Kalorimetrie

Kalorimetrie patfi mezi biofyzikalni metody, kterd méfi zménu tepla vyvijeného/spotiebovavaného
v pribéhu chemické reakce a z dlivodu konformacnich zmén jako je denaturace proteind.

Kalorimetrie hraje duleZitou roli v charakterizaci termodynamickych vlastnosti jak samotnych
makromolekul (diferencialni skenovaci kalorimetrie) tak i ke studiu interakci (isotermalni titracni
kalorimetrie, diferencialni skenovaci kalorimetrie).

Kalorimetrie je schopna méfit latky v jejich nativnim stavu, neni zavisla na znaceni (MST) nebo , kotveni”
(SPR), je proto oznacovana za zlaty standard pro charakterizaci biomolekul a jejich interakci.

Historie:
Pojem kalorimetrie vznikl z latinského slova ,,calor” — teplo a ,,metron” — méfit.

Pocatky kalorimetrie sahaji do konce 18. stoleti a za jejiho zakladatele je
povazovan Joseph Black (1728 — 1799), ktery jako prvni zacal rozliSovat pojmy
teplota a teplo. Na jeho praci poté navazali Antoine Lavoisier (1743-1794) a
Pierre-Simon Laplace (1749-1827), ktefi sestrojili prvni kalorimetr, kdy do
tepelné izolované nadoby bylo uzavieno morce a posléze byl sledovan pomér
vydeje tepla téla morcete s mnozstvim uvolnéného CO,. Spolu s dalSimi
experimenty tak dokazali, Ze dychani je formou pomalého spalovani. Jednalo se
o prvni znamy experiment, pri kterém byla zméfena tepelnd vyména u
biologického systému.

Pravdépodobné nejvétsi zasluhy za kalorimetrii takovou, jak ji zndme dnes, patti francouzskému
chemikovi Pierru Eugene Berthelotovi (1827-1907). V roce 1860 se Berthelot zacal zajimat o problémy
s méfenim tepla a byl to on, kdo sestrojil prvni moderni kalorimetr a poprvé vyslovil terminy
,endotermni” a ,,exotermni“ k popsani reakci, které teplo bud’ spotfebovavaji nebo uvolfiuji.

Termodynamika:

Tepelné zmény probihajici v biologickych systémech se Fidi termodynamickymi zdkony -
termodynamicky zakon o zachovani energie, kdy celkovou energii nelze vyrobit ani znicit, ale pouze
pfeménit na jiny druh energie.

AH je z molekularniho hlediska teplo spojené se vznikem, zdnikem a deformaci chemickych vazeb.
Vazebna entalpie obvykle popisuje zmény v poctu vodikovych mastk( - AH je negativni, kdyZ dojde
k navyseni poctu vodikovych mastkd.

AS je pfi dané teploté spojena se zménou v usporadanosti systému molekul. AS je pozitivni, jestlize pfi
vazbé makromolekul dojde k uvolnéni vody vadzané na povrchu makromolekul a tim se zvysi
neusporadanost systému.

Z namérenych hodnot AH a K, jsme schopni spocitat volnou energii AG, ktera musi byt negativni, aby
reakce mohla probihat samovolné.

AG® = —RTInK,
AG = AH — TAS



Jednotky:

Jedna kalorie je mnoZstvi energie potirebné pro zvyseni teploty 1g vody o 1°C.
1 joule je definovan jako prace, kterou kona sila 1 N plsobici po draze 1 m ve sméru pohybu.

1 kalorie=1cal =4.184 )
1 Kalorie= 1 kcal =4184 )
1) =0.000239 kcal =0.2390 cal

Isotermalni titraéni kalorimetrie: automatizovana

titracnibyreta
Isotermalni titracni kalorimetrie (ITC) je biofyzikalni metodou méfici teplo \
reakce, resp. zménu vazebné energie.

