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SANTRUMPOS

AU — (absorption unit) — sugerties vienetai

AB - Azo Blue dazas

BP4B - Benzopurin 4B

CCG - Congo Corinth G

CI - colour index — Spalvinis indeksas

COG - Crocein Orange G

EC — enzyme commission. Fermenty komisija, sutrumpinimas raSomas prie§ fermento numeri,
suteikta Sios komisijos.

EDTA —etilen diamino tetraacto riigstis

ET — endoplazminis tinklas

ITK — izoterminés titracijos kalorimetrija

JR - Jurgos raudonasis (Jurga‘s red)

KMC - kritiné miceliy koncentracija

LRO — Little rock orange

MCC ligandai — (matrix coprecipitating and cocrystalizing ligands) — matrica formuojantys
nusodinatys ir kristalinantys ligandai, trumpiau — matriciniai ligandai

OII - Orange II

OIV - Orange IV

PDB — (Protein Database) — baltymy duomeny bazé



[VADAS

Baltymy struktiros ir funkcijos rySys, baltymy savybiy, prie ju prisijungus ligandams,
pokyciai yra vienos i§ svarbiausiy $iy dieny biochemijos mokslo kryp¢iy: tyrimy rezultatai turi
reikSme tiek fundamentalaus mokslo vystymuisi, tiek praktiniam technologiniam pritaikymui.
Vienas praktinio pritaikymo pavyzdziy — kryptingas farmaciskai veikliy medziagy strukttros
kiirimas, galint i§ anksto prognozuoti ju poveiki fermentams. Tokiems tyrimams bitinas
fundamentaliy makromolekuliy — ligandy saveikos désniy supratimas ir apibrézimas.

Molekuliu saveika apibiidina energijos pokyciai, atsirandantys dél rySiy susidarymo,
isrimo, poslinkio erdvéje i energetiskai palankesng ar maziau palankia biisena. Siuos poky&ius
tiria biofizikos sritis biotermodinamika. Siuo metu ypatingas démesys skiriamas silpnajai
nekovalentinei saveikai, vandeniliniy, hidrofobiniy ryS$iy, jonu pory formavimuisi.

Norint sékmingai atlikti tyrimus bei gauti reikSmingus ir patikimus rezulatus, svarbus
veiksnys yra tinkamos modelinés sistemos parinkimas. Siame darbe baltymy — ligandy saveikai
tirti modeline sistema buvo pasirinktos augaly cisteino proteazés papainas, bromelainas, ir
karikainas (proteazé-w), o ligandai — matrica formuojantys iSsodinantys ir kristalinantys ligandai
(azoaromatiniai sulfonatai), kuriy saveika su Siomis proteazémis jau buvo pastebéta ir aprasyta
literatiiroje.

Minétos cisteino proteazes patogios tirti dél keliy priezas€iy: ju struktiiros yra labai
panasios, taciau pavirSiaus kriiviai skirtingi, todél patogu nagrinéti elektrostatines saveikas,
nesudétinga iSmatuoti $iy proteaziy aktyvumus; jos nesunkiai iSskiriamos i$ prieinamy Saltiniy
(papajos vaisiy, ananasy vaisiy ir kamieno), nebrangios isigyti komerciskai, pakankamai stabilios
kambario temperatiiroje, ju denatiiracija - negriZtamas procesas.

Cisteino proteaziy saveika su azoaromatiniais sulfonatais pasizymi netirpiy kompleksy
susidarymu ir baltymy stabilumo riigS§tinémis ir aukStos temperatiiros salygomis pagerinimu,
todél yra aktuali tiek baltymy gryninimui, tiek ju laikymui nepalankiomis salygomis. Siy baltymy
tyrimo svarba padidéja dar ir todel, kad ju klasei priklauso zinduoliy lizosomuy proteazés
katepsinai, kuriy panasi saveika su matrica sudaranciais ligandais bty tiesiogiai reikSminga
farmaciskai veikliy medziagy tyrimams ir kiirimui.

Sio darbo tikslas buvo praplésti Zinias apie cisteino proteaziy, daugiausia papaino, saveika

su azoaromatiniais sulfonatiniais ligandais.



Jam jgyvendinti iSkelti tokie uzdaviniai:

e apzvelgti literatlirinius duomenis apie cisteino proteaziy ir kity baltymy saveika su MCC
ligandais

e pasirinkti keleta literattiroje aprasyty ir keleta netirty MCC ligandy saveikai su papainu ir
bromelainu tirti, rezultatus palyginti su literatiiroje pateikiamais

e patikrinti Siy ligandy elektrostatinio jungimosi modelj, nustatyti dazy poveiki baltymo
stabilumui (aktyvumo iSsaugojimui) rigstinémis salygomis, susieti ligando struktiira su jo
saveikos su baltymu ypatumais

e izotermings titravimo kalorimetrijos metodu istirti pasirinkto dazo saveikos su papainu

termodinaminius parametrus, iSanalizuoti dazo skiedimosi vandenyje procesa.



1. LITERATUROS APZVALGA

Literatiiros apzvalgoje aprasoma Siame darbe naudoti fermentai cisteino proteazés, papainas
ir bromelainas, baltymy denatiiracijos reiSkinys ir baltymy stabilizavimas (apsauga nuo
denatiiracijos), matrica formuojanc¢iy nusodinanc¢iy ir kristalinan¢iy ligandy savybés, taip pat

makromolekuliy — ligandy saveikos termodinaminiy parametry tyrimo metody esmé ir reikSmé.

1.1 Cisteino proteazés
1.1.1 Cisteino proteaziy aptikimas ir reikSmé

Cisteino proteazés (EC 3.4.22), dar vadinamos tiolinémis, sulthidrilinémis proteazémis,
pagal EC Kklasifikavima priklauso hidrolaziy (3) klasei, peptidaziy (4) poklasiui, cisteino
endopeptidaziy (22) popoklasiui (Enzyme nomenclature database, 2006). Zinoma apie 20
proteaziy Seimy aktyviame centre turiniy cisteino amino riigSti. Jos randamos virusuose,
bakterijose, protistuose, augaluose ir zinduoliuose. Tiriant virusuy cisteino proteazes nustatyta,
kad ju tretiné struktiira ir katalitinis mechanizmas panasus i serino proteaziy, ir Sie fermentai
tur¢jo bendra protévi (Rawlings ir Barret, 1994). Cisteino proteaziy reikSme jvairi: bakterijy
patogeninis faktorius, virulentinis faktorius periodontinése ligose, gyvybiSkai svarbus parazitams
maitintis ir patekti { Seimininko lastele, apsisaugoti nuo Seimininko antikiiny degraduojant IgG,
reikSmingas specifinei baltymuy hidrolizei. Tai augaly vakuoliy ir ekstralastelinio skysc¢io
fermentai, pagrindiniai Zinduoliy lizosomy fermentai (daugiausiai katepsinai). Manoma, kad
citozolinés zinduoliy ir pauksciy proteazés kalpainai (aktyvuojami kalciu) dalyvauja specifinése
proteolizés reakcijose, tokiose kaip kinaziy aktyvacija, miofibriliniy ir citoskeleto baltymy
skaidymas, receptoriy degradavimas. Siy fermenty padidintas aktyvumas gali sukelti tokias
patologijas kaip smegeny traumos, priepuoliai, subarachnoidiné hemoragija (kraujavimas),
Alzheimer‘io liga, stuburo traumos, Sirdies iSemija, raumeny distrofija, katarakta, trombocity
agregacija, restenoze, artritas, osteoporoze (Otto ir Schirmeister, 1997).

Cisteino proteazés pagal evoliucini gimininguma skirstomos i klanus, dar smulkiau - {

Seimas, priklausomai nuo katalitinés diados arba triados struktiiros.



1.1 lentelé. Cisteino proteaziy klanai ir Seimos (Barret ir Rawlings, 2001).

Klanas Seimos

CA Papaino (Cl), kalpaino (C2), streptopaino (C10),
ubikvitino specifiniy peptidaziy (C12, C19), virusiniy

cisteino endopeptidaziy Seimos.

CD Klostripaino (C11), gingipaino R (C25), lengumaino
(C13), kaspazés-1 (C14), separino (C50) Seimos.

CE Adenaino i§ adenovirusy (C5), eukarioty Ulpl proteazés
(C48), bakteriju YopJ proteazés (C55)

CF Proglutamil peptidazé I (C15)

PA Pikornainai (C3)

PB, CH Autolitings cisteino peptidazes

Cisteino proteazeés augaluose reikalingos baltymy brendimui, degradacijai, pervyniojimui,
taip pat Salina nenormalius, blogai susisukusius baltymus. Cisteino proteaziy prekursoriai (su
papildomomis trumpa N-galine ir ilga C-galine sekomis) sintetinami citoplazmoje, suriStose su
membrana polisomose. Neaktyviis profermentai patenka | endoplazminio tinklo liumena ir yra
perneSami { vakuolg ar lastelés sienele, kuriuose aktyvuojami (Otto ir Schirmeister, 1997). Kad
fermentas tapty aktyvus, propeptidiné¢ seka proteolitiSkai skaldoma. PaSalintos propeptidinés
sekos turi keleta funkcijy in vivo ir in vitro: reikalingos naujai susintetintam fermentui teisingai
susisukti, peptidazinio domeno inaktyvacijai ir fermento stabilizacijai neutralioje ir Sarminéje
terpéje, jungimuisi prie membranos ir transportui i lizosomas, fermento, nuo kurio atskilo $i seka,

inhibavimui (EMBL-EBI, 2006).

1.1.2 Cisteino proteaziy veikimo mechanizmas

Papaino Seimos cisteino proteazés katalizuoja peptidiniy, amidiniy, esteriniy, tioesteriniy,
tionoesteriniy ry$iu hidrolize. Pagrindinis mechanizmo bruozas: aktyvaus centro tiolinei grupei
nukleofiliskai atakuojant amido ar esterio karboniling gupg susidaro kovalentinis tarpininkas
(acilfermentas). Katalizés reakcija galima i$skaidyti { tokius stambius zingsnius:

1) substrato nekovalentinis prisijungimas prie fermento (Michaelio kompleksas)

2) fermento acilinimas, kurio metu iSsiskiria pirmas laisvas reakcijos produktas - aminas

3) acilfermento reakcija su vandens molekule ir deacilinimas (Storet ir Menard, 1994).

