilizujgcych na strukture oscylacyjng widma NMA. Denaturanty natomiast
wyraznie zmieniajg widma NMA, co przejawia sie¢ miedzy innymi w pojawieniu sie
nowych pasm na widmach NMA w uktadach osmolit-NMA-woda w stosunku do
widm NMA w wodzie. Warto podkreslic, ze w przypadku roztworéw ze
stabilizatorami jeden z faktorow zawsze odtwarzat widmo zmiennosci NMA.

Swiadczy to o tym, ze obecno$é dodatkowego sktadnika nie wptywa na strukture
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NMA w sposob znaczgcy i nadal najwieksze zmiany w jego strukturze wywotywane
sg przez obecnos¢ innych czasteczek NMA. W ukfadach zawierajgcych
destabilizatory Zadne z widm czynnikéw nie przypomniato widma zmiennosci NMA,
czyli zmiany jego stezenia nie sg gtdbwng przyczyng zmian w jego strukturze.
Oznacza to, ze by¢é moze czasteczka NMA jest zaangazowana w oddziatywania z
czgsteczkg destabilizatora.

Pomiary wolumetryczne i akustyczne, ktére pozwalajg na obserwowanie
makroskopowych zmian zachodzacych w roztworach zawierajgcych osmolit i NMA,
rébwniez wykazaly Ze wiasciwosci obu grup tzn stabilizatoréw i destabilizatorow
wyraznie sie roznig. Szczegolnie ciekawa wydaje sie analiza granicznych pozornych
molowych $cisliwosci adiabatycznych. Parametr ten dla denaturantéw biatka w
catym zakresie badanych stezen i temperatur przyjmuje tylko wartosci dodatnie. Dla
osmolitow stabilizujgcych przy niskich stezeniach NMA jest ujemne. Dodatkowo
zmiana warto$¢ granicznej pozornej molowej Scisliwosci adiabatycznej z
temperaturg jest dwa razy wieksza dla destabilizatorow niz stabilizatoréw.
Charakterystyczne jest réwniez przyjmowanie najwyzszych wartosci funkciji
przeniesienia granicznej pozornej molowej Scisliwosci adiabatycznej dla roztworéw
zawierajgcych badane osmolity o wiasciwo$ciach destabilizujgcych. Réznice
zaobserwowatam rowniez w wartosciach wspotczynnikéw oddziatywah z teorii
McMillan-Mayer’'a: v,p , vagg | ko . Wartosci v,z dla roztwordéw zawierajgcych
stabilizatory sg dodatnie lub mato ujemne (w badanym zakresie stezen NMA i
temperatur), a dla roztworéw z destabilizatorami sg wylgcznie ujemne. Wartosci
v,pp dla roztworéw z osmolitami stabilizujgcymi oscylujg koto 0O, dla roztworéw z
destabilizatorami bezwzgledne wartosci v 55 Sg wyzsze. Parametr k,z nie jest tak
réznicujgcy jak vyp i v4pp, cho€ dla roztworéw destabilizatoréow przyjmuje wartosci
wyzsze niz dla roztworéw ze osmolitami stabilizujgcymi.

Powstawanie wtokien amyloidowych z HEWL w obecnosci osmolitow
nalezacych do grupy stabilizatoréow i destabilizatorow obserwowatam za pomocg
kilku technik. Na podstawie otrzymanych wynikow moge stwierdzi¢, ze zawartosc
stabilizatorow w wodnym roztworze lizozymu ma niewielki wptyw na intensywnos$c¢
fluorescencji ThT badanego ukfadu, co odréznia je od destabilizatoréw. Widoczne sg
réwniez réznice w obrazach AFM, na ktérych widoczne sg biatkowe sferyczne
oligomery tworzone w  obecnosci stabilizatorow lub trzy populacje wiokien
biatkowych, ktére powstajg w roztworach lizozymu z denaturantami. Badania

rozproszenia $wiatta wykazaty natomiast, ze w przypadku roztworéw z osmolitami
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destabilizujgcymi nastepuje wzrost rozproszenia wraz ze czasem inkubacji, w
przeciwienstwie do osmolitéw stabilizujgcych, dla roztworéw  ktérych
zaobserwowatam spadek rozproszenia w stosunku do probki bez dodatku. Niestety
w powyzszych badaniach spektroskopia dichroizmu kotowego wykazata matg
czutos¢, co rowniez jest waznym wnioskiem. Jest to technika mato wrazliwa na
zmiany w zawartosci beta-kartek, ktére to mogg swiadczy¢ o powstawaniu wiokien i
za jej pomocg nie dato sie zréznicowac¢ osmolitéw.

