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1. JVADAS

Temperatiiros, slégio ir tirpiklio itakojamos tranzicijos tarp natyvaus ir iSsisukusio baltymo
charakterizavimas termodinaminiais parametrais leidzia suprasti baltymy stabiluma (Dubins,
Filfil et al. 2003). Nuo slégio priklausomos termodinaminés charakteristikos, tokios kaip tiris,
suspaudziamumas, plétimasis papildydamos nuo temperatiiros priklausomus parametrus:
entropija, entalpija, Siluming talpa, leidzia placiau apibudinti tiriamas sistemas ir suprasti jy elgesi

(Silva and Weber 1993; Heremans and Smeller 1998).

Slégis yra standartinis termodinaminis parametras keiciantis baltymy aktyvuma ir struktiirg
(Mozhaev, Heremans et al. 1996; Balny, Masson et al. 2002). Slégis itakoja susisukusios
polipeptidinés grandinés struktiira, veikdamas silpnasias saveikas, atsakingas uz baltymy
stabiluma, kuris priklauso nuo slégio dydzio, suspaudimo greicio ir laiko kuri sistema veikiama
slégiu. Slégis mazesnis nei 300 MPa nekeicia vandeniliniy ry$iy stiprumo, tad antriné baltymo
struktira nepakinta, o tretinés struktiiros pokyciai mazai pastebimi. Aukstas slégis ardo
hidrofobines ir elektrostatines saveikas, tad tai leidzia stebéti daling baltymu denatiiracija

(Mozhaev, Heremans et al. 1996).

Siame darbe tirti balymy stabiluma ir jungimasi, esant aukstam slégiui, buvo pasirinkti du
baltymai: karboanhidrazé (jaucio II ir rekombinantiné Zzmogaus I) ir Siluminio Soko baltymo N -
galinis domenas (Hsp90N). Sie baltymai yra idomiis dél lasteléje vykdomu svarbiy funkcijy,
kuriy sutrikimai, jtakoja jvairiy ligy, tokiy kaip glaukoma ar véZiniai susirgimai, atsiradima. Siy
baltymy aktyvumo sutrikimus, galima sumazinti slopikliais, kurie jungiasi baltymy aktyviajame
centre ir stabdo ju katalizuojamas reakcijas. Nepaisant slopikliy stipraus jungimosi prie baltymuy,
ju neselektyvus jungimasis organizme sukelia daug pasaliniy poveikiy, todel stengiamasi sukurti
slopikliy, kurie buty veikliis mazomis koncentracijomis ir pasizyméty dideliu selektyvumu
norimiems baltymams ir juy izoformoms. Baltymu —slopikliy kompleksy sléginis stabilumas yra
labai mazai tyrinétas reiSkinys, tad Sio darbo tikslas patyrinéti baltymy - ligandy jungimgsi,
esant atmosferos ir aukStam slégiui ir tuo prisidéti prie fundementalaus mokslo Zyniy
papildymo apie baltymy ir jy jungimosi su slopikliais elgsena, esant auks§tam slégiui.

Darbo uZdaviniai:

1) apzvelgti literatiirinius Saltinius nagrin¢jancius darbo temos problematika;



2)

3)
4)
5)

6)
7)
8)
9)

nustatyti jaucio antrosios karkoanhidrazes (bCAII) lydymosi temperatiiros priklausomybg
nuo sulfonamidiniy slopikliy koncentracijos;

nustatyti naujai sukurty bCAII sulfonamidiniy slopikliy jungimosi konstantas;

nustatyti auksto hidrostatinio slégio poveiki ANS fluorescencijai;

nustatyti Hsp90N, CA, ir Hsp90N-radisikolio komplekso lydymosi temperattiry
priklausomybg nuo auksto slégio;

nustatyti metazolamido ir rhCAI jungimosi konstantos priklausomybg nuo auksto slégio;
pabandyti nustatyti Hsp90N ir CA sléging iSsisukimo tranzicija;

patyrinéti CA sléginés iSsisukimo tranzicijos priklausomybg nuo acetazolamido.

patyrinéti Hsp90N sléginés i8sisukimo tranzicijos priklausomybg nuo GuanCl.



2. LITERATUROS APZVALGA
2.1 CA apzvalga, reakcinis centras ir slopikliai
2.1.1Bendra karboanhidraziy apzvalga

Karboanhidrazés (CA) yra placiai paplitg¢ fermentai katalizuojantys griztamaja, anglies
dvideginio virtima angliartigSte, reakcija:

CO,+H,0<HCO; +H™
Si reakcija svarbi vykdant kvépavima, elektrolity iSskyrimui i audinius ir organus, pH
reguliavimui ir homeostazés palaikymui, CO, fiksavimui augaluose. Karboanhidrazés dalyvauja
metabolity sintezés reakcijose: gliukoneogenezéje, lipogenezéje, Slapalo sintezéje, reguliuoja
kalcio apykaita kauluose, inicijuoja arba stabdo véziniy lasteliy susidaryma (stuburiniuose) ir k.t.
(Hewett-Emmett 2000).

Pagal struktiira karboanhidrazés skirstomos | Seimas: a-CA (esanti gyviinuose), -CA
(randama kai kuriuose bakterijose, dumbliuose ir augaluose), y-CA (buvo rasta metanogeningje
archeobakterijoje Methanosarcina thermophila), 6-CA (aptikta juriniame diatominiame dumblyje
Thalassiosira weissflogii). Zinduoliuose randamos keturiolika o-CA izoformy. Vienos
lokalizuotos citozolyje (CA I CA 11, CAIIL, CA VII, CAXIII), kitos membranoje (CA 1V, CA IX,
CA XII, CA XIV), CA V aptikta mitochondrijose, CA VI iSskiriama su seilémis ir pienu, ir trys
likusiosios (CARP VIII, CARP X, CARP XI) zinomos kaip fermentai giminingi CA
(Pastorekova, Parkkila et al. 2004).