Papainas ir kitos i§ augaly iSskiriamos cisteino proteazés pasiZzymi plataus spektro

proteolitiniu aktyvumu peptidiniams rySiams, taciau pirmenybé suteikiama amino rugstims su




didelémis hidrofobinémis Soninémis grandinémis P2 padétyje, o rySys nehidrolizuojamas, kai P1

padétyje yra valino amino riigstis (Prosite, 2006).

H=H 3

Cys 2537??{

1.1 pav. Cisteino proteaziy aktyvus centras, kuriame parodytos Cys25 ir His159 amino rugsciuy
liekanos (Varughese et al., 1989).

Cisteino proteaziy aktyvumas priklauso nuo katalitinés cisteino ir histidino diados (1.1
pav.). Cisteino peptidaziy katalitiniam aktyvumui svarbiausia reikSme turi didelis aktyvaus centro
tiolinés grupés nukleofiliSkumas. Aktyvi fermento forma: tiolato—imidazolo jonu pora, kuriy
jonizuotos formos egzistuoja tarp pH ~4 (Cys-25) ir pH ~8.5 (His-159) (Storet ir Menard, 1994).
Vélesni duomenys parodé, kad katalizeéje dalyvauja Cys25-His159-Asnl75 katalitiné triada,
taciau kryptingos mutagenezés biidu jrodyta, kad Asnl75 amino riigstis svarbi, bet néra esmine

katalizéje (Vernet et al., 1995).



1.2 Papaino Seima

Papaino Seima pasizymi aktyvumy {vairove: plataus spektro (papainas) ir siauro spektro
endo-peptidazés, aminopeptidazés, dipeptidil-peptidazés ir fermentai su egzo- ir endo-
peptidaziniu aktyvumu. Sie baltymai tipiniu atveju lizosominiai arba sekretuojami (tatiau

bleomicino hidrolazé — citozolinis gryby ir Zinduoliy fermentas) (EMBL-EBI, 2006).
1.2.1 Papainas (EC 3.4.22.2), ir jo struktiiriniai analogai

Papaino molekulin¢ masé yra 23.4 kDa, pH optimumas 6.0 — 7.0, ekstinkcijos koeficientas
€25 = 56185M"'cm™, izoelektrinis taskas pI=9.6 (. Aktyvatoriai: cisteinas, sulfidai, sulfitai; EDTA
ir bromosukcinimidas pagerina jo veikla. Inhibitoriai: medziagos, reaguojancios su sulfhidriline
grupe, iskaitant sunkiuosius metalus, karboniliniai reagentai, aldehidai,
benzoilamidoacetonitrilas, kai kurie antikiinai, H,O, (Worthington-biochem, 2006).

Bromelainas (EC 3.4.22.32) ir karikainas (proteazé-w) (EC 3.4.22.30) yra papaino
struktiiriniai homologai, turintys labai panaSias i papaino savybes (Turk et al., 1997).

Bromelaino molekuliné mas¢ mazesné nei papaino - 22.8 kDa, nors amino rigs¢iy skaicius
identiskas (212). Karikaino molekuliné masé 23.3 kDa, 216 amino ragsciu.

Papainas, aktinidinas chimopapainas, ficinas ir proteazé-m yra labai homologiski, ju polipeptidiné
grandiné beveik identiSka, bet skiriasi teigiamy aminoriigs¢iuy liekany skaiCius, izoelektriniai

taskai (1.2 lentelé) (Matulis et al., 1999).

1.2 Lentelé. Cisteino proteaziy teigiamy, neigiamy, amino rugs¢iuy skaiciai, kriiviai, bendras
amino rigsciy skaicius baltymo molekulei, pI, PDB kodai, anijoniniy grupiy skaicius reikalingas
maksimaliai apsaugai (Matulis et al., 1999).

Savybe Aktinidinas | Bromelainas | Papainas | Chimopapainas | Proteazé-o
Arg skaiCius 5 6 12 5 11

His skaicius 1 1 2 3 4

Lys skaiCius 6 15 10 21 22
Bendras teigiamy | 13 23 25 30 38

kriviy skaicius

Asp skaiCius 16 8 6 6 3

Glu skaicius 11 9 7 7 11

Bendras neigiamy | 28 18 14 14 15

kriiviy skaicius
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Bendras kriviy | 41 41 39 44 53
skaiCius

Bendras amino | 220 212 212 218 216
rugsciy skaicius

pl 3.1 9.6 8.8 ~10 ~11
PDB kodas 2ACT - 9PAP 1YAL 1PPO
Anijon. grupiy sk. | ~12 26 20 - 32
reikalingas

maksimaliai

apsaugai

Sios proteazés turi homologiska struktiira, bet skirtingus paviriaus krivius, todél jos yra

idomi modelin¢ sistema baltymy — ligandy saveikos priklausomybei nuo baltymy kriivio tirti.

1.2.2 Augaly cisteino proteaziy struktiiros

Papainas, bromelainas, karikainas (proteazé-w), chimopapainas, aktinidinas priklauso atP
baltymy klasei, turi dviejy skil¢iy struktiira su vyraujanciomis alfa ir antiparalelinémis beta
juostomis (Haq et al., 2002). Sios proteazés turi viena granding, suformuojan¢ia du domenus, tarp
kuriy yra plySys, kuriame prie fermento jungiasi substratas. Papaino aktyviame centre esancios

amino rigstys Cys-25 ir His-159 lokalizuotos Sio plysSio viduje, ant prieSingy fermento domenu.

Aktinidino ir proteazés-o struktiiros ir aktyvaus centro amino riigStys palyginus su papainu yra

i$sidéste beveik identiskai (Grudkowska ir Zagdanska, 2005).

1.2 pav. Aktinidino, papaino ir karikaino (i$ kairés | desing) struktairos.
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1.2.3 Papaino praktinis panaudojimas

Papainas dazniausiai gaminamas 1§ papajos vaisiaus zieves, kurig iSdziovinus gryninamas
fermentas.

Papainas naudojamas maisto pramonéje mésai ir kitiems baltyminiams produktams
minkStinti. Papainas naudojamas molekulin¢je biologijoje pirmame Iasteliy kultiiros ruoSimo
etape disocijuoti lasteléms viena nuo kitos: skaidomos uZzlastelinio matrikso molekulés, kurios
risa lasteles. Po 10 minuciy trunkancio skaidymo proteazg reikia inhibuoti, kad nebuty lizuotos
pacios lastelés.

Papainas naudojamas kaip farmaciskai veikli medziaga: papaino pasta — namy salygomis
gydyti mediizy zaizdoms, gyvaciy nuodams skaidyti, papaino kapsulés naudojamos kaip maisto
papildas besiskundziantiems nevirSkinimu (Wikipedia, 2006). Papaino gelis dél savo
baktericidiniy, bakteriostatiniy ir antiuzdegiminiy bei proteolitiniy savybiy ir pradétas naudoti
kaip naujas chemo-mechaninis karieso paSalinimo agentas firminiu pavadinimu ,,Papacarie*

(Bussadori SK et al., 2005).

1.3 Baltymy denaturacija

Natyvia baltymo konformacija palaiko daugybé skirtingo stabilumo nekovalentiniy rysiy,
kuriems nutraukti reikia arba skirtingy salygy arba jie triksta skirtingais greiiais tomis paciomis
salygomis. Dalies rySiy nutraukimas baltymu gali ir nedenatiiruoti, jei lik¢ palaiko artima
natyviai struktiira. Tac¢iau kai nutraukiama pakankamai daug rySiy, visa struktiira ,,sprogsta“ ir
i$sivynioja (Xiao et al., 1993). Denattrave baltymai neturi amino riigsciy Soniniy grandiniy
nekovalentiniy rySiy palaikomos struktiiros (Pace ir Tanford, 1968).

Tiriant baltymuy denatiiracija ji dazniausiai sukeliama cheminiais reagentais, riigstimi,
auksta temperatiira ar kitomis nepalankiomis salygomis.

Baltymy denatiiracijai sukelti naudojami ivairiis reagentai (guanidino hidrochloridas, urea)
(Wu ir Wang, 1999). Pastebéta, kad papaina denatiruojant guanidino hidrochloridu jo
konformacija kei¢iasi mazai, palyginus su aktyvumo mazéjimu: aktyvus centras yra lankstesnis,

nei visa molekulé (Xiao et al., 1993).
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Baltymy stabilumas priklausomai nuo pH charakterizuojamas varpo formos kreive.
Didziausias stabilumas pasiekiamas esant maziausiai laisvajai susivyniojimo energijai. (Alexov,
2003).

Terminé papaino denatiiracija - negriZztamas procesas, baltymo domenai iSsivynioja beveik
nepriklausomai vienas nuo kito. Chimopapaino struktiira ir architekttira gana panasi, taciau juy
lydymosi temperatiiros skiriasi. Tai gali lemti stipresné chimopapaino domeny tarpusavio saveika
ir skirtinga hidrofobiné baltymo Serdis. Placiam temperatiiry intervale iSsivyniojimo entalpija yra
tiesiné temperattiros funkcija, kurios polinkio kampas lygus Siluminés talpos skirtumui tarp
1§sivyniojusios ir natyvios buseny (Solis-Mendiola et al., 1993).

Terminé bromelaino denatiiracija taip pat negriztamas procesas, vykstantis pagal paprasta 2
biiseny modeli arba modeli su perenamaja biisena, kuri visada yra pusiausvyroje su natyvia
forma. Bromelaino denatiiracijos greit] riboja iSsivyniojimo procesas. (Arroyo-Reyna ir
Hernandez-Arana, 1995). Palyginus literatiroje pateikiamas papaino ir bromelaino Silumingés
talpos priklausomybés nuo temperatiiros kreives, matome, kad papainas denatiiruoja aukstesnéje
temperatiiroje Tn~79°C nei bromelainas T,=59,3°C, Tn- denatiiracijos, lydymosi temperatiira

(Arroyo-Reyna et al., 1995 ir Lozano et al., 1993).