Ponizej przedstawiam obserwacje dodatkowe, ktore udato sie zauwazy¢ przy
okazji moich badan.
Analiza pomiaréw spektroskopowych w podczerwieni wskazuje, ze:
- w czasteczce N,N,N-trimetyloglicyny pasmo karbonylowe jest pasmem
najwrazliwszym na obecnos¢ czgsteczek N-metyloacetamidu,
- TMAO zmienia strukture wody, ktéra wptywa na strukture NMA,
- czgsteczka NMA w obecnosci n-butylomocznika lub N,N,N',N'-tetrametylomocznika
nie reaguje na obecnos$¢ zwiekszajacej sie ilos¢ czgsteczek NMA,
- czasteczka n-butylomocznik lub N,N,N’,N'-tetrametylomocznika nie reaguje na

obecnos¢ zwiekszajacej sie ilos¢ czgsteczek mocznikdw.

Pomiary wolumetryczne i akustyczne ujawniaja:

1. Dla ukladow 2-sktadnikowych (wodne roztwory NMA, glicyny, N,N,N-
trimetyloglicyny, TMAO i tauryny):

- rézny wptyw stezenia dodatku na gesto$¢ wybranych roztworéw. Dla uktadéw
zawierajgcych wode i glicyne/tauryne/N,N,N-trimetyloglicyne wida¢ wyrazny wzrost
gestodci roztworu wraz ze wzrostem stezenia substancji rozpuszczonej, w
przypadku wodnych roztworéw TMAO wzrost ten jest niewielki w poréwnaniu do
wczesniej wspomnianych uktadéw. Roztwor wodny N-metyloacetamid jest jedynym
zwigzkiem sposréd badanych, dla ktérego wraz ze zwigekszajagcym sie stezeniem

substancji rozpuszczonej, gestosé maleje.

- liniowy charakter zaleznosci pozornych objetosci molowych ze stezeniem dodatku.
Znak S, odzwierciedla charakter oddzialywan miedzy czgsteczkami substanciji
rozpuszczonej. Dodatnie wartosci tegoz parametru $wiadczg o oddziatywaniach

hydrofilowych  pomiedzy rozpuszczonymi czasteczkami, a ujemne o

110


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

oddziatywaniach hydrofobowych. Stad dla glicyny i tauryny otrzymatam duze i
dodatnie wartosci parametru S,,, dla NMA i TMAO ujemne wartosci S,,, dla N,N,N-
trimetyloglicyny bliskie 0.

- Warto$ci granicznej pozornej objetosci molowej oraz wartosci granicznej pozornej
molowe] Scisliwosci adiabatycznej zgodnie z oczekiwaniami rosng ze wzrostem
temperatury dla wszystkich wybranych zwigzkéw. Parametr S,, natomiast maleje dla
badanych czgsteczek wraz z rosngcg temperaturg pomiaru, co réwniez nie jest
niespodzianka. Nietypowe jest natomiast, ze dla tauryny, jako jedynej sposréd
wybranych zwigzkéw parametr S; poczgtkowo maleje a nastgpnie ro$nie wraz ze
zwigkszajgca sie temperatura. Dla pozostatych zwigzkéw widoczny jest spadek
wartosci Sx ze wzrostem temperatury.

- najnizsze graniczne liczby hydratacyjne otrzymano dla czgsteczki NMA, najwyzsze
dla duzej czasteczki N,N,N-trimetyloglicyny. Zgodnie z oczekiwaniami, wraz ze
wzrostem temperatury uktadu wartosci S maleje dla wszystkich badanych
zwigzkow. Wplyw temperatury na wartosci granicznej liczby hydratacyjnej jest
mniejszy przy mocniejszych oddziatywaniach substancja rozpuszczona — woda (np.
glicyna), a silniejszy przy stabszych oddziatywaniach (np. NMA-woda).

- na podstawie pozornej molowej Scisliwosci abiabatycznej mozna stwierdzi¢ czy
zwigzek jest hydrofilowy czy hydrofobowy. Wyzsza $cisliwo$¢ oznacza wiekszg
hydrofobowos$¢ substancji rozpuszczonej. Dzieki prostemu poréwnaniu analogéw
strukturalnych mozna wnioskowa¢ na temat charakteru réznigcych ich fragmentow
czgsteczki. Tauryna jest aminokwasem sulfonowym i warto$¢ jej pozornej molowej
Scisliwosci nie jest tak ujemna jak dla aminokwaséw z grupg karboksylowg. Na tej
podstawie mozna wnioskowac, ze grupa sulfonowa tauryny oddziatuje stabiej z
czgsteczkami wody w poréwnaniu do grupy karboksylowej obecnej w
aminokwasach.

- mozliwe jest ustalenie wlasciwosci czasteczki na postawie 4 kryteriow
wyznaczonych na podstawie badan wolumetrycznych oraz szybkosci dzwieku.
Zgodnie z nimi w roztworach glicyny i tauryny przewazajg oddziatywania
hydrofilowe, NMA osfabia strukture wody, w roztworach N,N,N-trimetyloglicyny
wystepujg silne oddziatywania woda-betaina, a TMAO wykazuje wasciwosci
zarowno hydratacji hydrofobowej jak i silnych oddziatywan specyficznych pomiedzy

czgsteczkami wody a czgsteczkami TMAO.
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2. Dla uktadéw 3-skiladnikowe (woda+NMA+ jeden z osmolitéw: glicyna, N,N,N-
trimetyloglicyny, TMAO, n-butylomocznik, N,N,N’,N’-tetrametylomocznik)

- dla wszystkich badanych uktadoéw widoczny jest wzrost gestoSci przy
jednoczesnym spadku szybkosci rozchodzenia sie dzwieku w roztworach wraz ze
spadkiem temperatury pomiaru, wzrostem stezenia dodatku osmolitu, wzrostem

stezenia NMA w rozpuszczalniku.

- mozna zaobserwowac liniowe zaleznosci pozornej molowej objetosci molowe;j i
pozornej molowej S$cisliwosci adiabatycznej ze zmiang stezenia substancii
rozpuszczonej. Wartosci bezwzgledne parametru S, sg do$¢ mate dla wszystkich
zwigzkéw i niewiele zmieniajg sie z temperaturg i stezeniem NMA, Jest to
nietypowe, gdyz przy tak duzych zmianach stezenia NMA w rozpuszczalniku
spodziewatam sie widzie¢ wieksze zmiany w wartosci S, . Znak wartosci S, dla
glicyny, N,N,N-trimetyloglicyny, TMAO, TMU pozostaje taki same jak w przypadku
uktadow dwusktadnikowych i jedynie dla BU ma dodatnig warto$¢ w uktadach 3-

sktadnikowych, a ujemng w 2-sktadnikowych.

- dla wiekszosci zwigzkéw Vg i Ks‘fq, jednoznacznie wzrastajg wraz ze wzrostem
temperatury pomiaru (Kso_q) spada wraz ze wzrostem temperatury dla roztworéw
glicyny w 4-8 mol’kg NMA i TMAO w 8 mol/kg NMA). Nie zawsze natomiast Vd‘,J
wzrasta wraz ze stezeniem NMA w rozpuszczalniku. Wzrost wartosci KO dla

destabilizatorow jest wiekszy niz dla stabilizatorow biatka.

- wartosci funkcji przeniesienia granicznej pozornej objetosci, A V2, i $Scisliwosci
abiabatycznej AtK£¢, sg na tyle charakterystyczne, ze zostaty opisane juz na

poczatku tego rozdziatu.

Pomiary nanoDSF pokazuja, ze:

- proces denaturacji lizozymu w roztworze o pH=2 moze by¢ jedno Iub
dwustopniowy w zaleznosci od sity jonowej w roztworze. Ponizej 300mM sity
jonowej denaturacja HEWL jest jednoetapowa,

- przy pH=2 i sile jonowej 600 mM nie da sie jednoznacznie stwierdzi¢ czy N,N,N-

trimetyloglicyna jest stabilizatorem czy destabilizatorem HEWL
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Mikroskopia sit atomowych wykorzystana w badaniu procesu formowania sie
widkien amyloidowych wskazuje, ze w przypadku inkubacji lizozymu z dodatkiem n-
butylomocznika i TMU powstajg 3 rodzaje amyloidéw, w przypadku dodatku HEWL z
dodatkiem glicyny: sferyczne oligomery i pojedyncze, $redniej dlugosci (0,7-0,9 um)
widkna lizozymu o grubosci okoto 5 nm, w przypadku dodatku TMAO: sferyczne
oligomery, oraz krotsze (0,4-0,7 pm) i grubsze 4-7,5 nm wiékna w matej ilosci.
Zaréwno dla roztworéw lizozymu z glicyng i TMAO spektroskopia dichroizmu
kotowego wskazuje na spadek zawartosci alfa-helis, brak zmian w zawartosci f3-
kartek, wzrost zawartosci struktury nieuporzgdkowanej. Dla roztworéw lizozymu z
TMU nie wida¢ natomiast réznic miedzy zawartoscig poszczegolnych struktur w
biatku z i bez dodatku tej pochodnej mocznika.
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9. Materialy uzupeiniajace

Tabela 27. Zmierzone warto$ci gestosci i szybkosci dzwieku roztwordw glicyny w wodnym
roztworze NMA w 3 temperaturach i przy r6znym dodatku NMA w rozpuszczalniku.

TIK 288,15 298,15 308,15 288,15 298,15 308,15
m GLY ) .
Jmolkg™) di(kg'm’®) ul(m-s™)
w 2 mol/kg roztworze NMA
0 1000,647 997,688 993,925 1556,2 1570,1 1578,9
0,1467 1005,302 1002,246 998,430 1563,1 1576,8 1585,4
0,2368 1008,118  1005,021 1001,158 | 1567,3 1580,8 1589,3
0,2776 1009,380 1006,256 1002,382 | 1569,2 1582,6 1591,0
0,3160 1010,551 1007,402 1003,512 | 1571,0 1584,2 1592,6
0,3466 1011,487 1008,331 1004,426 | 1572,3 1585,6 1593,9
w 4 mol/kg roztworze NMA
0 1003,632 999,531 994,962 1618,5 1619,7 1617,7
0,1856 1009,382 1005,264 1000,605 | 1626,0 1627,1 1625,0
0,2347 1010,876  1006,742 1002,068 | 1627,9 1629,0 1626,9
0,2745 1012,078 1007,964 1003,249 | 16294 1630,5 1628,3
0,3139 1013,252 1009,124 1004,399 | 1630,9 1631,9 1629,8
0,3441 1014,152  1010,012 1005,281 1632,1 1633,1 1630,9
w 6 mol/kg roztworze NMA
0 1006,308 1001,405 995,996 1659,0 1651,1 1641,3
0,1463 1010,705 1005,768 1000,344 | 1663,8 1656,0 1646,3
0,1860 1011,881  1006,935 1001,495 | 1665,1 1657,4 1647,6
0,2354 1013,334 1008,378 1002,944 | 1666,7 1659,0 1649,3
0,2750 1014,499 1009,531 1004,093 | 1668,0 1660,3 1650,6
0,3138 1016,503  1011,520 1006,077 | 1670,2 1662,6 1653,0
0,3442 1015,622 1010,647 1005,207 | 1669,2 1661,6 1651,9
w 8 mol/kg roztworze NMA
0 1008,377 1002,704 996,639 1685,0 1670,5 1654,7
0,1462 1012,623 1006,944 1000,889 | 1688,9 1674,6 1659,1
0,1856 1013,756  1008,077 1002,022 | 1690,0 1675,8 1660,3
0,2340 1015,144  1009,460 1003,406 | 1691,3 1677,2 1661,7
0,2744 1016,284 1010,600 1004,545 | 16924 1678,3 1662,9
0,3130 1017,384  1011,695 1005,637 | 1693,5 1679,4 1664,0
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Tabela 28. Zmierzone wartosci gestosci i szybko$ci dzwieku roztworéw N,N,N-
trimetyloglicyny w wodnym roztworze NMA w 3 temperaturach i przy roznym dodatku NMA w
rozpuszczalniku.

TIK 288,15 298,15 308,15 288,15 298,15 308,15
m BET 3 o
/(molkg™) d/(kg'm™) ul(m-s™)

w 2 mol/kg roztworze NMA

0 1000,630 997,679 993,919 1555,9 1569,8 1578,7
0,1427 1003,422 1000,375 996,555 1566,3 1579,4 1587,6
0,1821 1004,181 1001,114 997,272 1569,2 1582,0 1590,1
0,2304 1005,111 1002,011 998,146 1572,7 1585,2 1593,0
0,2717 1005,888 1002,764 998,883 1575,7 1588,0 1595,6
0,3099 1006,607 1003,460 999,561 1578,4 1590,6 1598,0
0,3402 1007,165 1003,999 1000,091 1580,6 1592,5 1599,8

w 4 mol/kg roztworze NMA

0 1003,734 999,706 995,039 1620,0 1620,8 1618,6
0,1848 1007,340 1003,223 998,497 1632,0 1632,2 1629,4
0,2338 1008,272  1004,132 999,392 1635,2 1635,2 1632,2
0,2744 1009,046  1004,885 1000,131 1637,9 1637,7 1634,6
0,3136 1009,782 1005,601 1000,837 | 1640,5 1640,1 1636,8
0,3443 1010,353  1006,159 1001,388 | 1642,4 1641,9 1638,5

w 6 mol/kg roztworze NMA

0 1006,431 1001,483 996,040 1660,6 1652,4 1642,2
0,1442 1009,199  1004,211 998,747 1669,0 1660,5 1650,0
0,1841 1009,965 1004,964 999,489 1671,6 1662,8 1652,3
0,2331 1010,881 1005,864 1000,382 | 1674,3 1665,5 1654,9
0,2729 1011,631  1006,601 1001,112 | 1676,8 1667,8 1657,1
0,3125 1012,366  1007,323 1001,828 | 1679,1 1670,1 1659,2
0,3434 1012,926  1007,877 1002,378 | 1680,9 1671,7 1660,8

w 8 mol/kg roztworze NMA

0 1008,507 1002,782 996,671 1686,4 1671,5 1655,4
0,1444 1011,226  1005,477 999,359 1694,4 1679,2 1662,8
0,1841 1011,968  1006,212 1000,092 | 1696,6 1681,3 1664,9
0,2328 1012,850 1007,087 1000,965 | 1699,1 1683,8 1667,3
0,2736 1013,594 1007,825 1001,699 | 1701,4 1685,9 1669,4
0,3126 1014,301 1008,528 1002,403 | 1703,5 1688,0 1671,4
0,3433 1014,833  1009,058 1002,936 | 1704,9 1689,4 1672,8

129

A\ MOST


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 29. Zmierzone wartosci gestosci i szybkosci dzwieku roztworow TMAO w wodnym
roztworze NMA w 3 temperaturach i przy r6znym dodatku NMA w rozpuszczalniku.

TIK 288,15 298,15 308,15 288,15 298,15 308,15
m TMAO .3 1
/(mol'kg'1) d/(kgm™) ul(m-s™)
w 2 mol/kg roztworze NMA
0 1000,615 997,663 993,911 1555,4 1569.,4 1578,4
0,1466 1001,202 998,200 994,420 1566,7 1579,5 1587,5
0,2359 1001,556 998,530 994,722 1573,4 1585,5 1592,9
0,2765 1001,730 998,692 994,871 1576,7 1588,4 1595,5
0,3158 1001,892 998,843 995,012 1579,8 1591,1 1598,0
0,3468 1002,003 998,941 995,106 1581,8 1593,0 1599,7
w 4 mol/kg roztworze NMA
0 1003,652 999,655 995,040 1618,4 1619,6 1617,7
0,1448 1004,336  1000,282 995,600 1628,9 1629,1 1626,3
0,1857 1004,532  1000,461 995,770 1632,0 1631,8 1628,8
0,2338 1004,775 1000,663 995,961 1635,5 1635,0 1631,6
0,2745 1004,943  1000,838 996,126 1638,4 1637,6 1634,0
0,3145 1005,131  1001,011 996,288 1641,3 1640,2 1636,4
0,3445 1005,268 1001,138 996,409 1643,4 1642,1 1638,1
w 6 mol/kg roztworze NMA
0 1006,410 1001,473 996,033 1660,1 1652,0 1642,0
0,1447 1007,121  1002,129 996,658 1669,9 1660,9 1650,1
0,2326 1007,547  1002,527 997,037 1675,7 1666,1 1654,8
0,2730 1007,735  1002,701 997,205 1678,3 1668,5 1657,1
0,3125 1007,926  1002,880 997,373 1680,9 1670,9 1659,2
0,3426 1008,055 1003,004 997,494 1682,8 1672,6 1660,8
w 8 mol/kg roztworze NMA
0 1008,433  1002,737 996,655 1685,5 1670,8 1654,9
0,1441 1009,079  1003,362 997,266 1693,7 1678,5 1662,1
0,1833 1009,274  1003,543 997,439 1696,1 1680,7 1664,1
0,2317 1009,490 1003,747 997,635 1698,9 1683,2 1666,5
0,2716 1009,673  1003,923 997,806 1701,2 1685,4 1668,5
0,3111 1009,851  1004,092 997,967 1703,5 1687.,4 1670,4
0,3414 1009,991  1004,225 998,100 1705,3 1689,1 1671,9
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Tabela 30. Zmierzone warto$ci gestosci i szybkosci dzwigku roztworéw n- butylomocznika w
wodnym wodnym NMA w 3 temperaturach i przy r6znym dodatku NMA w rozpuszczalniku.

TIK 288,15 298,15 308,15 288,15 298,15 308,15
/(n?;f‘kté_1) di(kg'm™) ul(m-s™)
w 2 mol/kg roztworze NMA
0 1000,611 997,667 993,909 1555,3 1569,3 1578,3
0,1441 1001,873 998,734 994,809 1566,2 1578,3 1585,6
0,1842  1002,209 999,015 995,044 1569,1 1580,6 1587,4
0,2339  1002,609 999,353 995,323 1572,5 1583,4 1589,6
0,2736  1002,930 999,617 995,547 1575,1 1585,5 1591,3
0,3130  1003,254 999,893 995,780 1577,7 1587,6 1593,0
0,3440 1003,513 1000,109 995,958 1579,8 1589,3 1594,3
w 4 mol/kg roztworze NMA
0 1003,716 999,691 995,035 1619,5 1620,5 1618,3
0,1435 1004,880 1000,681 995,862 1626,6 1626,1 1622,6
0,1833  1005,183  1000,925 996,070 1628,5 1627,6 1623,8
0,2318  1005,557 1001,247 996,333 1630,7 1629,3 1625,0
0,2728  1005,834 1001,476 996,526 1632,3 1630,5 1626,0
0,3118  1006,148 1001,740 996,746 1634,1 1631,9 1627,0
0,3426  1006,369 1001,925 996,898 1635,3 1632,9 1627,7
w 6 mol/kg roztworze NMA
0 1006,364  1001,441 996,017 1659,6 1651,6 1641,6
0,1451 1007,375  1002,297 996,736 1663,9 1654,8 1643,9
0,1852  1007,645 1002,523 996,927 1665,0 1655,6 1644,4
0,2348 1007,958 1002,784 997,143 1666,3 1656,5 1645,0
0,2757  1008,218  1003,002 997,326 1667,2 1657,2 1645,5
0,3154  1008,463 1003,208 997,496 1668,1 1657,9 1645,9
0,3464  1008,652 1003,366 997,630 1668,8 1658,3 1646,1
w 8 mol/kg roztworze NMA
0 1008,370  1002,703 996,641 1684,8 1670,3 1654,6
0,1429  1009,176  1003,389 997,222 1686,7 1671,5 1655,1
0,1830 1009,394  1003,571 997,375 1687,2 1671,8 1655,2
0,2318 1009,668 1003,798 997,562 1687,8 1672,2 1655,4
0,2721 1009,863  1003,967 997,708 1688,0 1672,3 1655,4
0,3113  1010,061  1004,134 997,849 1688,4 1672,4 1655,4
0,3420 1010,204  1004,254 997,949 1689,1 1673,0 1655,8
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Tabela 31. Zmierzone wartosci gestosci i szybkosci dzwieku roztworéw N,N,N’,N’-
tetrametylomocznika w wodnym roztworze NMA w 3 temperaturach i przy réznym dodatku
NMA w rozpuszczalniku