Kalorimetr se sklada ze dvou cel ve tvaru mince — cela referencni a cela
vzorkova. Cely jsou umistény v adiabatickém plasti s termoclankem

(Peltier) zajistujicim konstantni teplotu cel béhem celého méreni. adiabaticky
plast

Referen¢ni cela je naplnéna vodou/pufrem bez makromolekuly. Do

vzorkové cely je postupné pridavan predem definovany objem roztoku

ligandu ve stejném pufru jako je makromolekula ve vzorkové cele. Po

referencni  vzorkova

pridani prispévku ligandu dojde ke zméné teploty na vzorkové cele. Tato cela cela

zména teploty je detekovana pomoci termoclanku (Peltier), ktery doda

pcal s

makromolekuly ligandem. Na konci méreni by méla byt veSkerd makromolekula

elektrickou energii vzorkové cele pro jeji ochlazeni/otepleni (zaleZi zda se jedna ]
o endotermni nebo exotermni interakci). Tim je zajisténa stejnd teplota -
referenéni a vzorkové cely. Tento déj se opakuje ideadlné az do nasyceni P

vyvazdana ligandem a v roztoku by mél zbyt pouze volny ligand. Tim dosahneme

saturace systému a vna termogramu vidime pouze malé teplo fedéni

srovnatelné s kontrolnim fedénim ligandu a pufru, kdy dochazi pouze k titraci o e ]
K
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ligandu do pufru bez pfitomnosti makromolekuly.
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Termogram se poté vyhodnocuje pomoci integrace, ¢imz dostaneme kfivku
zavislosti vazebné entalpie na moldrnim poméru ligandu a makromolekuly
v cele. Pomoci nelinearni regrese vysledné krivky ziskdame vazebnou entalpii AH,
vazebnou konstantu K, a stechiometrii reakce N. Vysledna kfivka je tvorena S o
body vzniklymi integraci jednotlivych peak(, kdy nejvétsi peak je z prvni titrace moldmipomer

a zpravidla urcuje hodnotu vazebné entalpie AH. Jak dochazi k postupnému obsazovani vazebnych mist,
dochazi také ke zmensovani jednotlivych peakl. Ze sklonu titraéni krivky ziskdme hodnotu vazebné
konstanty K, a z ni potom vypocitdme hodnotu AG. Inflexni bod kfivky udava stechiometrii N. VSechny
ziskané parametry jsou uvedeny s odchylkou, kterd urcuje kvalitu fitu.
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Diferencialni skenovaci kalorimetrie:

Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) je biofyzikdlni metoda umozZiujici sledovat zmény
termodynamickych parametri molekul v jejich nativnim stavu nebo po vazbé sligandem -
stabilizace/destabilizace zkoumané latky.
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DSC se sklada ze dvou cel — referencni a vzorkova, kdy referencni cela
obsahuje pouze vzorkovy pufr a cela vzorkova obsahuje vzorek
makromolekuly. Obé cely se nachazi vadiabatickém plasti
s termoclankem, ktery zaznamendva rozdil teplot mezi celou
referencni a vzorkovou.

Béhem méfeni makromolekuly pomoci DSC dochdzi ke
kontrolovanému ohrevu latky v cele napt. o 1 °C/min v teplotnim
rozsahu 0-130°C. Jestlize dojde k denaturaci makromolekuly nebo tani
dvousroubovice DNA, kdy se ¢ast dodaného tepla spotfebuje pro
naruseni kovalentnich vazeb a oddéleni komplementarnich fetézct
bude teplota cely se vzorkem nizsi nez teplota cely referencni.
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Rozdil teplot mezi celou referencni a vzorkovou je potom zaznamenan pomoci Peltierova termoclanku
a je urcena dodatecna energie potfebnd k ohfevu cely vzorkové na stejnou hodnotu jako ma cela
referencni. Dodana energie je zaznamenana a vysledkem méreni je termogram, ktery udava zavislost
tepelné kapacity C, roztoku makromolekuly na teploté. Pfechod z pomérné rigidniho nativniho stavu
do méné kompaktniho denaturovaného stavu je doprovazen narlistem tepelné kapacity

Integraci termogramu lze urcit zménu entalpie H. Teplota odpovidajici maximu termogramu je teplota
tani Tm, kdy je pravé polovina molekul v denaturovaném stavu. Pocatek zvedajici kfivky se oznacuje jako
Ton, konec zase jako To. V idealnim pripadé se jedna o reverzibilni déj, ktery ale neni pravidlem.
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