1.3.1 Apsauga nuo denataracijos

Nors papainas yra salyginai stabilus aukStesnéje nei kambario temperatiiroje, temperatiirose
iki 60°C galima pastebéti pirma konformacijos pokyti, dél kurio sumaz¢ja jo aktyvumas. Laikant
papaina aukSten¢je nei 60°C temperatiiroje jo konformacija pakinta negriZztamai, papainas
i$sivynioja (tirpale virsta nuosédomis).

e apzvelgti literatiirinius duomenis apie cisteino proteaziy ir kity baltymy saveika su MCC
ligandais

e pasirinkti keleta literatiiroje aprasyty ir keleta netirty MCC ligandy saveikai su papainu ir
bromelainu tirti, rezultatus palyginti su literatiiroje pateikiamais

e patikrinti Siy ligandy elektrostatinio jungimosi modelj, nustatyti dazy poveiki baltymo
stabilumui (aktyvumo i§saugojimui) rugstinémis salygomis, susieti ligando struktiira su jo
saveikos su baltymu ypatumais

e izoterminés titravimo kalorimetrijos metodu iStirti pasirinkto dazo saveikos su papainu

termodinaminius parametrus, iSanalizuoti dazo skiedimosi vandenyje procesa.
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Polihidroksiliai kotirpikliai (turintys nuo 2 iki 6 hidroksilo grupiy) pagerina papaino
termostabiluma. Jie saveikauja ir solvofobiskai, palaikydami natyvia struktira, ir iSsaugodami
vandens sluoksni apie baltymo molekule. Apsaugojimo efektas proporcingas Kkotirpiklio

koncentracijai ir molekulinei masei (Lozano et al., 1993).
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1.4 MCC ligandai, dazai
1.4.1 MCC ligandy ir daZy apibiidinimas

Terminas MCC (matrix coprecipitating and cocrystallyzing) ligandai - matrica
formuojantys nusodinantys ir kristalizuojantys ligandai - pirma karta buvo panaudotas 1992 m.
(Conroy ir Lovrien, 1992). Sie ligandai turédami viena ar kelias stipriai anijonines sulfonatines
grupes pradeda jungtis prie baltymy teigiamy amino riigSciy. Pradinis jungimasis standina
baltymo konformacija, iSstumia vandens molekules, lipnios hidrofobinés MCC ligandy sritys
pritraukia baltymy molekules viena prie kitos. Baltymai iSkrenta i nuosédas su ligandais,
darinyje, kuriame ligandas tarsi sudaro matrica baltymams (Matulis et al., 1996). Saveika tarp
baltymo ir anijono stipré¢ja didéjant aromatinés ligando dalies pavirSiaus plotui ir nepolinei daliai
(Gupta et al., 1996). Vieni i§ MCC ligandy yra azoaromatiniai sulfonatiniai dazai.

Bendru atveju dazai yra spalvotos, dazniausiai aromatini zieda turinfios medZziagos,
naudojamos audiniams, popieriui, odai, medziui, aliejams, riebalams, vaskams ir kitiems
produktams suteikti spalva, taip pat augaly ir gyviiny audiniy dazymui mikroskopijoje.

Benzeno ziedas deriniuose su ivairiais pakaitais ir elementais gali sukurti begalg ivairiy
kombinacijy. Spalva priklauso nuo chromoforiniuy grupiy (C=C, C=0, C=S, C=N, N=N, N=0,
NO,) buvimo ir padeéties. Kad dazas elektrostatiSkai ar kovalentiSkai susijungty su daZomos
medziagos galinémis grupémis, jis turi turéti jungianius funkcines grupes — auksochromus
(dazniausiai sulfoninés ir karboksiriigStys, imino druskos), kurie sudaro jungtis su daZzoma
medZziaga tiesiogiai ar per chelatus sudarancius metalus. Azo dazai turi chromoforing —N=N-—

grupe, jungiancia benzeno ar naftaleno ziedus (Conns, 1977).
1.4.2. Panaudojimas ne daZzymo tikslais

Azoaromatiniai junginiai yra tiriami dél savo savybiy sudaryti kompleksus su baltymais bei
kity specifiniy savybiy, siekiant kryptingai juos taikyti biotechnologijy, farmacijos bei
diagnostikos srityje.

D¢l selektyvaus baltymy iSsodinimo griztamai juos denatiiruojant, kai kurie dazai
naudojami kaip alternatyvus baltymy frakcionavimo budas. Schneedorf et al. apZzvelgiamas

flaviano rugsties (2,4-dinitro-1-naftol-7-sulfoniné rugstis), geltono tekstilés dazo panaudojimo
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atvejis: jau 1928 m. Sis dazas naudotas frakcionuoti bazinéms amino riigS§tims i§ neapdirbty
baltymy ekstrakty, norint iSgryninti meéginius ir pagaminti produktus neturincius histidino ir
arginino amino rigsciuy (Schneedorf et al, 2001). Gryninant lektino ir bromelaino baltymus i$
neapdoroty zaliavy (rieSuty, ananasy) per 1-2 nusodinimo dazais valandas pasiekiama 80-90%
aktyvumo iSeiga. IS nuosédy ligandai paSalinami keiciant pH ir naudojant jony mainy dervas
(Matulis et al., 1996).

Pastaraisiais metais tiriant dazy farmakologini poveiki nustatyta, kad diazo dazas Kongo
raudonasis (turintis dvi sulfonatines grupes) gali iSgydyti lasteles nuo uzkreCiamos aviy
spongiforminés encefalopatijos (prioniné liga), taciau in vivo Sis gydymo ar profilaktikos biidas
netaikomas dél dazo kancerogeniskumo ir prasto peréjimo per hematoencefalinj barjera (Rudyk
et al., 2000). Susintetinti Kongo raudonojo dazo struktiiriniai analogai turintys kitokia tarping
tarp dvieju azo jungciu molekulés dali arba molekulés su kita anijonine grupe (sulfonatai
keic¢iami kaboksi rtgsSties funkcinémis grupémis) (Rudyk et al., 2003). IStyrus efektyvumo
(normalaus PrP¢ baltymo polimerizacijos inhibavimo) priklausomybe nuo daZzo struktiros,
padarytos iSvados: Kongo raudonasis yra simetriné molekulé, bet abi jos dalys reikalingos
aktyvumui palaikyti, sulfonatines grupes galima pakeisti karboksilinémis smarkiai nejtakojant
aktyvumo, turéty biiti imanoma keisti riigstinés grupés lokalizacija aromatiniame Ziede, amino
grupé nebitinai reikalinga teigiamam junginio aktyvumui, Siek tiek galima keisti jungéjo

(bifenilo) struktiira (Sellarajah et al., 2004).

1.5 Ligandy-makromolekuliy jungimosi energetika

Ligando jungimosi su receptoriumi stiprumas iSreidkiamas pusiausvyros konstanta. Zinant
ja, energetiniai dydziai iSreiSkiami lygtimi
AG°=-RTInK,,

Kur Ke yra pusiausvyros koncentracija, AG® —laisvoji Gibso energija cheminei
transformacijai, atitinkamai pusiausvyros konstantai.
Zinant stecheometrinio jungimosi konstantas homologiniy junginiy serijai, galima jvertinti
strukturiniy pakaity indéli i ligando ir receptoriaus saveikos energijos dydi.
AG°® poky¢iai jungiantis ligando molekuliy sekai gali atspindéti ivairias saveikos ypatybes. Jei

AG; — AG, (stecheometriskai pirmo ir antro ligandy jungimosi energijy skirtumas) yra i$ esmés
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vienodas keliems ligandams, tarp §iy anijony ir baltymo matricos néra specifinés chemineés
saveikos (dél jos A(AG®) biity skirtingi).

Kai kuriais atvejais galima kiekybiSkai priskirti laipsniskus AG; poky¢ius aiSkiai
apibréztiems indéliams, tokiems kaip elektrostatiné saveika. Pavyzdziui dianijonui
azosulfatiazolui jungiantis prie jauc¢io serumo albumino jungimosi konstantos K; gali biiti
transformuotos | atitinkamas AG; reiSmes. Kiekvienu etapu, kai vienas i§ ligando dianijony

prisijungia prie receptoriaus, elektrostatinis laukas aplink kompleksa tampa labiau atstumiantis

sekan¢iam anijonui, todél afiniskumas —AG; mazéja. Sis sumaZ¢&jimas prisideda prie statistinio

K.
(—') faktoriaus, rodancio atviry jungimosi viety mazéjima ant ligando-receptoriaus
i-1 /idealus

komplekso, didéjant i. Sj statistinj faktoriy galime jvertinti lygtimi:

(LJ _(n=i+1) (n-i)

(h—i+2) i °

i1
jei galima pagristai jvertinti n.

Jony jungimosi stiprumas labai priklauso nuo baltymo izoelektrinio taSko. Kuo zemesnis
baltymo izoelektrinis taskas, tuo didesnis baltymo neigiamas kriivis, tuo stipriau yra traukiamas
katijonas, ir atvirksciai. Esant galimybéms naudoti specifinés mutagenezés technologija galima
tirti sistemingo amino rugséiy, esan¢iy kontakto vietoje, pakeitimo itaka ir nustatyti amino
rugsciy Soninés grandinés indélj i baltymo - ligando jungimosi laisvaja energija.

Daugumai receptoriy ligandy jungimosi stiprumas nekinta kintant receptoriaus

koncentracijai, taciau biina ir iSim¢iy.

1.5.1. Jungimosi entalpija ir entropija

Ligando — receptoriaus jungimosi reakcijos entalpija eksperimentiSkai dazniausiai
nustatoma 1§ jungimosi stiprumo priklausomybés nuo temperatiiros. Naudojama van‘t Hoff'o

dinK —AH° _AH°
lygtis dl_ll_ =77 Praktikoje lygtis pertvarkoma | dInK = -

1
d (?) , grafiskai
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1
vaizduojamas logK; prie§ T o AH° apkaiCiuojamas i§ kreivés polinkio. Placiai paplitgs

klaidingas poziiiris, kad toks van‘t Hoff*o grafikas visada turi buti tiese, ir kad jos polinkis AH®
yra konstanta. PavyzdZziui kalorimetriSkai iSmatuota, kad 2‘CMP jungimosi prie ribonukleazés A,

temperatiirai kintant nuo 15 iki 40°C, AH® vertés kinta nuo -8.82 iki -13.99 kcal/mol, taciau

1
braizant grafika logK; pries T per taSkus galima iSvesti ties¢ su koreliacijos koeficientu 0.979 ir

gauti pastovy AH®, lygu -9.47 kcal/mol.
Jungimos entalpijos taip pat gali bliti matuojamos tiesiogiai, atsiradus komerciskai platinamiems
mikrokalorimetrams.

ISmatavus AH® entropijos poky¢iai gali biiti apskaiciuoti i§ termodinaminés lygties
AG° =AH°—-TAS®. Galima tikétis, kad palanki AG® (neigiamas dydis) bus susij¢s su neigiama
AH°® verte, nes komplekso vidiné energija mazesné, nei atskiry sudedamyjy daliy. Nors i$ lygties
matome, kad yra papildoma AG® dedamoji AS®, ji dazniausiai biina nepalanki: laisvas ligandas ir
receptorius turi daugiau judéjimo laisvés laipsniu nei ligando-receptoriaus kompleksas. Taciau
Sie apibendrinimai yra tik supaprastintas bendras vaizdas, nes yra daug ligando-receptoriaus
komplekso pavyzdziy, kuriuose AH® yra neigiamas, bet skaitine verte mazesnis uz AG°®, arba
artimas nuliui arba netgi teigiamas. Pastaruoju atveju kompleksas turi didesng energija nei
atskiros sudedamosios dalys, ir AE°(=AH°) turi biiti teigiamas, t.y. E° ,,kyla { kalna*. Kai AG® yra
neigiamas ne dé¢l dominuojancio palankaus AH®°, tuomet komplekso susidaryma lemia teigiamas
entropijos pokytis — stebinantis rezultatas dviems atskiriems junginiams jungiantis | kompleksa.
(Klotz, 1997). Pavyzdziui lipidams jungiantis prie DNR, AS° yra teigiamas, ir tuo didesnis, kuo
ilgesné alifatiné grandiné (Matulis et al., 2002).

1.5.2. Saveikos jégos

Saveikos tarp molekuliy jégos yra skirstomos i kelias klases: nepoliné saveika (Van der
Waals, London‘o, hidrofobiné), joniné ir elektrostatiné saveika, vandeniliniy rySiy susidarymas.
Baltymy ir kity molekuliy saveikai jtakos taip pat gali turéti klatraty hidratai (neSvarumai ar
,molekulé — svecias* italpinta | vandens molekuliy narva).

Van der Waal‘so jéga apibrézia dipoliy, kurie neiSvengiamai susidaro nepolinése

molekulése, saveikos. Londono jéga susidaro net ir tarp nepoliniy molekuliy ar atomy, nes dél
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elektrony jud¢jimo elektrony debesyje jie igyja laiking elektrony nesubalansavima (savgs
poliarizacija). Vandeniniuose tirpaluose van der Waals ir Londono jégos veikia tarp tirpiklio ir
tirpinio molekuliy, taip pat tarp abieju komponenty tarpusavyje. Bendras AH® pokytis priklauso
nuo santykinio skirtingy energiju indélio.

Elektrostatiné saveika yra labai stipri, kai jony neskiria tirpiklio molekulés. Taciau jono-
tirpiklio saveika pranoksta elektrostating saveika (joninés hidratacijos entropijos yra neigiamos,
to galima tikétis esant stipriai saveikai tarp ikrauto tirpinio jono ir dipolinés vandens molekulés),
tod¢l pvz. NaCl biisena tirpale yra jonin¢, ne molekuliné. Taigi, kai vandeniniame tirpale
asocijuoja 2 jonai, AS° daznai yra teigiama. Molekuliniame lygmenyje tai turi toki pagrinda: nors
2 nepriklausomos dalelés suformuoja kompleksa, dalis vandens molekuliy, formavusiy atskirus
jonus gaubiantj hidratacini sluoksni, yra pasalinamos ir atgauna savo judéjimo laisvés laipsnius.

Kitos elektrostatines saveikos: jono-dipolio, dipolio-dipolio ir jono ar dipolio indukuoto
dipolio. Daznai pamir§tamos kvadrupolinés saveikos, kurios gali atsirasti tarp molekuliy, bendru
atveju suprantamy kaip nepolinés ar hidrofobinés. Kvadrupolinés saveikos pavyzdys — benzeno
ziedas, kur elektronai iSsidéstg abiejose plokStumos dalyse. Galima parodyti, kad vandeniniuose
tirpaluose katijono-kvadrupolio saveika gali biiti tokia pat stipri kaip ir tarp jono ir dipolinés
(pvz. HO) molekulés. Tinkamai sukonstruotos aromatinés molekulés, sudarancios kvadrupoliy
zieda gali iStraukti katijong i§ vandeninés aplinkos { nepoling. Taigi yra pagrindo tikétis, kad
katijoniné amino riugs¢iy grandiné saveikauty su fenilalanino, tirozino ar triptofano
kvadrupoliais.

Jei komplekso formavimuisi laisvoji energija yra palanki dél elektrostatinés kilmeés
saveikos, tuomet AGee yra atomo matmeny r, kriivio z, ir aplinkos dielektrinés konstantos D
funkecija.

Elektrostatiniy saveiky laisvosios energijos pokytis i§ esmés yra lemiamas entropijos,
entalpija sudaro tik maza sudedamaja dali. Taigi, teigiamos ligandy jungimosi su receptoriais
entropijos nebiitinai yra hidrofobiniy saveiky rezultatas, bet gali buti elektrostatiniy reiskiniy
iSdava.

Vandeniliniai rySiai baltymuose dazniausiai susidaro tarp amidinio rySio vandenilio ir kito
amidinio ry$io deguonies. Vandeniniame tirpale tarp baltymy amino riigS§¢iy liekany susidargs
vandenilinis rySys atviras konkuruojantiems rySiams su vandeniu. Suminis energijos pokytis,

arba AH°® rySio nutraukimui vandeningje terpéje daug mazesnis, nei tokio pat rysio nutraukimas
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dujin¢je faze¢je ar hidrofobingje aplinkoje. IS teorijos ir kalorimetriniy eksperimenty galima
padaryti iSvada, kad vandeniliniy rySiy tarp amidiniy grupiy tiek nepolinése (hidrofobinése)
kiSenése AH° tiek vandeningje aplinkoje yra lygiis (N-metilacetamido vandeniliniams rySiams
1Smatuotas AH°=-2.7 kcal/mol). Nors vandeniliniai rySiai ir nestabiliis modelinése peptidinése
molekulése, néra abejoniy, kad vidumolekuliniai vandeniliniai rySiai egzistuoja vandeniniuose
polipeptidy tirpaluose. Vélgi svarby vaidmeni vaidina entropijos sudedamoji dalis. Baltymo
sintezés metu dalis laisvosios energijos turi biiti panaudota nugaléti nepalankiam TAS, amidiniy
grupiy prineSimui vienai arti kitos. SkaiCiavimais parodyta, kad lokali peptidiniy grupiy
koncentracja baltymo molekulés turyje yra 12-13M. Prototipiné molekulé¢ N-metilacetamidas
12M tirpale didziaja dalimi yra amido-vandeniliniy rySiy formoje. Giliau zitrint { vandeniliniy
ry$iy svarba, galima pastebéti, kad vanduo gali buti labai reikSmingas sudarant vandenilinius
rySius kaip tiltelius tarp ligando ir jo receptoriaus, taip pagerindamas komplekso stabiluma

(Klotz, 1997).

1.6 Biomolekuliy izoterminés titracijos kalorimetrija

Makromolekuliy ir ligandy saveikai apibudinti tiriamos makromolekuliy-ligandy sistemos
funkcijos, struktiiros, kinetikos ir energetikos tarpusavio rySys tam tikromis fizinémis ir
cheminémis salygomis. Visuy griztamy bimolekuliniuy saveiky metu vyksta nekovalentiniu rysiy
persiskirstymas. Norint §i persiskirstyma analizuoti, svarbu iSmatuoti sistemos termodinaminius
parametrus (O‘Brien et al., 2001).

Naudojama daug netiesioginiy termodinaminiy dydziy nustatymo bidy: dializé,
ultracentrifugavimas, spektroskopija (AH nustatoma i$ disociacijos konstantos priklausomybés
nuo temperatiiros - van‘t Hoff analize¢), tac¢iau Sie biidai gana riboti. Izoterminio titravimo
kalorimetrijos budu tiesiogiai matuojama Siluma, susijusi su vykstanc¢iu procesu, kuri pastoviame
slégyje lygi entalpijos pokyc¢iui (Campoy ir Freire, 2005).

Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITK) — Siuo metu vienintelis metodas, kuriuo galima
tiesiogiai iSmatuoti entalpija beveik bet kokiam bimolekuliniam procesui. Taip pat galima gauti
pusiausvyros konstanta K., reaguojanciy medziagy molines dalis, laisvosios energijos ir

entropijos pokycius (AG® ir AS°) apibréztose salygose. Atliekant eksperimentus skirtingose

temperatiirose, galima gauti sistemos $iluminés talpos pokyti (AC,) (O‘Brien et al., 2001).
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ITK kol kas vienintelé¢ technologija, kuria galima atskirti jungimosi entalpini ir entropini
komponenta. Entalpinis ir entropinis komponentai susij¢ su struktiiriniais parametrais, todel gali
biiti naudojami molekuliy struktiiriniam planavimui, i§ anksto apskaiiuojant ir numatant
jungimosi energetikaq. Tobul¢jant instrumentams ir ju jautrumui, ITK taps dar svarbesné
molekuliname dizaine, vaisty kiirime (Leavitt ir Freire, 2001).

Pagal Silumos matavimo pobudj, kalorimetrai gali buti adiabatiniai, Silumos laidumo ir
galios kompensaciniai. Adiabatiniuose néra Silumos mainy su aplinka, Silumos laidumo
kalorimetruose iSsiskyrusi ar absorbuota Siluma pereina i (i§) matavimo kiuvete supanti inda, o
tarpe esancia termopora iSmatuojama pratekanti Siluma. Galios kompensaciniame kalorimetre
i$siskyrusi Siluma subalansuojama ir matuojama energija, egzoterminiame procese sunaudota
vésinimui, o endoterminiame procese — kaitinimui (O‘Brien et al., 2001).

Dauguma kalorimetry veikia diferencine kiuvetés griztamojo rySio sistema. [Svirkstus
ligando { makromolekulés tirpala, Silumos pokytis atsiranda dél Siy priezasCiy: jungimosi
saveikos, ligando skiedimosi, makromolekulés skiedimosi, dél maiSymo atsirandancio Silumos
pokycio it kt. Atsiradgs temperatiiry skirtumas tarp pavyzdzio ir palyginamosios kiuveciy,
matuojamas kalorimetru. Sis temperatiry skirtumas sukelia griztamojo ry$io galios pokyti,
naudojama kompensuoti kiuvetéje vystantiems energetiniams procesams. Griztamojo rysio
energijos pokytis matuojamas bégant laikui. Jungimosi Siluma gaunama integruojant grafiko
galia - laikas kreivg. Parametry reikSmeés jvertinamos taikant nelinijinés regresijos analizg
(Holdgate ir Ward, 2005).

ITK sisteminés paklaidos atsiranda dél Salia tiriamos saveikos papildomai vykstanciy
procesy, pavyzdziui garavimo, kondensacijos, nepilno iSsimaiSymo, nespecifinés adsorbcijos

(O‘Brien et al., 2001).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

Darbe naudoti:

Fermentai

Papainas (Sigma) ,,Papain Crude powder, from papaya latex* — neapdirbti milteliai,

i§skirtas 1§ papajos zievés. 2mg/ml pradinis tirpalas ruoSiamas vandenyje, laikomas -20°C

ilgiausiai 2 savaites.

Papainas (Merck) wasserloslich — tirpus, skirtas biocheminiams eksperimentams. 2mg/ml

pradinis tirpalas ruoSiamas vandenyje, laikomas -20°C ilgiausiai 2 savaites.

Bromelainas (Sigma) - 2mg/ml pradinis tirpalas ruoSiamas vandenyje, laikomas -20°C,

ilgiausiai 2 savaites.

Dazai

Darbe naudoty dazuy pavadinimai, struktiiros ir gamintojai pateikiami 2.1 lenteléje.

2.1 Lentelé. Darbe naudoti dazai (ligandai).

Dazo Formulé Spalvinis
pavadinimas, indeksas,
sutrumpinimas gamintojas
Azo Blue (AB) OH “ CHs oH CI 23685,
NNN—N Matheson
“ “ Coleman &
SO,Na so;na | Bell
Benzopurin 4B NH, th FHs NH, CI 23500,
(BP4B) *NNN—N Matheson
L (LD oo «
SOsNa SO,Na Bell
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Congo Corinth iz - T OH CI 375,
N=——N N=—=N
G (CCG) “ \ / \ / “ Matheson
Coleman &
S0;Na S04Na
Bell
Crocein CI 13720,
Orange G @ Aldrich
(COG)
NaQ,S
Jurgos JAV
raudonasis O \ / \ / OH Minesotos
(Jurga‘s red) universiteto
(JR) laboratorija
Little rock o JAV
orange O N=NOSOsNa Minesotos
Q universiteto
laboratorija
{H3C)sC
Orange 11 CI 15510,
=N—©—SO;3Na JAV,
Aldrich
\ /
Orange IV T CI 13080,
Na0,S N=N N
: \ /" Aldrich

Dazy pradiniai tirpalai ruoSiami 2mg/ml arba 1mg/ml vandenyje, po to skiedziami iki

reikiamos koncentracijos.

Buferiniai tirpalai
Fermenty aktyvumui matuoti naudotas 0.05M NaH,PO,-Na,HPO,, pH 6.8
Pradiniai tirpalai jvairiy pH buferiams ruosti 0.2M HCl, H;PO4, NaH,PO., Na,HPO,,
CH;COOH, CH;COONa.

Rigstiniam stresui sukelti naudotas 0.2M HCI (pradinis tirpalas)
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Riagstiniam stresui neutralizuoti naudotas 0.2M Na,HPO,

Aktyvumo matavimo reakcijai sustabdyti naudotas 1M HCIO,
Kitos fermenty tyrimui naudotos medZiagos

Dowex 1x2 50-100 mesh, chloridas (Sigma) - stipriai baziné¢ anijony mainy derva.
Dowex 1x4-100-200 mesh, chloridas (Serva) - anijony mainy derva.

Dowex 1-X8-20-50 mesh, chloridas (Bio-Rad) — anijony mainy derva.
2.2 Metodai

2.2.1 Kunitz‘o fermentinio aktyvumo nustatymo metodas

-

p -
\

Papaino ir bromelaino fermentinio aktyvumo matavimui substratu naudotas kazeinas, kuris
 Kazeinas

A=280nm bangos ilgio Sviesa. Fermentinis aktyvumas matuojamas 37°C temperatiiroje, reakcijos
trukmé 20 (A variantas) arba 15 (B variantas) minuciy.

=

/
(
\
.

Siy proteaziy hidrolizuojamas iki tirpiy, riigStyje nedenatiiruojanciy peptidy, absorbuojanciy

)
3 4
Papaina A

P /) (Cisteinas}

Va2

. \ Amino |
\ &/ \ ragstys /
20min | £ / \ /

—_— f

37eC

g BTt —
\ ?Z&c_) / Nucentri-\ '/

/ ; \ 3
fuguojama \\_/F;Fapamas.

\ / kazeinas |/
2.1 pav. Kunitz‘o fermentinio aktyvumo nustatymo schema.

Reakcijos miSinj sudaro 0.1ml fermento tirpalo vandenyje, 0.5ml 10mg/ml kazeino ir SmM
galima laikyti +4°C apie meénesy).

L-cisteino tirpalo 50mM fosfatiniame buferyje (L-cisteinas ruoSiamas Svieziai, kazeino tirpala

I ependorfinio tipo 1.5ml mégintuvélius ipilamas tiriamo fermento tirpalas (0.1ml), ir
istatoma | Eppendorf Thermostat plus (1,5 ml) termostata susilti. Reakcija pradedama uzpilant

0.5ml kazeino/cisteino tirpalo. Reakcija sustabdoma uzpilant 0.6ml 1M perchloro rugsties.
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Nehidrolizuota kazeino dalis nusodinama centrifuguojant 13200 aps/min grei¢iu 4 minutes
Eppendorf Centrifuge 5415 R centrifugoje. Matuojama supernatanto Sviesos sugertis 280nm
bangos ilgyje siauroje (1,5ml) kvarcinéje kiuvetéje (Sviesos kelias per tirpala - 1cm) Jenway 6305

UV/vis spektrofotometru.

Asso 0,0083mg/ml
1,4 -

12 - " |—=—0,0167mg/mi
LN s - 4 0,0333mg/ml

0,8

0,6

0,4

0,2

O, T T T T T 1
_026 5 10 15 20 25 30

t,min

2.2 pav. Papaino aktyvumo priklausomybé nuo laiko ir koncentracijos.

2.2.1 Fermenty iSsodinimas daZzais

[ 0,1 ml fermento tirpalo pilama 0,1 ml reikiamos koncentracijos dazo tirpalo (arba atitinkamas
kiekis dazo tirpalo ir likes iki O,Iml tiiris vandens), kad vienai fermento molekulei tektu
reikiamas pagal tyrima neigiamy dazo grupiy kiekis ir 0,2 ml buferio. Norint atskirti agregavusi
su dazu fermenta, ependorfiniai meégintuvéliai centrifuguojami 3min 8000aps/min greiciu
Eppendorf Centrifuge 5415 R centrifugoje, supernatantas nusiurbiamas ir perpilamas i atskirus
mégintuvélius. Norint fermento agregata iSvalyti nuo dazo, nuosédos suspenduojamos 0,4ml

buferio (galima kelias minutes pamaisyti purtykléje).
2.2.3 Fermenty valymas nuo daZzy Dowex reagentu

[ fermento-dazo suspensija dedama apie 100ul drégny dowex griideliy ir 30min maiSoma
Yellow line TTS purtykléje 800aps/min greiciu. ISvalymas nuo dazo vertinamas vizualiai.
Nustojus maisyti palaukiama, kol Dowex griideliai nusistovi, fermento tirpalas lieka vir$

grideliy.
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2.2.2 Ragstinis stresas

Riigstinis stresas fermentams sukeliamas atitinkamos koncentracijos HCI arba reikiamo pH
50mM fosfatiniu buferiu. [ ependorfa pilama 0.1ml fermento (arba fermento-dazo) tirpalo, 0.2ml
reikiamos koncentracijos HCl arba buferio. Po inkubacijai reikalingo laiko rugstis

neutralizuojama 0.1ml, 4 kartus didesnés koncentracijos nei naudota HCI, Na,HPOs.
2.2.2 Baltymy koncentracijos nustatymo metodas pagal tirozino Kiekj

Pagrindiné baltymy sugerties 280nm bangos ilgyje priezastis yra aromatinés amino riigstys.
Tirozinas yra vienintelé aromatiné amino rtigstis, kurios Soninés grandinés prie aromatinio Ziedo
prijungta -OH grupé Sarminiame pH deprotonizuojasi, ir dél pasikeitusio neigiamo kriivio
pasiskirstymo aromatiniame ziede absorbcijos maksimumas pasislenka iki 297nm (2.3 pav.).

Sioje srityje kiti junginiai (jei néra baltyminiy priemaidy) mazai sugeria $viesa, todél

baltymo koncentracija galima apskaiCiuoti i§ sugerties Sarminéje ir neutralioje terpéje skirtumo,

naudojant formule Chaymo =

AAss- sugerciy Sarme ir neutralioje terpéje skirtumas esant 295nm bangos ilgiui.
&y =2471 AU-I'mol™-cm™ tirozino ekstinkcijos koeficientas A=295nm
f — tirozino amino riig§¢iy skaicius vienoje molekuléje baltymo,

1 — kiuvetés plotis (spindulio kelias).

Sugertis, AU

— e Sarminiame
tirpale

- =e= =Neutraliame
tirpale

0 T T T = %
260 270 280 290 300 310

Bangos ilgis, nm
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2.3 pav. Tirozino sugertis neutralioje ir Sarminéje terpéje

[ 2 ependorfinius mégintuvélius pilama po 0.5ml tiriamo baltymo tirpalo. [ viena
mégintuveli pilama 0.5ml vandens, | kita 0.2M NaOH. Matuojami sugerties spektrai

A=280-310nm, apskai¢iuojama AA.s ir koncentracija.
2.2.3 Baltymy koncentracijos nustatymas spektrofotometriskai

Baltymuy tirpalo sugertis matuojama 280nm bangos ilgyje. Jei optinis tankis didesnis nei
0.7, tirpalas skiedziamas, véliau skaiciuojant baltymo koncentracija, ji padauginama i§ skiedimo
koeficiento.

Baltymo ekstinkcijos koeficientas paskaiiuojamas pagal formulg:
€250=5500-ny, + 14900y, + 125-n5s (M 'cm™),
kur nyp, nyr — triptofano ir tirozino amino rigsciy kiekiai baltymo molekuléje, nss — disulfidiniy
tilteliy kiekis baltymo molekuléje.

Baltymo koncentracija skai¢iuojama pagal formulg:

_ Anso (M) = Ango - MW
&g &

c (mg/ml),

kur mw — baltymo moliné masé¢.
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2.2.4 Izoterminis kalorimetrinis titravimas

Izoterminiam kalorimetriniam titravimui atlikti naudotas CalSci Corp gamintas 5300
modelio mikrokalorimetras. Kiuvetés tiiris 0,975ml, Svirksto turis - 250ul. ITCRun (1.1.0.27
versija) programoje nustatomi parametrai — temperatiira, makromolekulés ir ligando
koncentracijos, maiSymo greitis, intervalai tarp injekciju, injekciju kiekis. Kiuvetei uzpildyti
ruostas 0.04mM 2.5ml baltymo tirpalas, SvirkStui - 2mM 0.5ml dazo (ar kito ligando) tirpalas.
Titravimas vykdytas kas 180s suleidziant 10ul ligando tirpalo (i§ viso 25 injekcijos).

Mikrokalorimetro kiuveté ir SvirksStas prie§ eksperimenta gerai praplaunami vandeniu, po to
kiuveté praplaunama 1ml baltymo tirpalo, ir i ja iki metalo-teflono ribos jpilama baltymo tirpalo.
Svirkstas pagal galimybes praplaunamas ligando tirpalu ir prisiurbiamas ligando taip, kad
stimoklio gale likty 5-10ul oro burbuliukas, o adatos gale oro nebiity. Ligando perteklius nuo
adatos nuplaunamas ir nusausinamas.

Adata jsukama i laikiklj ir jstatoma i kalorimetro korpusa. Kai kiuvetés temperatira artéja
prie reikiamos (Silumos kompensacijos kreivé - baziné¢ linija - kinta jos matavimo ribose),
jungiamas maiSiklis. Bazinei linijai nusistovéjus pradedamas eksperimentas.

Eksperimento metu Silumos pokyc¢iai registruojami ITCRun programoje, kurie véliau

analizuojami BindWorks (3.1.5 versija) programa.
2.2.7 Programiné jranga

Cheminéms medziagy formuléms piesti buvo naudota Chem Office 2002 Chem Draw Ultra 7.0
2001 version programa.

Izoterminiam kalorimetriniam titravimui valdyti naudota ITCRun 2002 programa, 1.1.0.27
versija.

Izoterminio titravimo kalorimetrijos duomenims analizuoti naudota BindWorks 2002 programa
3.1.5 versija.

Tretinéms baltymy struktiiroms analizuoti naudota ViewerLite 5.0 2002 programa.

Baltymy pirminei struktiirai analizuoti naudotas ProtParam jrankis, pateikiamas www.expasy.org

puslapyje.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Fermenty aktyvumo priklausomybé nuo koncentracijos ir laiko

Norint nustatyti tyrimamas tinkamus fermenty papaino ir bromelaino koncentracijuy
intervalus, aktyvumo matavimo trukme, tirta Siy fermenty aktyvumo priklausomybé¢ nuo laiko ir
koncentracijos. Tirtas Sigma kompanijos gamintas neapdirbtas papainas ir Merck kompanijos
gamintas iSvalytas papainas skirtas biocheminiams eksperimentams. Aktyvumas matuotas

Kunitz‘o metodu, A variantas.

Axgo
1,2
¢ Sigma
1 ﬂ papainas
0,8 ’,—""’Er o Merck
o i papainas
0,6
04 | L N
e
024 .d TR
s ’—o_e;"
(f LR A ‘ ‘
0 0,01 0,02 0,03
¢, mg/ml (reakcijos tdryje)

3.1 pav. Sigma ir Merck kompanijy papainy aktyvumas (reakcija su Kazeinu vykdyta 20min).

Sigma papaino, gaminamo neapdirbty milteliy, iSskirty i§ papajos zievés forma, aktyvumas
buvo mazdaug 3 kartus mazesnis nei Merck firmos papaino (3.1 pav.), skirto biocheminiams
eksperimentams, be to dalis priemaiSy Sigma papaine buvo netirpios. Todél vélesniems
eksperimentams buvo naudojamas Merck firmos gamintas papainas, ir galima teigti, kad
kiekybiniai eksperimentai, atlikti su Merck kompanijos papainu, tikslesni.

Aktyvuma matuojant Kunitz‘'o metodu 20min sugertis tiesiSkai priklauso nuo
koncentracijos mazdaug iki 0.6 sugerties vienety.

Papaino aktyvumo priklausomybé nuo laiko trims skirtingoms koncentracijoms

pavaizduota 2.2 pav.
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3.2 Papaino ir bromelaino grynumas

Papaino ir bromelaino koncentracijos matuotos spektrofotometriSskai pagal sugerti 280nm
bangos ilgyje ir pagal tirozino kieki, matuojant sugerties skirtuma 295nm bangos ilgyje
vandenyje ir Sarme. Papaino ekstinkcijos koeficientas 280nm bangos ilgyje apskaiiuojamas
pagal formule €3=5500ny, + 1490-ny, + 125-ns s lygus 56185 M's™!, bromelaino 48735 M''s™.
Negrynintam sigma papainui gauta koncentracijos verté parod¢, kad papaino visoje medziagoje
yra apie 13%, biocheminiam naudojimui skirto Merck papaino grynumas apie 27%, o bromelaino

apie 23%.

3.3 Papaino ir bromelaino iSsodinimas daZzais, aktyvumas nuosédose ir

supernatante, ne visiSkas aktyvumo atsistatymas

Azoaromatiniai sulfonatai (daZy savybiy turin¢ios medziagos, MCC ligandai), priklausomai
nuo ju struktiiros, turi savybe sudaryti netirpy kompleksa su sulfhidrilinémis proteazémis. Sie
ligandai jungiasi su baltymais sudarydami jony poras tarp neigiamai ikrauty sulfonato grupiy ir
teigiamai tkrauty baltymo amino riigS¢iy (Matulis et al., 1999). Iki Siol daugiausiai tirtas
fermento bromelaino nusodinimas dazais, tod¢l vienas i§ Sio darbo tiksly buvo pakartoti panaSius
eksperimentus su papainu, ir patikrinti, ar maksimalus jo iSsodinimas pasiekiamas idéjus tiek
dazo, kad neigiamy sulfonato grupiu skaiCius bty lygus bendram teigiamy amino ragsciy
skai¢iui. Kaip gerai iSsodinantis dazas naudotas Jurgos raudonasis, taip pat pagal struktiira

parinktas dazas Benzopurin 4B.
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3.2pav. Papaino iSsodinimas JR ir BP4B ligandais. Aktyvumo pasiskirstymas supernatante ir
nuosédose pagal neigiamy dazo grupiy kieki, tenkant] vienai baltymo molekulei (y).

Papaing iSsodinus skirtingais dazy kiekiais (neigiamy ligandy grupiy, Siuo atveju sulfonaty,
nuo 0 iki 70-90 vienai baltymo molekulei), iSvalius nuo dazo ir matuojant papaino i§ nuosédy ir
neiSsédusio papaino aktyvuma, matome, kad maksimalus aktyvumas nuosédose pasiekiamas kai
vienai baltymo molekulei tenka apie 20-30 neigiamy ligando grupiy (3.2 pav). Tada supernatanto
aktyvumas sumazéja beveik iki nulio, t.y. praktiskai visas baltymas iSkrenta i netirpy kompleksa
su ligandu. Papainas 1§ viso turi 25 teigiamai ikrautas amino ragstis, todél Siuo atveju iSkelta
hipotez¢, kad neigiami ligandai jungiasi prie teigiamy baltymo amino riig§¢iy stecheometriskai
(Conroy ir Lovrien, 1992) (Matulis et al., 1999), patvirtinama. Taciau, kaip galime pastebéti 3.2
pav. grafike, i§ nuosédy regeneruotas papainas neatgauna pradinio savo aktyvumo. Labiausiai
tikétina, kad taip vyksta dél stipraus dazo jungimosi prie baltymo ir ne visisko jo iSsivalymo.

Naudojant silpniau besijungiancius dazus, pavyzdziui Orange II ar Orange IV, po dazo
iSvalymo papaino aktyvumas siekia 92-95% (lyginant su papaino, neveikto dazu) aktyvumu(3.3
pav.), mazesnis aktyvumas gaunamas fermentus iSvalius nuo Jurgos raudonojo, Crystal Orange G
ir Benzopurin 4B dazy (apie 70%). Labai skirtingas fermenty aktyvumas gaunamas paveikus
papaing ir bromelaina Azo Blue ligandu, nors jis vizualiai vienodai gerai iSsivalo i§ abiejy dazy,
papaino aktyvumas po i§valymo daugiau nei dvigubai mazesnis uz bromelaino. Galbtt Azo Blue

selektyviai pakeicia ar kitaip jungiasi prie papaino aktyvaus centro.
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3.3 pav. Papaino ir bromelaino aktyvumo dalis, atgauta iSvalius fermentus nuo dazo Dowex
reagentu.

Taciau dazo iSvalymo savybes kiekybiskai lyginti sunku, nes jos priklauso nuo Dowex

dervos kiekio, risies, valymo trukmés ir galbiit kity nenumatyty veiksniy.

3.4 Papaino ir bromelaino denatiiracija ragsStimi

Buvo tirta papaino ir bromelaino denatiiracija HCI riigstimi (pH nuo 1 iki 3). Pastebéta, kad

papainas yra kur kas atsparesnis riigStiniam stresui, nei bromelainas (3.4 pav.).

Papainas —o— pH=1 Bromelainas
—8— pH=2
188 — A pH=3 188 e —o—pH=1
80 —o—pH=1.3 2 80| —m—pH=15
X
5 —x— 1.5 fosf buf & 70 pH=2
£ S 60
=
> g 50 -
5 ‘a, 40
< X
< 301
20 1
10 4]
0
0 20 40 60t, min 0 10 20 30 40 50 60t, min

3.4 pav. Papaino ir bromelaino denatiiracija esant skirtingai HCI koncentracijai.
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Bromelainas esant pH 2 per valanda laiko praktiSkai visiSkai praranda savo aktyvuma,
papainas tokiomis salygomis po valandos iSlaiko apie ketvirtadali savo aktyvumo. Norint, kad
denatiiracija ir apsauga nuo denatliracijos butuy pakankamai ryski ir lengvai stebima veikiant
rugstimi iki 60 min, tikslinga tirti papaino apsauga nuo rugstinio streso esant pH 1.3 ir
rigsStesngje terpeje.

Taip pat buvo tirta ir papaino denatiiracija fosfatiniu buferiu pH 1.55, 2.0, 3.0. Fosfatiniame
buferyje papaino aktyvumas maz¢ja léciau, nei veikiant riig§timi (pH 2.0 fosfatiniame buferyje
po valandos lieka apie 70% aktyvumo, o riigStyje tik apie 25%), tai gali lemti fosfatinés grupés
buvimas ir galimas panasus i sulfonatiniy ligandy saugojimo poveikis.

I§ literattiroje pateikty duomeny matome, kad papainas yra atsparesnis aukstai temperatiirai
nei bromelainas, ju Tw (lydymosi, arba denatiiracijos temperatiiros) skiriasi 20 laipsniu (Arroyo-
Reyna et al.,, 1995 ir Lozano et al., 1993), taigi, papaino didesnis stabilumas aukstoje
temperatiiroje koreliuoja su didesniu stabilumu riigStinéje terpéje. Taciau ProtParam irankiu
apskaiciuoti nestabilumo indeksai (25.54 papainui ir 26.22 bromelainui) ir alifatiniai indeksai
(73.54 papainui ir 73.25 bromelainui) yra beveik vienodi (nors abu rodo didesni papaino
stabiluma). PriezasCiy, lemian¢iy Zymiai didesni papaino stabiluma nei prognozuojama pagal
pirming struktiira, galbiit reikéty ieSkoti tretinéje baltymy struktiiroje, kuri bromelainui dar néra

nustatyta.

3.5 Papaino ir bromelaino apsauga nuo rigstinio streso dazais

Baltymy stabilumui jtakos turi jvairiis veiksniai: kotirpikliai, ligandai, mechaninis
maiSymas. Matulis ir bendradarbiai pasteb¢jo, kad sulfhidriliniy proteaziy stabiluma rtugstingje
terp¢je ir aukStose temperatiirose Zymiai pagerina MCC ligandai, vieni i§ jy - azoaromatiniai
sultonatai. Darbe pasirinkta tirti keletas ligandy, kuriy saveika su bromelainu jau buvo aprasyta
(Matulis et al. 1999) - Jurgos raudonasis, Crocein Orange G, Orange II - ir keletas netirty nei su
papainu nei su bromelainu ligandy - Benzopurin 4B, Congo Corinth G, Orange IV, Azo Blue.

Absoliutus aktyvumas laikant 1 ir 2 val. rigstyje pavaizduotas 3.5 pav.
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3.5pav. Papaino (A) ir bromelaino (B) aktyvumo iSsaugojimas, laikant 1 ir 2 valandas HCI pH
1.46.

Kaip jau minéta 3.3 dalyje, po stipriai besijungian¢iy dazy pasalinimo, fermenty aktyvumas
ne visiskai atsistatydavo (tai matome i§ pirmy 3.5 pav. stulpeliy, kur fermentai su dazu nebuvo
laikomi riigStyje, taCiau ju aktyvumas sumazédavo palyginus su fermenty, nelaikyty ir nevalyty
nuo dazo). Prilyginus i§valyty nuo dazy bet rigstyje nelaikyty fermenty aktyvumus 100%, pagal

santykini aktyvumy sumazéjima galime ivertinti dazo efekta baltymo stabilumo pagerinimui (3.6

pav).
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3.6 pav. Papaino (A) ir bromelaino (B) santykinis aktyvumas (palyginus su aktyvumu iSvalius nuo
dazo), po laikymo rigstyje pH 1.46 1 ir 2 valandas.

IS gauty duomeny matome, kad laikant papaing ir bromelaing be ligandy pH 1.46 1 ir 2
valandas, Sie fermentai praktiSkai inaktyvuojami. PanaSus rezultatas gaunamas laikant Siuos
fermentus su OII ir OIV ligandais. OIV pasizymi Siek tiek geresnémis saugojimo savybémis
bromelainui: po lval riigstinio streso jo aktyvumas islicka apie 4 kartus didesnis, nei fermento,
laikyto be dazo.

I§ tirty ligandy vidutinémis ir stipriomis baltymo stabiluma rigstyje pagerinan¢iomis
savybémis pasizyméjo AB, BP4B, JR ir CCG ligandai. Bromelaino stabiluma iSskirtinai pagerina
JR ligandas (atitinka duomenis i§ Matulio darby), papaino atveju saugantis JR, CCG ir BP4B
ligandy poveikis panaSus. Papaino atveju CCG yra pranaSesnis saugantis ligandas dél Siek tiek
geresnio jo pasalinimo Dowex reagentu. Baltymai laikyti su AB ligandu pakankamai gerai iSlaiko
savo aktyvuma, taCiau ju absoliutus aktyvumas (ypac papaino atveju) yra palyginus mazas
(3.5pav.).

Tiriant aktyvumo maz¢jimo priklausomybe nuo dazo struktiros, laikant riigStyje iki 1
valandos ir iki 10 minuciy pastebéta, kad tiek papainui, tiek bromelainui geriausi saugantys nuo
rugstinio streso ligandai yra Jurgos raudonasis ir CCG (3.7 ir 3.8 pav.), nors papaino aktyvumas
iSlieka Siek tiek didesnis ji saugant CCG ligandu, o bromelaing geriausiai saugo JR ligandas.
Nors fermentai, palaikyti su CCG ir JR ligandais, po iSvalymo praranda nemaza dali savo

aktyvumo, jau po 2 min rigstinio streso (esant pH 2.0 bromelainui ir pH 1.4 papainui) $is
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aktyvumo sumazg¢jimas tampa maZzesnis, nei aktyvumo sumaz¢jimas laikant fermenta riigstyje be
saugancio ligando. Po valandos aktyvumas laikant fermentus su Siais ligandais islieka apie 10
karty didesnis, nei be ju. Papainui OII ir COG ligandai teigiamos apsaugai nuo riigsties itakos
praktiskai neturi, nes fermento aktyvumas islieka didesnis laikant ji rugstyje be jokio ligando, nei
su Siais ligandais. Taciau Sie ligandai pasizymi sauganciomis savybémis bromelainui (labai
panasiomis tarpusavyje), ir po valandos pH 2 riigStinio streso bromelainui, jo aktyvumas laikant

su $iais ligandais yra daugiau nei dvigubai didesnis, nei laikant be ju.

A ——Be dazy B —&—Be dazy
100 100 4
% ——Su Oll % —#—Su Oll
80 Su COG 90 - Su COG
) SuCCG 80 SuJrR
2 70 SuR | | 70 Su CCG
g >
8 60 & 60
3 50+ g 50
<, >
£ 40 2 40 3
< = =
30 4 < 30
20 20
i \I\“
10 10 —%
0 : “—=t, min 0+ T T ﬁl’lt min
0 10 20 30 40 50 60 40 50 60

3.7 pav. Papaino (A) ir bromelaino (B) aktyvumo mazéjimas laikant juos riigstyje (papaina pH
1.4, bromelaina pH 2.0) be ligandy, su JR, CCG, OII ir COG ligandais.

Idomus labai didelio aktyvumo i§saugojimo ir gero iSsivalymo reiSkinys pastebétas laikant
bromelaing su OIV ligandu rigstyje iki 10minuciy (3.8 pav.). Su Siuo ligandu bromelaino
aktyvumas iSsaugomas netgi geriau nei su JR ar CCG ligandais, taciau laikant bromelaina
rugstyje ilgiau nei 1 valanda, OIV ligando itaka apsaugai tampa menka, panasi, kaip silpnai
saugancio ligando OII. Palyginus dazy struktiiras iSkelta hipoteze, kad toki skirtinga elgesi lemia

OIV struktiira, nepanasi nei i kity gerai sauganciy, nei i blogai sauganciy ligandy struktiiras.
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3.8 pav. Bromelaino aktyvumo maz¢jimas laikant ji be sauganciy ligandu ir su ligandais pH 1.46
iki 10 min.

3.5.1 Apsaugos efektyvumo priklausomybé nuo daZo struktiiros

Tirty dazy struktiros pavaizduotos medziagy ir metody apraSyme 2.1 lenteléje. Papainui ir
bromelainui vienareik§miSka saugojimo nuo riigstinio streso poveiki tur¢jo BP4B, CCG ir JR
ligandai. Ju struktiiros yra gana panasios, Siek tiek skirtinas poliniu grupiy i$sidéstymas: BP4B
turi 2 amino (taip pat ir 2 metilo) grupes, CCG 1 amino, 1 hidroksi grupg, o JR dvi hidroksi
grupes. BP4B, CCG amino ir hidroksi grupés prijungtos prie to paties benzeno Ziedo, kaip ir
sulfonatinés grupés, JR hidroksi grupés prijungtos prie kito benzeno Ziedo nei sufonatinés, o
ziedus skiria diazo grupé, tadiau tai itakos apsaugai nuo riigStinio streso neturi. Labai panasus i
BP4B savo strukttira yra AB ligandas, tik jame vietoj NH, grupiy yra OH grupés, skiriasi vienos
sulfonatinés grupés padétis. Sie skirtumai (arba vienas i3 ju) lemia prasta papaino aktyvumo
atgavima po saveikos su AB ligandu. Bromelaino aktyvumas sumazéja ne taip smarkiai (gana
panasus poveikis 1 CCG, BP4B ir JR ligandy), todél jvertinus Siy ligandu ir papaino bei
bromelaino struktiiry skirtumus, galima bty ieSkoti specifinés saveikos priezasciy.

Silpniau saugantys dazai LRO (Siam ligandui duomenys naudoti remiantis D. Matulio
darbais), COG, OII, OIV yra monoazo monosulfonatai. COG ir OII struktiiros labai panaSios,
skiriasi tik sulfonatinés grupés padétis, kuri itakos apsaugai beveik neturi (OII saugo nezymiai
geriau nei COG). LRO turi tert-butilo liekana, kuri pagerina jo jungimosi prie papaino ir

bromelaino ir apsaugojimo nuo riigstinio streso savybes.
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3.5.2 Galimas jungimosi modelis

Augaly cisteino proteazés yra labai homologiskos, taciau juy teigiama kriivi turin¢iy amino

rugsciy kiekis labai skirtingas. Aktinidino, papaino ir karikaino kruviy iSsidéstyma galime

palyginti 3.9 pav. Paveiksléliai nupiesti naudojantis pdb.org duomeny bazés duomenimis.

3.9pav. Aktinidino, papaino ir karikaino tretinés strukttiros

Bromelainas ir papainas yra gana panaSis amino rigsciy kriiviy atzvilgiu: papainas turi 25
teigiamus, 14 neigiamy kriiviy, bromelainas 23 teigiamus, 18 neigiamu kruviy. Bromelainas
geriau saugomas JR ligando, kuriame negiamos sulfonatinés grupés yra arti viena kitos, o
papainas geriau saugomas CCG ligando, kurio sulfonatinés grupés iSsidéstg toliau viena nuo
kitos. Galima daryti prielaida, kad bromelaino struktiira saugoma MCC ligandui formuojant ne
tik tarpmolekuling matrica (Sis paaiskinimas dazniausiai pateikiamas literatiiroje), bet ir
vidumolekulinius rySius. Tikriausiai 1§ dalies tokia saveika ir saugant papaina, taciau kodél jos

mastai mazesni galima biity bandyti ivertinti Zinant treting bromelaino struktiira.
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3.10pav. Little rock orange (LRO), Orange II (OII), Congo Corinth G (CCQG), Jurga‘s Red (JR)
dazy ir papaino struktiiros. Papaino teigiami krtuviai pazyméti mélynai ir melsvai, Cys25 amino
rigstis, esanti aktyviame centre — zaliai. Molekuliy dydZziai proporcingi.

3.10 pav. pavaizduotos dviejy gerai sauganc¢iy (JR ir CCG), vieno vidutiniskai saugancio
(LRO) ir vieno blogai saugancio (OII) dazy molekulés Salia papaino molekulés. Gerai saugantys
dazai JR ir CCG turi daug didesn¢ hidrofobing molekulés dali, kuri gali saveikauti su
hidrofobinémis baltymo sritimis, ir dvi sulfonatines grupes, kurios gali sudaryti tarpmolekulinius
ar vidumolekulinius rySius, taip sustandindamos baltymo konformacija. OII hidrofobiné sritis
matyt yra per maZza, kad sudaryty pakankamai stipry rysi baltymo struktiirai palaikyti, bet jvestas
1 jo struktiira tert-butilo pakaitas (gautas LRO dazas) jau leidzia Siam ligandui pakankamai gerai

apsaugoti baltymus nuo riig§tinés denatiiracijos.

3.6 Termodinaminés LRO miceliy susiformavimo charakteristikos

Tiriant Little Rock Orange dazo skiedimosi Silumas skirtingy pH 50mM fostatiniuose
buferiuose pastebéta, kad esant neutraliam pH (6.8) skiedimosi Siluma sumazéja ir tampa pastovi
(netgi teigiama) po 17 injekcijos, LRO koncentracijai pasiekus 3.5-10*M, esant pH 3.0
skiedimosi $iluma tampa pastovi po 21 injekcijos, LRO koncentracijai pasiekus 4.3-10°M, o
esant pH 2.1, skiedimosi Silumos palyginus mazos, bet pastovi vert¢ iki 5.1:10°M LRO

koncentracijos nepasiekiama (3.11 pav).
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3.11 pav. LRO skiedimosi Silumos pH 2.1, 3.0, 6.8 50mM fosfatiniuose buferiuose.




Galima daryti prielaida, kad S$ie skiedimosi Silumy poky¢iai atsiranda dél miceliy
formavimosi. Kol junginio koncentracija tirpale nulin¢ arba labai maza, ilaSinus didelés
koncentracijos tirpala i tirpikli vyksta tik tolygaus iSsisklaidymo (demicelizacijos) tirpiklyje
procesas, kuris yra endoterminis. Kai pasiekiama tam tikra medziagos koncentracija tirpale
(kritiné miceliy koncentracija KMC), micelés neiSyra ir stebima tik maZa skiedimosi Siluma
(Heerklotz et al., 2003). Sis procesas, kurio metu tirpalo sudedamuyjy daliy struktiira nekinta, yra
egzoterminis tirpaluose, kuriy pH 6.8, endoterminis esant pH 3.0 ir maziau.

Kuo mazesnis tirpalo pH, tuo maziau LRO dazo molekuliy isikrove neigiamai (sulfonato
grupés pKa~1). Tik turincios krivi LRO molekulés gali formuoti miceles, to maZesniame pH
kritiné miceliy koncentracija yra didesné. Eksperimenty metu LRO ligandui nustatytos KMC
pateiktos 3.1 lentel¢je.

[KMC]
5| kur 555 -

Miceliy formavimosi laisvoji energija apibréziama AG; =RT ln(
vandens molin¢ koncentracija (Heerklotz ir Seelig, 2000). Apskai¢iuota LRO miceliy

formavimosi laisvoji energija pateikiama 3.1 lentel¢je.

3.1 lentelé. Kritiné LRO dazo miceliy koncentracija ir miceliy formavimosi laisvoji energija
ivairiy pH 50mM fosfatiniame buferyje.

pH KMC, M AG®nic, kJ/mol
2.1 3.5-10" -30.9
3.0 4.3-10* -30.3
6.8 >5.1-10" -29.9

3.7 Papaino ir LRO ligando komplekso susidarymo termodinamika

Papaino ir Little Rock Orange daZo saveika buvo pasirinkta tirti dél keliy priezas¢iy.

e [RO yra vidutiniSkai stipry kompleksa su baltymu sudarantis dazas, jis kur kas silpniau
jungiasi prie baltymo nei JR, bet apie 10 karty stipriau nei Orange II. Jo sukibimas su
prietaisy ir indy sienelémis yra vidutinio stiprumo ir ji galima patikimai atplauti 1M
NaOH tirpalu.

e Nustatyta jo jungimosi konstanta prie poliarginino yra 3-10°M" (Matulis et al., 1999).

LRO yra vienas i§ junginiy, kuriy jungimosi su baltymais konstanta dar galima nustatyti
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kalorimetriSkai (kalorimetru paprastai galima nustatyti jungimosi konstantas 10°-10*M"
intervale (O‘Brien et al., 2001).

e LRO jungimasis prie baltymy reik§mingas baltymy apsaugai nuo rtigstinio streso (Matulis
et al., 1999).

Nutitravus papaino tirpala LRO tirpalu gauti Silumy poky¢iai (3.12 pav A). IS ju atémus
kontroliniy piky auksti (LRO titruojant i buferi, 3.11 pav.) ir suintegravus Silumos kreiveg gautos
LRO ligando jungimosi prie papaino entalpijos esant pH 2.1, 3.0, 6.8 (3.12 pav. B). I$ entalpijos
pokyc¢iy, taikant netiesing regresija, apskaic¢iuotas LRO ligandy kiekis n, kuris jungiasi prie
vienos papaino molekulés. n apytiksliai lygus 25 esant pH 3.0 ir 6.8, o esant pH 2.1 apytiksliai
lygus 35. Papaino molekulé turi 25 teigiamus kriivius, tod¢l Sie eksperimentai patvirtina
elektrostatinio jungimosi modelj, pagal kuri sulfonato anijonai stecheometriSkai jungiasi prie
tiegiamy amino rugs$¢iy Soniniy grandiniy. Neatitikimas prie pH 2.1 galimas dél paklaidy, ne

visiSkai gryno dazo arba Sioje terpéje stipresnes keliy ligandy tarpusavio saveikos.
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3.12 pav. Papaino ir LRO jungimosi Silumos esant pH 2.1, 3.0, 6.8. A dalyje pavaizduoti
tiesiogiai eksperimento metu gaunami Silumuy poky¢iai, B dalyje atimta skiedimosi Siluma, vertés

suintegruotos.
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Taip pat stebima pH itaka jungimosi entalpijai: esant pH 2.1 ji lygi apie 2.2kJ/mol, kai pH
3.0 — apie 1.8kJ/mol, o esant pH 6.8 — apie 0.6kJ/mol. Sis pokytis atsiranda todél, kad didéjant
terpés pH, baltymo molekulé igauna vis daugiau neigiamuy kriviy, ir neigiamiems sulfonato
anijonams darosi vis sunkiau prisijungti prie teigiamy baltymo amino ragsciu.

Nustatyta LRO ir papaino jungimosi konstanta apytiksliai lygi 1.9-10'M™".
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ISVADOS

1. Apzvelgus literatiiros duomenis apie cisteino proteaziy saveika su MCC ligandais, buvo
pasirinkta tirti papaino ir bromelaino saveika su ligandais, skirtingai sauganciais nuo riigstinio
streso: AB, BP4B, CCG, COG, JR, LRO, OII, OIV. Dauguma ligandy nebuvo tirti su papainu,
dalis su bromelainu.

2. Papaina iSsodinus JR ir BP4B dazais patvirtintas elektrostatinio jungimosi modelis.
Veikiant rtigS§timi papaino ir bromelaino-dazuy kompleksus nustatyta, kad CCG, BP4B, AB yra
gerai nuo riigStinio streso saugantys ligandai (tai yra ligandai, turintys didesng hidrofobing sritj ir
2 sulfonatines grupes). Nustatyta, kad JR geriau saugo nuo riigStinio streso bromelaina, nei
papaina, AB yra geras saugantis ligandas tik bromelainui. OII, COG, OIV nepasizyméjo geromis
apsaugos nuo rugstinio streso savybémis, iSskyrus OIV, kuris gerai saugo nuo rigstinio streso
trumpa laika. Duomenys leidzia daryti prielaida, kad baltymy apsaugai svarbus vidumolekuliniy
ry$iy per ligando molekules susidarymas.

3. Istyrus LRO ligando jungimasi su papainu izoterminés titravimo kalorimetrijos metodu,
buvo patvirtintas elektrostatinio jungimosi modelis ir gauta jungimosi konstanta, kuri apytiksliai
lygi 1.9-10"M"". Tiriant LRO skiedimasi vandenyje, nustatytas miceliy formavimosi reiskinys,

kritiné miceliy koncentracija ir miceliy formavimosi laisvoji energija esant pH 2.1, 3.0 ir 6.8.
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Summary

Protection of cysteine proteases from acid stress by matrix ligands

Cysteine proteases are enzymes found in all life forms, hydrolyzing various cellular
proteins. Papain and bromelain, cystein proteases isolated from tropic fruits papaya and
pineapple were studied in this work.

Matrix ligands are aromatic azo dyes, baring negatively charged sulfonate group. Such
ligands form ionic bonds with protein positively charged groups, while the hydrophobic aromatic
functional groups bind to each other and form protein — ligand matrix that falls into a
coprecipitate. Matrix ligands are used for protein purification and protection from various
stresses — acid and temperature.

Disulfonate dyes such as Jurga’s red, Congo Corintg G, Benzopurpurin 4B, protect papain
and bromelain from acidic stress very well. However, these dyes do not fully separate from the
enzyme. Orange Il and Crocein Orange G are much poorer protectors from acidic stress, but
separate well. Orange IV well protects from acidic stress for short period. Azo blue is a good
protector but strongly inactivates papain.

While studying dillution of Little Rock Orange (LRO) in water, the Gibbs free energy of
micelle formation was determined at several pHs. The LRO - papain binding constant was
determined at several acidic pHs. The electrostatic ligand — protease binding model was
confirmed by the number of stoichiometrically bound ligand sulfonate per protein positive
charge. The binding enthalpy was also more exothermic at lower pHs when the charge of the

protein was more positive.
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