2.1.2a-CA reakcinio centro struktiira ir katalizuojamos reakcijos mechanizmas

a-CA turi vieng reakcini centra, kuriame yra Zn (II) jonas, biitinas katalizés reakcijai.
Rentgeno spinduliy difrakcijos kristalografiniais duomenimis, nustatyta, jog Zn (II) koordinuotas
trimis His liekanomis (His 94, His 96, His 119) ir vandens molekule arba hidroksilo jonu (1
pav.). Prie cinko prisijunggs vanduo vandeniliniais rySiais saveikauja su Trp 199 Oy, o pastarasis
sudaro vandenilinius rysius su Glu 106 karboksilo grupe. Toks aminoriig§¢iy liekany erdvinis
18sidéstymas ir vandeniliniy ryS$iu tinklas bei Zn jono koordinacija sustiprina aktyviame centre
esancios vandens molekulés nukleofiliSkuma, tai pat padeda orientuoti substrata (CO,) | reakcijos
centrag. Aktyvi CA forma yra su prisijungusiu prie cinko hidroksilo jonu (1 pav. A). CO;

molekulé patekusi | reakcijos centra prisijungia prie hidroksilo jono, susidarant vandenilio



bikarbonatui, kuris prisijunggs prie cinko jono (1 pav. C). Prie cinko jono prisijungus vandens
molekulei vandenilio bikarbonatas atskyla, susidarant neaktyviai, riig§tinei baltymo formai (1
pav. D). Nuo prisijungusios vandens molekulés atskilus vandenilio jonui, fermentas vél tampa
aktyvus (Briganti, Mangani et al. 1997; Kim, Whittington et al. 2002; Supuran, Scozzafava et al.
2003)
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ISskiriamos dvi CA inhibitoriy klasés: sudétiniai metaly anijonai ir nepakeiCiamieji
sulfonamidai. Inhibitoriai jungiasi prie CA Zn (II) jono pakeisdami hidroksilo jong ir
formuodami keturnari jungini su Zn (II) (tetraedriné Zn (II) jono geometrija) arba jungiasi
papildomu ry$iu su Zn (II) jonu formuodami penktaja jungti (penkianaré Zn(II) jono geometrija).
Svarbiausi CA inhibitoriai — sulfonamidai, su cinko jonu jungiasi pakeisdami hidroksilo jona ir
formuodami tetraedring Zn(Il) jono geometrija (2pav. B). Anijonai gali jungtis prie Zn(II) jono
pakeisdami hidroksilo jona arba formuodami penktaji ry$i (sudaroma penkianaré Zn(II)
struktiira), kaip antai tiocianato jungimasis (2 pav.C).

Rengeno spinduliy difrakcijos metodu nustatytos CA 1, CA II, CA IV kompleksuose su
tvairiais sulfonamidais strukttiros (Abbate, Supuran et al. 2002). Visi tirti sulfonamidai NH galu
jungiasi su Zn (II) jonu ir tuo pat metu sudaro vandenilini rysi su Trp 199 deguonimi (Oy), kuris
kitoje plokstumoje vandeniliniu rysiu prisijunges prie Glu 106 karboksi grupés. Vienas deguonies
atomas 1§ sulfonamido SO,NH dalies sudaro vandenilinj rysi su Trp 199 esan¢ia NH dalimi (2
pav. A). Taigi, didelis sulfonamidy giminingumas karboanhidrazéms aiskinamas anks¢iau minéty

ry$iy aktyviajame centre sudarymu.
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2 pav. (A) Schematiskai pavaizduotas sulfonamido (monoanijono) jungimasis hCAII

aktyviajame centre. (B) Prisijungus sulfonamidui, Zn (II) jonas aktyviajame centre yra

kordinuotas keturiomis jungtimis.(C) Prisijungus tiocianatui Zn (II) jonas koordinuotas

penkiomis jungtimis (Lindahl, et al, 1991).
2.1.4CA inhibitoriy struktiira ir kiirimo principai

Dazniausiai, CA inhibitoriy galima i$skaidyti i kelias struktiirines dalis: 1) cheminé grupé,
kuri jungiasi prie cinko jono (ZBG) ir sudaro vandenilini ry$i su Trp 199 ir Glu 106 esanciais
aktyviame centre, 2) ,,griauciai (kartais, naujai kuriamuose junginiuose, Sios dalies gali nebiiti,
pav., trifluorbenzensulfonamidas), dazniausiai sudaryti i§ aromatinio ar heterociklinio ziedo, 3)
hidrofiling ,uodega®, prisijungusi prie ,griau¢iy (aromatinio/heterociklinio ziedo). Sie
struktiiriniai elementai uztikrina efektyvia saveika tiek su hidrofilinémis, tiek su hidrofobinémis
CA aktyvaus centro dalimis (Supuran, Scozzafava et al. 2003).
Iki $iol sintetinti inhibitoriai, su sulfonamido, sulfamato, sulfamido, sudétinio sulfonamido, Sifo
bazés, uréjos, hidroksiuréjos, hydroksimato prie cinko besijungianciomis grupémis (3 pav.).
Nauji CA sulfonamidiniai slopikliai yra kuriami remiantis dviem principais: ,,ziedo ir

,uodegos*“(Clare and Supuran 1994) 1) ,Ziedo* principas — skirtingos struktiiros aromatiniai
ir/arba heterocikliniai Ziedai jungiami prie cheminés grupés, kuri jungiasi su cinko jono, ir tiriama
ju itaka CA-ligando saveikos giminingumui. Siuo principu buvo sukurti dorzolamidas ir
brinzolamidas, bei keletas junginiy, mazinan¢iy akies vidini spaudima, taiau dauguma ju
pasizymeéjo alerginémis savybémis. 2) ,,Uodegos® principo esmeé, yra tirti, kaip keiciasi
inhibitoriaus  giminingumas baltymui, prijungus prie inhibitoriaus ,griau¢iy®, kuriy

giminingumas baltymui gerai iStirtas, hidrofiling ,,uodega“. Derinant pastovios struktiiros



»uodega“ su skirtingais aromatiniais/heterocikliniais ziedais arba skirtingas ,,uodegas® su
pastovios struktiiros ziedais, galima sukurti daugiau {vairiy junginiy nei ziedo principu. Tokiu
principu sukurti junginiai, kol kas dar néra naudojami kaip vaistai medicinoje, bet pasizymi daug
stipresniu antigliaukominiu poveikiu nei dabartiniai vaistai (dorzolamidas, brinzolamidas)

mazinantys padidéjusi vidini akies spaudima (Supuran, Scozzafava et al. 2003).

2. 3. a
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hidroksimatas (8)(Supuran,

[ O
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2.2 Hsp90 struktira, funkcijos, ir slopikliai

Karscio Soko baltymas 90 (Hsp90, angl., heat shock protein 90) yra 90kDa Saperonas,
apsaugantis naujai ekspresuotus baltymus ,.klientus* nuo klaidingo susisukimo, agregacijos ir
tarpusavio saveikos. Normaliomis salygomis Hsp90 sudaro 1-2% lasteléje esanciy baltymuy,
taCiau streso salygomis, ju kiekis padvigubéja. Padidéjusi Siy baltymu ekspresija audiniuose,
kurie atakuojami kar$¢iu, sunkiaisiais metalais, padidéjusiu rigStingumu, deguonies trikumu,
padidina lasteliy iSlikima. Hsp90 padeda islikti ne tik sveikom bet ir piktybiném (véziném)
lastelém. Hsp90 vézinése lastelése pasizymi dideliu ATP- aziniu aktyvumu. Spejama, jog tai dél
baltymy susirinkimo | multimerinius darinius. Hsp90 yra biitinas eukariotinése lastelése, kuomet

E coli Sis Saperonas néra gyvybiskai svarbus.
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Citoplazmoje Hsp90 yra homodimeras, sudarytas i§ tridomeniniy monomery: N - galinio,
vidurinio ir C - galinio (4 pav.). Vidurinis domenas atsakingas uz koSaperony, ir baltymy
HKlienty™ jungimasi, bei N- galiniame domene esancios, ATP- azés aktyvinimu. C — galinis
domenas atsakingas uz Hsp90 dimerizacija, prie jo jungiasi koSaperonai. N-galinis domenas
pasizymi ATP —aziniu aktyvumu ir koSaperoniny jungimusi. Jis turi specifini ATP jungimosi
centrg prie kurio gali jungtis strukttriskai nepana$iis natiiraliis: geldanamicinas ir radisikolis,
pusiau sintetiniai ir sintetiniai junginiai (4 pav.). Sios medziagos jungdamosios stipriau nei
naturaliis nukleotidai, sustabdo ATP jungimasi ir tokiu biidu keic¢ia natiiralias baltymo funkcijas.
ATP jungiantis prie Hsp90 (vyksta molekulés konformacijos poky¢iai, kuriy metu yra
aktyvuojamas ,.kliento* baltymas, o prisijungg slopikliai, kurie Zinomi kaip vaistai vézio
gydymui, stabdo Sia funkcija (5 pav.) ir baltymai , klientai (kinazés, transkripcijos faktoriai,
telomerazés, helikazés ) (Jackson, Queitsch et al. 2004) lieka neaktyviis, negalédami atlikti
lastel¢je jiems skirtos funkcijos (Pearl and Prodromou 2006). Hsp90 vézinése lastelése pasizymi
100 kart stipresniu jungimusi su slopikliais nei sveikose lastelése, tad Hsp90 reikSmé piktybinei
lastelei iSgyventi - gerokai didesné, nei sveikose lastelése. Dél pastaryjy priezas¢iy Hsp90 yra
puikus priesvéziniy vaisty taikinys (Kim, Felts et al. 2004). Vienas i$ klinikoje taikomy vasty,
gydant antros stadijos piktybing melanoma, yra 17AAG (17-alilamin-17-dimetilamino
geldanamicinas) yra taikomas klinikoje, Kiti Hsp90 slopikliai yra kuriami ir bandomi

laboratorijose.
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4 pav. Geldanamicinas (kair¢je) ir radisikolis (deSin¢je) Hsp90ON specifiniame ATP jungimosi

centre (Shen, Wang et al. 2006).

ATP

4 1 ko 1 700

ADP; Pi N —— M -

5 pav. Hsp90 monomero sruktiiriné shema (desingje). Hsp90 monodimeras sudarytas i§ N-
galinio, vidurinio (M) ir C galinio domenuy.Strukttriné Hsp90 dimero konformacijos schema
(kairéje), vykstant ATP, baltymo ,.kliento* (zalias pailgas apskritimas, per viduri) ir vaisty
prisijungimui. Prisijungus ATP, Hsp90 aktyvuoja ,,kliento* baltyma. Cheminiai junginiai, kaip
geldanamicinas, radisikolis, uzima ATP jungimosi centra ir baltymas ,klientas* neaktyvuojamas.
(Pearl and Prodromou 2006)

2.2.1Radisikolis ir jo jungimasis su Hsp90

Radisikolis (monordenas) yra makrolaktoninis antibiotikas gaunamas i§ Humicola fuscoatra arba
Diheterospora chlamydosporia (6 pav.) . Jis pasizymi specifiniu jungimusi prie Hsp90 ir yra
potencialiausias Hsp90 slopiklis. Hsp90- radisikolio iSspresta kristalin¢ strukttira parode,
radisikolio jungimasi N — galineme domene, specifiniame ATP jungimosi centre (6 pav.).
[zoterminiu titravimo kalorimetru nustatyta, jog radisikolio jungimasis su pilnu mieliy Hsp90 yra
silpnesnis (K4 = 19 nM), nei su atskirai ekspresuotu N —galiniu domenu (K4 = 2.7 nM) (Roe,
Prodromou et al. 1999). Mark Roe et al pabréze, jog ITC metodu radisikolio jungimasis prie N —
galinio domeno yra per stiprus, tiksliam jungimuisi nustatyti. Radisikolio ir Hsp90 jungimosi
stechipmetrija: 1:1.

Radisikolis , kaip vaistas vézio gydymui néra tinkamas, nes gyvame organizme veikiancios
sistemos pavercia ji mazai aktyviu arba neaktyviu junginiu. Taciau kai kurie sintetiniai, 1§
radisikolio gauti junginiai, pasiZymi nanomoliniu jungimusi in vitro ir in vivo. (Chaudhury,

Welch et al. 2006)
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6 pav. Radisikolio strukttriné formulé (kairéje) ir organizmas (Humicola fuscoatra) is kurio
i§skiriamas radisikolis (deSingje)

Gly123

T Thr 71

ASeTS &iyea
7 pav. Radisikolio vandeniliniy ry$iy sudarymas su Hsp90N jungimosi centre esaniomis amino
rugStimis (Shen, Wang et al. 2006).

2.3 ANS jungimasis ir fluorescencija

ANS (8-anilino-1-naftaleno sulfonatas) yra fluorescencinis dazas, naudojamas baltymy ir
biologiniy membrany tyrimuose. Kalorimetriniu metodu buvo nustatyta, jog ANS jungiasi prie
baltymo katijoniniy grupiu ( His, Arg, Lys) sudarydami jonuy poras. ANS anijonai prie baltimy
jungiasi dviem budais: 1) aplinkoje, kurioje néra arba beveik néra vandens (intensyvi ANS
fluorescencija); 2) antruoju budu prisijungusius ANS anijonus supa vanduo, kuris gesina
fluorescencija, todél ANS fluorescuoja labai silpnai (Matulis and Lovrien 1998).

Kalorimetriskai buvo nustatytas, ANS jungimasis prie jau¢io kraujo serumo albumino
(BSA), kuris labai panaSus | véliau nustatyta, bet nepublikuota ANS jungimasi prie bCAIl. BSA
turi 100 ANS prisijungimo centry, i§ kuriy 5 apsupti hidrofobinés aplinkos ir 95 —vandens.
Aplinkos dielektrine skvarba, jtakoja ANS prisijungimo greiti. ANS prisijungimo greitis

didziausias hidrofobinéje terpé¢je (ten dielektriné skvarba maza), o vandeninéje (didesne
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dielektrine skvarba) -mazesnis. Kintant terpés, pH nuo 4 iki 2, baltyme padidéja atitinkamai nuo
4 iki 12 ANS jungimosi centry, kuriuos supa hidrofobin¢ aplinka. D¢l Sios priezasties tirpalo,
fluorescencija iSauga.

ANS anijonai, prisijunge antruoju biidu, veikia kaip matrica formuojantys ir baltyma
apsaugantys junginiai, ir vadinami matriciniais ligandais. Sie ligandai pasizymi stipriu
jungimusi, kuris sukelia baltymo konformacinius pokyc¢ius ir apsauga. Matriciniai ligandai
prisijunge prie baltymo sukelia terpés pH padidéjima, todél padidéja baltymo lydymosi
temperatiira. Minétas pH padidéjimas ivyksta, dél ANS anijony prisijungimo prie baltymo
teigiamai ikrauty Soniniy grandiniy arba karboksilo grupiy protonizacijos. Vykstant Siems

procesams, yra hidrolizuojama vandens molekulé:

RNH, + ANS™ + H,O0—->RNH,; — ANS + OH "~

"H,NRCOO™ +ANS™ +H,0— ANS —H,NRCOOH + OH "~

Baltymo molekulé, stengdamasi neutralizuoti sutrikdyta kriiviy pusiausvyra, i§ hidrolizuoto
vandens prisijungia protony, bet nepaisant to, baltymas lieka jkrautas neigiamai, nes vandenilio
jonu prisijungia per pus maziau nei ANS anijony. Sumazejus elektrostatiniai stiimos jégai tarp

teigiamy kraviy, molekulé susitraukia.

prie baltymo biidai. Prisijunges
ANS gali fluorescuoti arba
nefluorescuoti. Fluorescencija
F20 H20 nulemia terpé supanti anilino

Ho0
H,0 : Q NH@ 8 pav. Du ANS prisijungimo

H,0 H20 H3z0 Nonfluorescent

H,0
) naftaleno grupe. Jei $ia grupg
H,O supa vanduo, tai ANS beveik
H;0 nefluorescuoja, jei hidrofobiné
terpé, tai ANS fluorescencija
H20 intensyvi (Matulis, Baumann et
H20 al. 1999).
Ho0
Ho0
H20

Nonfluorescent

H,0 Ha0 Protein Molecule ! 14



2.4 Baltymy temperatirinis stabilumas, Tm ir ligandy jungimasis
2.4.1Baltymy temperatiirinis stabilumas ir Tm

Tiriant baltymuy temperatirini stabiluma, didinant temperatira, matuojami baltymo
struktiira jtakojantys parametrai. Temperatiira visiSkai denattravus baltyma, 1§ uZzfiksuotos
tranzicijos yra nustatoma lydymosi temperatiira (Tm). Esant S§iai temperatirai, baltymo
i$sisukimo griztamoji reakcija yra pusiausvyrinéje biisenoje, kurioje natyviy ir iSsisukusiy
baltymy struktiiry, laisvosios energijos yra lygios (AG = Gu-Gr =0, ¢ia Gu- iSsisukusio ir Gy -
susisukusio baltymy laisvosios energijos).

Baltymo lydymosi temperatiiros nustatymui yra sukurta nemazai metody (kalorimetriniai,
optiniai). Vienas i§ optiniy Tm nustatymo metody yra fluorescencinis. Siuo metodu yra
matuojamas baltymo temperatiirinis stabilumas stebint triptofano arba prikabinty dazy (pvz.
ANS) fluorescencija.

Stebima fluorescencija gali biiti apibiidinamas lygtimi:

Yu— ¥ Ye— ¥
y(T) = yF + 1+e8AUG(T'):/RT = yU + 1+efAUG(TL)J/ RT (1)

Cia ye ir yy yra, atitinkamai, natyvaus ir denatiiravusio baltymo fluorescensijos intensyvumai.
Eksponenté¢ rodo tikimybg, baltymui denatiiruoti, esant laisvajai energijai AuGr. Pradinis ir

galutinis fluorescencijos intensyvumai, gali biiti iSreiSkiami tiesinémis priklausomybémis:
Yer)=Yer, T Me T-T) 2

Yory=Yur, T My T-T) 3
Cia yerm ir Yurm yra ANS fluorescencija, atitinkamai, prisijungusio prie natyvaus ir
denattravusio baltymo, lydymosi temperatiiros taske; my ir mg, atitinkamai, denattiravusio ir
natyvaus baltymo fluorescencijos koeficientai priklausantys nuo tiesinés temperatiiros (ju pokytis
keiCia tiesiy yg) ir yur) pokrypio kampa).

Baltymo i8sisukimo laisvosios energijos pokytis, kaip temperatiiros funkcija (AuGr), gali
biti iSreiksta per iSsisukimo entalpijos (AyHr), entropijos (AuSt) ir Siluminés talpos (AuC,)

poky¢ius:

T
AyGry=AuHr) =T ASq =A Hy +A,C, (T _Tr)_T(AU St +4,C, ln[T—B 4)
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Cia T, yra baltymo lydimosi temperatiira (Tn), kai néra prisijungusio ligando, T-absoliutiné
temperatiira. Pateiktoje lygtyje tariama, jog Siluminé talpa, esant mazam temperatiiriniam
poky¢iui, nepakinta. Baltymui i$sisukant, temperattriniame taSke T., AuGr,=0. Tuomet entropija
ir entalpija baltymui iSsisukant yra susietos lygybe:

AuHr = TAsS:  (5)
Pastaroji lygybé¢ teisinga, kai fiksuojame lydymosi temperatiirag nesant ligandui, todél negalime
taikyti Sios lygybés norint supaprastinti lygtis, iSreiSkiancias baltymo temperatiirini stabiluma.

IS 1-4 lyg¢iu galima sudaryti fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo

temperatiros funkcija:

yU,Tm _yF,Tm +(mu + mF)(T _Tm)
y(T) :yF,Tm +Me (T _Tm)+ 1+e(AUHTr +AyC, (T-T, -T(AySy, +A,C, In(T/T,)))/RT (6)

Si lygtis naudojama eksperimentiniy duomeny parametry nustatymui. Naudojant Levenberg-
Marquardt algoritma, kvadraty sumai minimizuoti, nustatomi $esi eksperimentiniy duomeny (6)

parametrai (Yr.tm, Mr, yum, AuHt, Trm). (Matulis, Kranz et al. 2005) Ligandy jungimasis

Klasikinis metodas nustatyti liganduy jungimosi gimininguma yra tiriant ju poveiki
baltymuy stabilumui, veikiant denatiiracija sukelianciais cheminiais junginiais arba auksta
temperatiira. Sis biidas tirti baltymy stabiluma yra patogus dél pakankamai gerai iStirto cheminés
ir terminés baltymy denatiiracijos reiSkinio, kuriam sukurta daugybé vykstanciy procesy
aiSkinanc¢iy modeliy. Surinktus duomenis galima nagrinéti reakciju pusiausvyros ar kinetikos

aspektais.

Prie natyvaus baltymo prisijung ligandai, paslenka griztamosios denatiravusio-natyvaus baltymo

reakcijos pusiausvyra natyvaus baltymo susidarymo kryptimi:

U+l <N+l N, 7

Cia U- denatiiravusi, N - natyvi baltymo formos, L; — laisvas ligandas ir NL,- baltymo-ligando

kompleksas.
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Baltymo stabiluma galima iSreiksti laisvosios energijos pokyciu, susidedanciu i§ stabilumo nesant
ligando (AuGn) ir papildomos stabilizavimo laisvosios energijos (AsGr), dél prisijungusio

ligando, kuria galima iSreiksti per jungimosi konstanta K, ir ligando koncentracija [L¢]:
AGqy, =A,Gy +AsG) =A,G ) +RT In(1+K,[L]) (8)
Reikty paminéti, jog AGry = 0, kai T=Ty, , tuomet Ay, G, =—RT In(0+K,[L; ]).

Pusiausvyros konstantas, kurios nusako baltymo stabiluma ir ligando jungimasi, pavaizduotas (7)

lygtyje, galima iSreiksti laisvosiomis energijomis:

~A68(1)
[U ] RT (A H ) -TA S J/RT ~(AgHy, +84C, (T=T,)-T(AySr, +4yC, In(T/T,)))/RT
S [ - o)
-AG )
K, - [NLb] _e—:zTT :e_(AbH(T)-TAbsm)/RT _ e—(AbHTO+AbCp(T—T0)—T(AbSTO+AbCpln(T/TO)))/RT (10)

NI

Cia AuG), AuHery | AuS(r) ir AuC,, atitinkamai, baltymo stabiluma lemiancios Gibso laisvosios
energijos, entalpijos, entropijos funkcijos ir baltymo Siluminé talpa; AvGr, AHr), AsS(r), AvCy
atitinkamai, ligando jungimasi nusakancios Gibso laisvosios energijos, entalpijos, entropijos

funkcijy ir $iluminé talpos poky¢iai, prisijungus ligandui.

Suminius, minétose reakcijose dalyvaujancius, baltymo (P ir ligando (L) kiekius galima

iSreiksti lygybémis :

P =[NJ+[U+[NL ] (11)

L

 =[L ]+[NL, ] (12)

Naudojantis 11, 12, 9 ir 10 lygtimis, galima iSreiksti bendra ligando koncentracija:

L =(- Ku{i+ 1 J(13)

2 KyK,
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PerraSant $ig lygti pasinaudojus 9 ir 10 lygtimis galima iSreik$ti bendra ligando koncentracija

reikalinga padidinti baltymo T, vertg:

L _(1 e (AUHTr+AUCp(T—Tr)—T(AUSTr+AUCpIn(T/T,)))/RT)X
==

[P_t b e ~(AyHr, +AuC, (T-T,)-T(Ay Sy, +A,C, In(T/T,)))/RT e (ApHr, +4Cp (T =Ty )-T(ApS1, +44C, In (T /T,)))/RT ] (14)

Kai ligandy jungimasis silpnas, tai P, < Kq= Ky, tuomet 14 lygtj galima supaprasti:

L (1 e (AyHz, +AC, (T =T, )-T(AySr, +AyC, In(T/T,)))/RT ) X
=M=

( e (AuHs, +AyCp (T =T, )-T(Ay Sy, +AyC, In(T /T, )))/RT e (ApHr, +A46C, (T =Ty )-T(ApSr, +A,Cy In(T /T,)))/ RT ) (15)

Pateiktos 14 irl5 lygtys yra transcendentinés, tod¢l pagal jas negalima tiksliai ivertinti Ty
priklausomybés nuo bendros ligando koncentracijos (L;). Taciau nepaisant to pagal Sias lygtis yra
skai¢iuojamas L. ir modeliuojamos T, priklausomybés nuo L. kreivés. (Matulis, Kranz et al.

2005)
2.4.2Ligandy jungimosi modelyje, iSsisukimo entalpija ir jungimosi konstanta

Nustatant ligando jungimosi konstanta pagal 14 lygti, yra labai svarbu zinoti baltymo
i$sisukimo entalpijos pokuti (AyH), t.y. sunaudota energija, reikalinga vienam moliui baltymo
molekuliy denatiiruoti. Skirtingy baltymy AyH skiriasi. Esant pasirinktai ligando koncentracijai,
baltymai su mazesne i$sisukimo entalpija (AyH), pasizymi didesniu lydymosi temperatiiros (T)
poky¢iu, nei baltymai su didesne AyH (10A pav.). IS baltymo tranzicijos empiriSkai galima stebéti
ir naudojantis teoriniu modeliu apskaiciuoti (6 lygtis), van Hofo iSsisukimo entalpija, kuri Siek
tiek kinta nuo ligando koncentracijos. Daugelio baltymy iSsisukimas yra negriztamas, tod¢l pagal
6 lygti apskaiCiuotas van’t Hofo entalpijos pokytis yra nepatikimas, tad iSsisukimo entalpijos
pokyti reikty nustatyti kalorimetriniu metodu.

10 B paveiksle parodytos pagal 14 lygti sumodeliuotos kreivés, rodancios Tm priklausomybg nuo
ligando koncentracijos, esant skirtingoms jungimosi konstantoms K (K, = 1/Kq) arba kitaip
tariant skirtingiems ligandams. Pastebéta, jog skirtingiems ligandams jungiantis su tuo paciu
baltymu (kai ligando koncentracija didesné nei disociacijos konstanta Ky), lydymosi temperatiira,

priklausanti nuo ligando koncentracijos, didéja labai panasiai (10 B pav.). Sis modelis
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naudojamas, kai baltymas néra prisotintas ligando, t.y. kai didinant ligando koncentracija, Tm

didé¢ja. (Matulis, Kranz et al. 2005)

74
1A
70 -
68 |
66 |
64
62 1
Gl

1.E-07 1. E-06 1.E-05 1.E-04 1.E-03 LE07 1. E-06 LE-05 1.E04 1.E-03

LoglL,] (M) LoglL,] (M)

Ay H g, (keal mol”

I. (°C)
T, (°C)

5 pav. Ligando itaka Tm vertei, (A) esant skirtingoms i$sisukimo entalpijoms, (B)

2.4.3Baltymy - ligandy jungimosi stechiometrija

Jungiantis TFMSA (trifluormetansulfonamidas) prie hCAI, galima nustatyti jungimosi
stechiometrija. Nagrin¢jant jungimosi kreives (11 pav.), galima iSskirti tris skirtingas pasirinktos
kreivés atkarpas: 1) prieSstechiometring, kai ligando koncentracija mazesné uz baltymo, 2) kai
ligando koncentracija apytiksliai lygi baltymo koncentracijai, ir 3) kai ligando koncentracija
didesné uz baltymo. Pirmojoje atkarpoje pastebimas labai mazas Tm pokytis. Kai ligando
koncentracija apytiksliai lygi baltymo koncentracijai (0.2[baltymo]<[ligando]<5[baltymo]),

pastebimas staigus sigmoidinis Tm pokytis. Kai ligando koncentracija yra daug didesné nei

T2 4

04 6. pav. Tm priklausomybé nuo
68 | ligando (trifluormetansulfonamido)
o 661 koncentracijos (Lt) esant
T 64 atitinkamoms hCAI baltymo
=~ s koncentracijoms:3uM (m), 8 uM (),
60 17uM (0), 33 uM (o), 67 uM ().
sa (Matulis, Kranz et al. 2005)
[T i } i
1.OE-07 1OE-06 1.0E-D5 10E-04 1.0E-03

Log[L,] (M)
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baltymo, Tm didéja létai. Nesant ligando, didéjant baltymo koncentracijai, Tm mazéja. Sis
reiSkinys ivyksta dél hCALI iSsisukimo reakcijos negriztamumo ir agregacijos. Nagrinéjant minéty
priklausomybiy tarp ligando ir baltymo koncentracijy skirtumus, galima jvertinti jungimosi
stechiometrija. TFMSA (trifluormetansulfonamido) jungimosi su hCAI arba bCAII jungimosi
stechiometrija 1:1. Reikty paminéti, jog su silpnai besijungianciais ligandais (acetazolamidas,
metazolamidas, sulfonilamidas) jungimosi stechiometrijos nustatyti negalima, nes Tm
priklausomybés nuo ligando koncentracijos kreivés nepasizymi sigmiodiSkumu. (Matulis, Kranz

et al. 2005).

2.5 Auksto hidrostatinio slégio poveikis baltymams
2.5.1Tirio poky¢iai denatiiruojant baltymus

D¢l aukStos temperatiiros, vykstant baltymo iSsisukimo virsmams, tiirio pokyciai, esant
atmosferos slégiui, gali biiti teigiami arba neigiami. Slégiu denatiiruojant globulinius baltymus,
tiirio poky¢iai visad yra neigiami. Sis pastebéjimas atspindi Le Chatelier principa ir nuostata, jog
baltymai veikiami auksStu slégiu denatiiruoja tuomet, kai denattiravusi ju forma uzima mazesni
tiiry, nei natyvi (Chalikian 2003).

Dalinis tirpinio molekuliy ar jony molinis tiiris, V; apibiidinamas, kaip tirpalo ttrio pokytis, dél
pridétos tirpinamos medziagos, kai kiti sistemos parametrai (slégis, temperatiira ir k.t.) nekinta.

Jis iSreiSkiamas lygybe:

oV
V. =| =L
; (an.j (16)
i/nj.p,T

i
Cia V- tirpalo tiiris, n; — tirpinio kiekis moliais. V; néra lygus molekuliy ar atskiry jony tiriui,
kurie nesaveikauja su tirpiniu. V; sudaro trys tiiriy dedamosios:

Vi = Vaomy T Vermiy T AVhidratacijos (17)

AV hidraacijos yra tirpalo tiirio pokytis, atsirandantis dél tirpinio (pvz. baltymo molekiuy) saveikos su
tirpikliu.

Tirpala veikiant slégiu arba temperatiira, V.aomo nekinta, todél tirpalo suspaudziamumas ir
plétimasis priklauso N0 Vermiy it AViigracijos- Kiekvieno 1§ pastartiju nariy indeli i
suspaudziamumo koeficiento reikSme sunku jvertinti, todél daromos prielaidos, kurias sunku

patikrinti eksperimentiskai (Heremans and Smeller 1998). Ultragarsiniu tyrimo metodu yra
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nustatomas pilnas molinis tiiris, kuomet kitais metodais (spektroskopiniais, BMR, X- spinduliy
kristalografija) galima nustatyti tik lokalius, {vykstancius baltymo viduje, tiirio poky¢ius.
Baltymo tirpalg veikiant slégiu, tiirio pokytis atsiranda, dél molekulése esanciy vidiniy ertmiy.

Sis tiirio pokytis yra gana mazas , siekiantis apytiksliai 1% viso baltymo tiirio.

Eksperimentais su stafilokoko nukleazés mutantais buvo parodyta, jog aktyvacijos ir

pusiausvyros turiy poky¢iai nepriklauso nuo GuanCl koncentracijos.
2.5.2SuspaudZiamumas

Vienas i§ svarbiy parametry apibiidinciy tiriamos terpés savybes yra jos suspaudziamumas.
Bendruoju atveju jis apibuidinamas kaip ttirio pokytis, dél pakitusio slégio (Heremans and Smeller
1998):

=5 os

Tiriamos sistemos apibiidinamos adiabatiniu ir izoterminiu suspaudziamumais (Chalikian 2003).
Atliekant skyscio (tirpalo, tirpiklio) tankio (p) ir ultragarso grei¢io (U) matavimus, adiabatini

suspaudziamuma (Bs) galima nustatyti, naudojant Niutono-Laplaso lygti:
Bs=p U7 (19)

Izoterminis suspaudziamumas (Pr) gali biiti apskaic¢iuojamas pagal Sia priklausomybeg:

a’T

pC

br = ﬂs + (20)

p
Cia a - temperatiirinio plétimosi koeficientas, p — tankis, C, — iluminé talpa.

Baltymai tirpiklyje gali biiti apibiidinami daliniu moliniu (K°) ir specifiniu daliniu moliniu (k°)
suspaudziamumais. Dalinis molinis adiabatinis suspaudziamumas (Kg) gali biiti nustatomas
skirtinguose tirpaluose, matuojant jy tankj ir ultragarso greiti. Zinant K¢ galima apskaiiuoti
dalinj molinj izoterminj suspaudziamuma K; (Chalikian 2003). Izoterminio suspaudZiamumo

pokyti (AK; ), susijusi su slégio jtakojama tranzicija, galima nustatyti ne tik i§ tankio ir garso
grei¢io matavimo, bet ir i§ spektroskopiniy duomeny (Heremans and Smeller 1998) (Prehoda,
Mooberry et al. 1998). Spektroskopiniai metodai (pvz. liuminescenciniai) leidzia ivertinti

suspaudziamuma baltymo viduje, kuris yra skirtingas nei nustatytas ultragarsiniais metodais.
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Liuminescenciniais metodais yra matuojami atstumo pokyciai, tarp baltymo molekuléje esanciy
atomy. Sie poky¢iai atsiranda, dél vidiniy baltymo ertmiy suspaudZiamumo, kuomet
ultragarsiniais matavimais aptinkami ne tik vidiniai baltymo ply$iai, bet ir hidratacija (Heremans
and Smeller 1998).
Manoma, jog dalinis specifinis adiabatinis suspaudziamumas, leidZia apibtidinti baltymy tarpines
biisenas (Chalikian and Breslauer 1996). Jis sudarytas i§ teigiamo baltymo molekulés
suspaudziamumo (k) ir neigiamos hidratacijos (kn) dedamyju:
kg =k, +k, (21)
Sistemos dedamoji ky atspindi tirpikliui neprieinamas vidines baltymo ertmes, susidarancias, dél
netobulo baltymu susisukimo. Ji susijusi su vandeniui neprieinamu baltymo tiiriu, Vy, ir jo
adiabatinio suspaudziamumo koeficientu, Bu:

PuVu
K = VI (22)
M - baltymo molekuliné masé.
Hidratacijos dedamoji, ks, parodo suspaudziamumo sumazéjima, dél vandens saveikos su

baltymo pavirSiumi:
ky =M"> S,Kg (23

Sai — i-tosios a.r. liekanos, tirpalui pasiekiamas pavirSiaus plotas;

Ksi — 1A? ploto i-tosios a.r liekanos suspaudZiamumas;

Globuliniams baltymams,ZSAiKSi narys yra neigiamas, o atskiry a.r liekany K Zenklas
I

priklauso nuo eksperimento salyguy ir tiriamo a.r liekanos tipo.(Chalikian and Breslauer 1996)

2.5.3Metastabilios busenos formavimasis, veikiant baltymus slégiu

Veikiant baltyma slégiu, galima stebéti iSsisukancio baltymo tarpines, metastabiles blisenas, kuriy
negalima aptikti kitais metodais. Jos gali atitikti trumpalaikes tarpines biisenas, vykstant baltymo
susisukimo procesui. Su daugeliu literattiroje apraSyty tirty baltymuy: apolipoproteinu A-I, arc
represoriumi, apomioglobinu, a-laktalbuminu, kreatino kinaze ir modeliniu trim spiralém suristu
baltymu, esant aukStam slégiui buvo aptiktos tarpiné biisenos, pavadintos besilydanciaja globule
(angl. molten globule). Si biisena pasizymi maZesnia i§sisukimo energija, nei pilnai idsisukes

baltymas. Ji nustatyta auksta slégi kombinuojant su jvairia (priklausomai nuo baltymo stabilumo)
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GuanCl koncentracija. Pavyzdziui, eksperimentais su Zmogaus apolipoproteinu A-I nustatyta,
slégiu veikiamo baltymo energijos biisena, mazesné nei baltyma denatiiruojant 2M GuanCl

(Mantulin and Pownall 1985).

Atlikti sléginiai eksperimentai su lizozimu, naudojant skirtingas GuanCl koncentracijas ir jvairia
temperatiira, leidzia manyti, jog lizozimas, esant tam tikroms salygoms linkgs pereiti { nepilno
susisukimo biisena (Sasahara and Nitta 1999). Kriatino kinazés 43kDa dimeras tampa
nebeaktyvus prie 1,5 kbar, o prie 6,5 kbar slégio arba 0,8 M GuanCl (prie normalaus atmosferos
slégio) pereina i dalinai susisukusio baltymo biisena. Pilnai baltymui denatiiruoti reikia 1,5 M

GuanCl ir slégio iki 6,5 kbar (Zhou, Zhu et al. 2000).

Modelinis 65 a.r trispiralinis baltymas, turintis ganétinai maza iSsisukimo energija (4,6 kcal/mol)
buvo nepilnai denattiruotas 3,5 kbar slégiu (Chapeaurouge, Johansson et al. 2001). Pilnas Sio
baltymo iSsisukimas pasiektas 6M GuanCl. Veikiant baltyma iki denattracine 1 M GuanHCl
koncentracija ir 3,5 kbar slégiu, buvo nustatyta tarpinio susisukimo biisena, prie kurios jungési
fluorescuojantis dazas, 4,4-dianilino-1,1-binaftil-disulfoniné riigstis (bis-ANS). Naudojant 1M
GuanHCI ir slegiant iki 3,5 bar, buvo atlikta baltymo Saltoji denatiiracija, kurios metu nustatyta
papildoma nepilnai susisukusio baltymo biisena, prisijungianti bis-ANS. Kompiuteriniu
modeliavimu buvo pastebéta, jog esant tam tikroms salygoms $is baltymas turi savybeg pereiti 1

tarpinio susisukimo biisenas (Chapeaurouge, Johansson et al. 2001).
2.5.4Slégio jtaka baltymy agregatams ir agregacijai

Vykstant baltymy susisukimo procesui, gali jvykti ju agregacija. Jos mechanizmas néra gerai
suprastas, taciau auksto slégio taikymas, méginant i$siaiskinti baltymy klaidinga susisukima ir
agregacija, duoda idomiy rezultaty ir gali padéti i$siaiskirti Siy reiSkiniy mechanizmus.
Eksperimentais buvo parodyta, kad esant auksStam slégiui vyksta nespecifiné baltymy agregaty
disociacija, palengvinanti baltymu grizima i tirpg susisukusia biisena (Gorovits and Horowitz
1998).

Aukstas slégis, esant nedenattiruojanciai GuanCl koncentracijai gali buti naudojamas kaip
metodas, renatliruoti netirpiy agregaty baltymus. Méginant iSsiaiskinti netirpios baltymy formos
virtimg tirpia frakcija, buvo tiriami zmogaus augimo hormono ir lizozimo agregatai, bei [-

laktamazés intarpiniai kiineliai. Zmogaus hormono agregatus 24 valandas veikiant 2 kbar slégiu,
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esant 0,7 M GuanCl, buvo pasiektas 100 % tirpaus susisukusio baltymo atkiirimas,
nepriklausomai nuo baltymo koncentracijos iki 9 mg/ml. Pana$iis rezultatai buvo gauti su
lizozimu. B-laktamazés tirpaus baltymo atkiirimui i§ intarpiniy kiineliy, pakako austo slégio,
nenaudojant GuanCl. Taigi, naudojant auksta slégi galima efektyviau ir patogiau gauti tirpius
baltymus, nenaudojant didelés chaotropiniy medziagy koncentracijos.

Slégiu nustatytas Zmogaus interferono-y agregaty susidarymo mechanizmas, parod¢, jog agregaty
susidarymo tranzicija strukturiskai ir energetiSkai panasi | natyvy baltyma, todél tai paaiskina
stebimg agregaty susidaryma, esant natyviam baltymui palankiom salygom ir padeda suprasti
daugelio ligy patologija.

Manoma, jog neteisingas baltymy susisukimas ir agregacija yra pagrindiné priezastis sukelianti
Alzhaimerio, Parkinsono ir prionines ligas. Aiskinantis ligy susidarymo mechanizmus, aukstas
slégis yra taikomas ne tik kaip biidas denatiiruoti baltymus, bet ir kaip svarbus parametras ieSkant
salygu, prie kuriy biity skatinamas ar slopinamas agregaty susidarymas. Auksto slégio metodas
yra ipatingai svarbus norint tirti baltymy susisukimo, agregacijos ir amiloidiniy struktiiry
susidarymo kinetika. AukStas slégis, dél savybés stabdyti agregacijos procesa gali buti
pritaikomas biotechnologijos ir farmacijos srityse (Foguel, Robinson et al. 1999).

Uréja paveikti baltymai (rhodanese) formuoja tarpines struktiiras, kurios skiriasi savo dydZiu,
polinkiu agreguoti ar sudaryti natyvias, be klaidy susisukusias strukttiras. Disocijuotus baltymy
agregatus veikiant auks$tu slégiu, galima pasiekti didesnj teisingai susisukusiy monomeriniy
baltymu skaiciy, negu naudojant uréja. Norint apsaugoti baltyma nuo agregacijos, pakanka 0,5
kbar slégio (Gorovits and Horowitz 1998). Tai yra daug maZesnis slégis, nei reikalingas
oligomery disociacijai. Slégio ir cheminiy, denattiracija sukelian¢iy medziagy naudojimas, tiriant
baltymy susisukima gali padéti detaliau iSsiaiSkinti baltymy susisukimo mechanizma (Panda,

Gorovits et al. 2000).
2.5.5 Mutantiniy baltymy stabilumas, esant aukStam slégiui

Sléginiais eksperimentais su Stafilokoko nukleaze, apomioglobinu ir jy mutantais buvo parodyta,
kad vienos a.r. pakeitimas gali gana stipriai jtakoti baltymo stabiluma. Royer su kolegomis
fluorescenciniu ir BMR metodais tyré dvieju laukiniy tipy Stafilokoko nukleazes ir ju mutantus.
Nustatytos baltymy sléginiy trazicijy vidurio tasky vertés ( 92-310 MPa) ir apskaiciuoti

i$sisukimo tiiriai (nuo -47 iki -65 ml/mol). Verta paminéti, jog vienas mutantas (P47G + P117G)
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pasizymegjo dideliu atsparumu slégiui net iki 500 MPa. Laukinio tipo baltymy ir ju mutanty
sléginés denatiiracijos metu, ivyksta neigiamas turio pokytis, kuris, manoma, kad atsiranda dél: 1)
susisukusiame baltyme esan¢iy ertmiy, 2) elektrostrikcijos reiskinio, atsirandancio vandens
molekuléms saveikaujant su kriivi turin¢iomis a.r. lickanomis, 3) vandens skirtingos struktiiros

formavimosi prie atsivérusiy hidrofobiniy a.r. liekany.

Eksperimentais su apomioglobino mutantais buvo parodyta, jog veikiant baltyma slégiu, galima
stebéti jo susipakavima. Eksperimentais su apomioglobino S108L ir F123W mutantais, buvo
parodyta, kad dé¢l atsiradusiy didesniy nei laukinio tipo baltyme a.r.liekany, nejprasto supakavimo
susisukusiame baltyme, mutantai buvo maziau atspariis aukStam slégiui. Atlikus mutacijas,
kuriomis nepoliné a.r. liekana pakeista kriivi turin¢ia (A130K) ir S108K, baltymy atsparumas
slégiui, sumazejo per pus, lyginant su laukinio tipo baltymu (Bondos, Sligar et al. 2000). Tad i
minéty eksperimenty rezultaty galima teigti, jog baltymy mutantai turintys nepolines ar kriivio

neturincias a.r liekanas pakeistas kriivi turin€iomis, yra maziausiai atsparis slégiui (Jonas 2002).

Sléginiuose baltymy susisukimo kinetiniuose eksperimentuose, néra aptinkama daug tarpiniy
biiseny, todé¢l yra patogus biidas stebéti pagrinding susisukimo trazicija. