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1. Kalorymetria

Kalorymetria (tac calor = ciepto) to dziat nauki zajmujgcy sie mierzeniem przeptywodw ciepta.

Praktycznie wszystkim procesom chemicznym i fizycznym towarzyszg efekty cieplne, zwigzane ze zmiang
energii wewnetrznej ukfadu. Dlatego wydzielanie lub pochtanianie ciepta jest uniwersalnym parametrem
przemian.

Ta uniwersalnos¢ powoduje, ze technikami kalorymetrycznymi mozna badac praktycznie wszystkie procesy
a biorgce w nich udziat czasteczki nie muszg wykazywaé sie zadnymi cechami szczegélnymi (jak chromofory
konieczne przy pomiarach absorpcyjnych i fluorescencyjnych , jadra o szczegdlnym spinie potrzebne przy NMR,

etc).

1.1. Dwie techniki kalorymetryczne

1.1.1. ITC - izotermiczna kalorymetria miareczkujgca(isothermal titration calorimetry)

ITC jest jedyng technikg eksperymentalng pozwalajgcag na bezposredni pomiar zmiany entalpii zachodzacej
podczas badanego procesu. Kalorymetr ITC bezposrednio mierzy ilos¢ ciepta pochtanianego lub wydzielanego w
roztworze reagenta do ktérego w ustalonych odstepach czasu dodajemy niewielkie porcje drugiego reagenta.

Zastosowania: procesy asocjacji i dysocjacji, wyznaczanie mechanizméw oddziatywan czasteczek(biatek z
matymi czasteczkami, DNA/RNA, innymi biatka), wptyw zmian struktury czgsteczek na stabilnos$¢ i mechanizmy
wigzania(mutanty biatkowe), badania aktywnosci czasteczki i kinetyka reakcji chemicznych.

Tg technikg mozna badaé¢ oddziatywania miedzyczgsteczkowe praktycznie bez ograniczen na mase
reagentow, gestos¢ optyczng roztworu, czy przezroczystosc roztworu.

Na podstawie pojedynczego miareczkowania kalorymetrycznego mozna wyznaczy¢ wszystkie parametry
termodynamiczne reakcji: stechiometrig (N), statg asocjacji(K,), zmiang entalpii(AH) i entropii (AS). Dwa ostanie
parametry dajg wglad w mechanizm reakcji.

Ponadto powtarzajgc eksperyment w kilku temperaturach mozna uzyskaé zmiane pojemnosci cieplnej
AC, [1].

1.1.2. DSC - skanujgca(skaningowa) kalorymetria réznicowa(differential scanning calorimetry)

Umozliwia badanie przemian fazowych poprzez pomiar zmiany pojemnosci cieplnej uktadu w funkcji
temperatury. Uktad jest ogrzewany, lub chtodzony, w quasi-adiabatyczny sposdb, za statg szybkoscia kilku stopni
na minute.

Zastosowania: odwracalnosé proceséw termicznych, badania zwijana i rozwijania biatek, topnienie DNA,
rozpad biatek oligomerycznych na podjednostki, badania stabilnosci zmutowanych biatek, badania stabilnosci
oddziatywan miedzyczasteczkowych biatko-biatko, biatko-polimer.

W eksperymencie DSC mozna wyznaczy¢ zmiang ciepta wtasciwego Ac, , temperature przejscia fazowego,

zmiane entalpii (AH) zwigzang z przejsciem fazowym.
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Rys. 1: Przyktadowe wyniki eksperymentow DSC. Z lewej topnienie podwdjnej helisy DNA, z prawej rozwijanie biatka
barnazy w funkcji pH [2]

2. Opis termodynamiczny eksperymentow ITC
kR

Dla prostej reakcji asocjacji A+B§ AB stata asocjacji zdefiniowana jest Ka:[l[:}[BB]] , gdzie [A], [B],
off

[AB] to stezenia reagentéw i kompleksu. Stata dysocjacji jest odwrotnoscia statej asocjacji.
W stanie réwnowagi stata asocjacji/dysocjacji zwigzana jest z entalpig swobodng Gibbsa i wyraza sie
nastepujaca relacja:
AG=—RT1nK,=RT 1nk, (1)
gdzie: R — uniwersalna stata gazowa,
T —temperatura
Pomiary kalorymetryczne na ogdét prowadzone sg w warunkach statego cisnienia (cisnienie atmosferyczne,
celka pomiarowa jest otwarta do otoczenia) i statej temperatury (kalorymetria izotermiczna). W takich

warunkach catkowity efekt cieplny (Q,.,), czyli zmiana energii wewnetrznej ukfadu, towarzyszgca badanemu

tot
procesowi jest rowny zmianie entalpii (AH):
AH=H,—H,=0,,, (2)
Znak zmiany entalpii informuje czy reakcja zachodzi z wydzieleniem ciepta czy tez wymaga jego
dostarczenia:
AH > 0 — reakcja egzotermiczna
AH < 0 - reakcja endotermiczna
Na zmiane entalpii uktadu wptywa przede wszystkim tworzenie i rozrywanie wigzan.
Funkcja termodynamiczng, dla ktérej naturalnymi zmiennymi sg temperatura (T), ciSnienie(p) oraz liczba
moli reagentéw(N), jest potencjat Gibbsa, zdefiniowany nastepujaco
AG=AH-TAS (3)
gdzie AS jest zmiang entropii uktadu.
Entropia opisuje swobode konformacyjng uktadu(jest zwigzana z liczbg dostepnych stopni swobody).
Opisuje naturalng tendencje uktadu do uzyskania stanu o najwiekszym stopniu , nieuporzgdkowania”, czyli o

najwiekszej mozliwej liczbie stopni swobody, jest sumg zmian entropii solwatacji, entropii konformacyjnej i
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dynamiki wigzan oraz entropii zwigzanej z translacjg i rotacjg czastek.
Zgodnie z drugim prawem termodynamiki:
AS > 0 —reakcja nieodwracalna
AS = 0 —reakcja odwracalna
W eksperymentach ITC jest wyznacza na podstawie rdznicy zmiany energii swobodnej Gibbsa AG izmiany
entalpii AH
Wartos$é zmiany entalpii swobodnej Gibbsa okresla mozliwosc¢ zajscia procesu samorzutnego:
AG < 0 - reakcja samorzutna, uktad dazy do minimalizacji energii(ujemna zmiana entalpii AH < 0) i
wzrostu nieuporzgdkowania (dodatnia warto$¢ zmiany entropii AS > 0)
AG = 0 — stan rownowagi

AG > 0 — proces wymuszony

3.ITC

3.1. Zasada dziatania izotermicznego kalorymetru miareczkujgcego

Kalorymetr ITC skfada sie z dwdch celek umieszczonych w ostonie adiabatycznej oraz strzykawki
miareczkujgcej. Celki sg identyczne i umieszczone symetrycznie wewnatrz ostony adiabatycznej. W jednej z nich,
zwanej celka odniesienia(reference cell) znajduje sie najczesciej woda, w drugiej, celce pomiarowej(sample cell),
umieszcza sie roztwdr jednego z badanych reagentédw. Roztworem drugiego z reagentdw napetnia sie
strzykawke miareczkujgca, ktérg nastepnie umieszcza sie w celce pomiarowej w sposdb widoczny na schemacie
(rys. 2) Strzykawka zakonczona jest mieszadetkiem i podczas pomiaru obraca sie z zdang predkoscig zapewniajgc

ciggte mieszanie reagentéw w celce pomiarowe;j.

Ligand in
syringe

Reference

Cell Cell
Jacket
L ATq4 ™ Feedback
p Sample Cell
Reference cell Sample cell Feedback

T

Power feedback maintains
equal temperature in both cells

Rys. 3 Uproszczony schemat pomiaru temperatury [3]

Rys. 2 Uproszczony schemat budowy kalorymetru [3]
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Rys. 4 Termogram i izoterma wiqzania dla tworzenia kompleksu o stechiometrii jeden [3]

llos¢ ciepta wydzielong w danym kroku oblicza sie obliczajgc powierzchnie odpowiadajgcego mu piku
termogramu. Istotne jest, aby miedzy kolejnymi pikami widoczny byt wyrazny odcinek linii bazowej, poniewaz
poprzez ekstrapolowanie fragmentow linii bazowej zmierzonej pomiedzy pikami otrzymuje sie linie bazowa
ograniczajgcg powierzchnie pikéw. Po wycatkowaniu wszystkich pikéw otrzymuje sie krzywg obrazujgca przebieg
reakcji, czyli izoterme reakcji. Dla prostego uktadu w ktéorym powstaje kompleks o stechiometrii jeden
interpretacja izotermy nie jest trudna(prawy panel rys. 4). Odlegtos¢ miedzy gérnym i dolnym plateau wyznacza

zmiane entalpii( AH ), wspétczynnik kierunkowy prostej stycznej do stoku krzywej miareczkowania wyznacza

statg asocjacji ( K, ), punkt na osi X odpowiadajacy potowie zmiany entalpii wyznacza stechiometrig( N ).

3.2. Ograniczenia metody

Kalorymetr mierzy catkowite ciepto wydzielone w celce. Zatem jesli w celce zachodzg réwniez procesy inne
niz badana reakcja, dajgce dodatkowe wktady cieplne, uzyskane wyniki bedg trudne lub niemozliwe do
interpretacji.

Jednym z podstawowych problemdéw jest dopasowanie buforéw. pH, sita jonowa, stezenie soli, stezenie
dodatkéw stabilizujgcych biatko(np. DMSO) muszg by¢ identyczne w obu roztworach reagentow. Mieszanie
buforéw, nawet dwdch prébek tego samego buforu, o nieco innych stezeniach lub pH zwigzane jest z reakcjami
protonacji/deprotonacji czasteczek buforu. Zaleznie od buforu energia jonizacji wynosi od utamkéw od
kilkunastu kcal/mol, co jest poréwnywalne z energig tworzenia lub zrywania wigzan wodorowych.

W tabeli ponizej przedstawiono ciepta jonizacji kilku popularnych buforéw [4]

bufor AH,,
[kcal/mol]
fosforanowy 1,22
HEPES 5,02
Tris 11,34

Dla procesow, ktorym towarzyszy niewielka ilos¢ wydzielanego lub pochtanianego ciepta problem moze
stanowié uzyskanie odpowiednio duzych stezen reagentdéw. Jest to istotne szczegdlnie dla biatek, pozyskiwanych
metodami inzynierii genetycznej z niewielkg wydajnoscig, lub dla biatek stabo rozpuszczalnych, majgcych
tendencje do agregowania w wyzszych stezeniach. Dla proceséw o bardzo duzej zmianie ciepta mozemy

5
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przekroczy¢ zakres pracy aparatu. W obu przypadkach, zmiana stezenia préobek, odpowiednio zatezenie lub
rozcienczenie prébek moze nie byé dobrym rozwigzaniem, poniewaz optymalnych ksztatt krzywej
miareczkowania zalezy od iloczynu stezenia reagenta i statej asocjacji, czyli tak zwanego parametru Wisemanna,

ktéry posiada pewien optymalny zakres (patrz nizej).

3.3. Przygotowanie probek

Jednym ze sposobow rozwigzania problemu niedopasowania buforéw, wspomnianego powyzej, jest dializa
roztworu makromolekuty i liganda wzgledem tego samego buforu, lub, dla ligandéw drobnoczgsteczkowych,
rozpuszczenie liganda w buforze w ktérym dializowana byta makromolekuta.

Tak uzyskane probki nalezy jeszcze przefiltrowaé a nastepnie odgazowad. Obie te czynnosci pozwalaja
znaczgco ograniczy¢ szum rejestrowany podczas pomiaru i unikngac ,igiet”, czyli wysokich, waskich pikéw, ktére

moga pojawic sie na termogramie, gdy pecherzyki powietrza uwalniajg sie z roztworu.

3.4. Sigmoidalnos¢ krzywej miareczkowania i parametr Wisemanna

Krzywa miareczkowania dla dowolnego uktadu receptor-ligand ma zasadniczo ksztatt sigmoidalny. Na
poczatku, gdy ilos¢ czasteczek ligandu jest znaczgco mniejsza od liczby czgsteczek receptora wszystkie dodane
czasteczki sg bardzo szybko wigzane i wartos¢ obserwowanego sygnatu nie zmienia sie — poczgtkowe plateau.
Kolejne dodawane porcje ligandu wysycajg kolejne miejsca aktywne, i liczba wolnych czasteczek receptora
zmniejsza sie, wiec obserwowany sygnat réwniez zmienia swojg wartos¢(rosnie lub maleje), az do momentu gdy
wysycone zostang wszystkie miejsca aktywne i obserwowaé bedziemy tylko wydzielanie ciepta zwigzane z
rozpuszczaniem ligandu.

Wspodtczynnik Wisemana[5], zwany rdéwniez wspdtczynnikiem sigmoidalnosci, zdefiniowany jest w
nastepujacy sposob:

C=K, [M]eye'N (4)
gdzie K, - stata asocjacji, [M],,. - catkowite stezenie miejsc wigzacych, N - wspdtczynnik stechiometryczny

2aH—

Kcal
Mole Injectant

0.0
o

Rys. 5 Ksztaft izotermy wigzania w funkcji parametru c [3]

Jak w kazdym eksperymencie kompleksowania stezenia reagentéw muszg by¢ w odpowiednim zakresie,

tak, zeby zaréwno stezenie wolnych reagentéw jak i substratéw byto znaczace. Jesli stezenie miejsc wigzgcych

jest znaczaco wyzsze niz 1/K_=K prawie caty dodany ligand zostanie zwigzany w pojedynczym kroku, miejjsca
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aktywne wysycone, a krzywa miareczkowania, bedzie niemalze prostokatna, ze wspdtczynnikiem nachylenia
stoku dazacym do nieskoriczonosci. W przypadku przeciwnym, gdy stezenie miejsc wigzacych jest znacznie
nizsze niz Kd bardzo trudno jest osiggna¢ petne nasycenie miejsca aktywnych i krzywa wigzania staje sie bardzo
ptaska. Aby oznaczenie statej wigzania byto doktadne, stezenie miejsc aktywnych w roztworze nie powinno
znaczgco przekraczac K

Parametr Wisemana utatwia takie dobranie stezenia ligandu i makromolekuty aby krzywa miareczkowania
nie byta zbyt stroma ani zbyt ptaska. Warunki te sg spetniane przez krzywe, ktére charakteryzujg sie
wspodtczynnikiem sigmoidalnosci z przedziatu 10 — 1000.

AH i K, s3 wyznaczane jako parametry dopasowania do krzywej miareczkowania otrzymanej dla
optymalnych wartosci stezen reagentdéw. Jednak najbardziej precyzyjna metodg pomiaru tych parametréw, jest
wykonanie dwdch miareczkowan, w dwdch réznych warunkach. AH Najlepiej jest wyznaczy¢ z krzywej
miareczkowania o wysokim ¢, wtedy miejsca aktywne sg wysycone, gérne i dolne plateau jest dobrze
zaznaczone. Z takiej krzywe oczywiscie trudno jest wyznaczy¢ poprawnie K, , zatem nalezy wykona¢ jeszcze

jedno miareczkowanie w nizszym zakresie wartosci parametru c aby precyzyjnie wyznaczy¢ statg wigzania.

4. Rownania funkcji do fitowania krzywych miareczkowan kalorymetrycznych

Poniewaz w ramach Pracowni Podstaw Biofizyki badane bedg tylko czgsteczki o jednymi miejscu wigzgcym,
tworzgce z ligandami kompleksy o stechiometrii jeden ponizej pokazane zostang réwnania tylko dla

najprostszego modelu wigzania.

4.1. Model identycznych nieoddziatujqcych miejsc wigzgcych

Model ten jest oparty na dwdch zatozeniach (i) wszystkie miejsca aktywne sg identyczne (czyli wigza ligand
z tg sama statg asocjacji) (ii) wszystkie miejsca aktywne sg catkowicie niezalezne (brak kooperacji miedzy
miejscami aktywnymi)
Oznaczenia:
© - frakcja miejsc aktywnych zajetych przez ligand
1—0 - frakcja miejsc wolnych

K, — stata asocjacji

a

V, — aktywna objetos¢ celki pomiarowej (to objeto$¢ ,okragtej” czesci celki, bez rurki
doprowadzajacej, ponadto podczas eksperymentu objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wzrasta,
nadmiar ptynu rozlewa sie powyzej celki pomiarowej i réwniez nie jest uwzgledniany w
obliczeniach)

N —stechiometria

[M],.. — catkowite stezenie makromolekuty

[L]ior, [L] — catkowite stezenie ligandu, stezenie wolnego(niezwigzanego) ligandu

Catkowite ciepto Q wydzielone lub pochtoniete przez roztwdr makromolekuty o ©@ wysyconych miejsc
aktywnych
Q:NG)[M]totVQAH (5)
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Te wartosc¢ ciepta mozna policzy¢ po kazdym kolejnym wstrzyknieciu porcji liganda.
Ale kalorymetr dokonuje pomiaru rdznicy ciepta wydzielonego miedzy danym (i) i poprzednim (i-1)
dodaniem porgcji liganda, zatem sygnat, ktéry mierzy kalorymetr zdefiniowany jest nastepujaco:

dv, Qi+Qi_1]

AQ;=Q;—Q;_;+ (6)

4 2

7]
gdzie dV, to zmiana objetosci zwigzana z dodaniem porcji liganda.

Wzory (5) i (6) s3 wzorami ogdlnymi, niezaleznymi od mechanizmu reakcji zachodzacej w celce. Dopiero
podstawienie we wzorze (5) frakcji zajetych miejsc aktywnych wyliczonych dla rozpatrywanego modelu
prowadzi do wyznaczenia rdwnanie funkcji do fitowania do otrzymanych wynikéw.

Wyprowadzmy wzér na AQ, w rozpatrywanym modelu identycznych niezaleznych miejsc wigzacych.

Statfa asocjacji wyrazona za pomoca frakcji zajetych miejsc aktywnych dana jest wzorem:

C)
Ke=r7—=7= (7)
(1-0)[L]
nastepnie wyrazmy stezenie wolnego ligandu [L] przez catkowite stezenie ligandu [L],,,
[L]tot:[L]+n[M]tot® (8)

Wyznaczajac stezenie wolnego ligandu [L] z (8) i podstawiajgc do (7) a nastepnie przeksztatcajgc otrzymany

wzor, tak aby wyznaczy¢ frakcje zajetych miejsc aktwnych © otrzymuje sie

L L
®2_® 1+ [ ]tot + 1 + [ ]tot :@ (9)
N [M]tot N Ka [M]tot N [M]tot
Podstawiajgc rozwigzanie powyzszego rownania kwadratowego do (5) otrzymujemy
2
N M| .V, AH L L 4|L
oMMV AH| | (L 1 _J ool 1V althe |
2 N [M]tot N Ka [M]tot N [M]tot N Ka [M]tot N [M]tot

Z powyzszego réwnania mozna wyliczy¢ catkowite ciepto wydzielone lub pobrane po wybranym (i-tym)
dodaniu porcji liganda. Policzenie tego ciepfa dla dwdch kolejnych wstrzyknigé liganda Q, , i Q, i podstawienie do
(6) prowadzi do otrzymania wzoru funkcji , ktérg nalezy dopasowac do uzyskanych danych eksperymentalnych.

Funkcja ta jest zaimplementowana w oprogramowaniu stuzagcym do analizy uzyskanych wynikéw,
dostarczonym przez producenta aparatury
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6. Kolokwium wstepne

Warunkiem przystgpienia do czesci eksperymentalnej ¢wiczenia jest zaliczenie kolokwium wstepnego.

Wybér sposobu przeprowadzenia kolokwium wstepnego tj forma pisemna lub ustna, pytania otwarte lub
zamkniete — nalezy do prowadzgcego éwiczenie.

Materiat dotyczacy kalorymetrii wymagany podczas kolokwium wstepnego oraz wykonywania czesci
eksperymentalnej ¢wiczenia zostat podany podczas wyktadu ,Metody biofizyki molekularnej” oraz w niniejszej

instrukcji.

6.1. Polecana literatura

1. llian Jelesarov, Hans Rudolf Bosshard: Isothermal titration calorimetry and differential scanning calorimetry as
complementary tools to investigate the energetics of biomolecular recognition, 1999,12:3-18

2.John E. Ladbury (ed.) & Michael L. Doyle (ed.): biocalorimetry 2. Applications of calorimetry onthe biological
sciences. Wiley. 2004

6.2. Zagadnienia do kolokwium wstepnego.

1. Co to jest kalorymetria. Na czym polegajg techniki ITC i DSC? Jakie parametry termodynamiczne mozna przy ich
zastosowaniu wyznaczyc¢?

2. Reakcje endo- i egzo-termiczne. Jakie procesy zachodzace podczas asocjacji czgsteczek sg zwigzane z wydzielaniem i
pochtanianiem ciepfa?

3. Jakie procesy, zachodzace podczas asocjacji czgsteczek, sg zwigzane ze zmiang entalpii i entropii?

4. Co to jest parametr c? Jakie ma znaczenie przy planowaniu eksperymentu kalorymetrycznego.

5. Zasada dziatania kalorymetru ITC.

7. Wykonanie ¢wiczenia

7.1. Badane probki
W zaleznosci od decyzji prowadzacego ¢wiczenie badana bedzie jedna z ponizszych reakcji:
1. kompleksowanie eteru koronowego 18-korona-6 z jonami baru
2. wigzanie chitotriozy przez lizozym
3. wigzanie naproksenu przez albumine wotowg (BSA)
Studenci otrzymaja od prowadzacego bufor, oraz stezone roztwory biatka i ligandu w tym buforze.

7.2. Przebieg eksperymentu
1. Przygotowanie uktadu pomiarowego odbywa sie pod kierunkiem asystenta.
2. Ustalenie warunkow eksperymentu z uwzglednieniem statej Wiesmanna oraz literaturowych wartosci
statych dysocjacji.
3. Przygotowanie roztwordw o wyznaczonych stezeniach, przefiltrowanie i odgazowanie prébek.
4. Umieszczenie roztworéw w kalorymetrze, zmontowanie uktadu pomiarowego, wprowadzenie wybranych
parametrow pomiaréw do oprogramowania sterujgcego kalorymetrem i uruchomienie pomiaru.

5. Opracowanie wynikéw przy pomocy dedykowanego oprogramowania.

8. Raport

Raport powinien zawierac



PB4 w2: Wyznaczanie parametrow termodynamicznych reakcji chemicznych metodq izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego 22 lipca 2015

1. krétki opis badanego zjawiska

2. krétki opis metody zastosowanej do pomiardw, oraz uzytych odczynnikéw

3. prezentacje otrzymanych wynikdéw (wartos¢ i btagd) wraz z ich analizg i interpretacjg, w tym wyznaczenie
potencjatu Gibbsa dla badanej reakc;ji,

4. poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi literaturowymi.
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