TIK 288,15 298,15 308,15 288,15 298,15 308,15
mTMU -3 o1
J(molkg™) d/(kg'm™) ul(m-s™)

w 2 mol/kg roztworze NMA

0 1000,626 997,677 993,918 1555,6 1569,6 1578,5
0,1462  1001,259 998,141 994,233 1565,9 15777 1584,8
0,1874  1001,436 998,256 994,317 1568,7 1580,0 1586,6
0,2359  1001,654 998,429 994,429 1572,0 1582,5 1588,5
0,2772  1001,840 998,569 994,523 1574,9 1584,9 1590,3
0,3179  1002,014 998,696 994,610 15773 1586,8 1591,8
0,3492  1002,156 998,801 994,683 1579,4 1588,4 1593,0

w 4 mol/kg roztworze NMA

0 1003,735 999,711 995,040 1620,0 1620,8 1618,6
0,1442  1004,381  1000,156 995,355 1627,4 1626,5 1622,7
0,1846  1004,566  1000,324 995,468 1629,4 1628,1 1623,9
0,2338  1004,785 1000,486 995,579 1631,8 1629,9 1625,2
0,2743  1004,971  1000,622 995,675 1633,7 1631,4 1626,3
0,3140  1005,145 1000,751 995,763 1635,6 1632,8 1627,3
0,3450  1005,281  1000,852 995,834 1637,0 1633,9 1628,1

w 6 mol/kg roztworze NMA

0 1006,353  1001,435 996,010 1659,6 1651,6 1641,6
0,1430 1006,930 1001,858 996,305 1664,6 1655,2 1644,1
0,1816  1007,086  1001,976 996,383 1665,9 1656,2 1644.,8
0,2310 1007,287  1002,121 996,485 1667,6 1657,5 1645,6
0,2716  1007,445 1002,237 996,562 1668,9 1658,1 1646,2
0,3106  1007,596  1002,349 996,639 1670,2 1659,3 1646,8
0,3410  1007,719  1002,437 996,698 1671,2 1660,1 1647,2

w 8 mol/kg roztworze NMA

0 1008,359  1002,692 996,634 1684,8 1670,4 1654,6
0,1432  1008,835 1003,040 996,864 1687,9 1672,4 1655,8
0,1828  1008,971  1003,138 996,930 1688,8 1673,0 1656,1
0,2316  1009,135  1003,256 997,008 1689,8 1673,7 1656,4
0,2714  1009,274  1003,357 997,073 1690,7 1674,3 1656,7
0,3114  1009,390 1003,440 997,127 1691,4 1674,7 1656,9
0,3424  1009,483  1003,506 997,169 1692,0 1675,0 1657,1
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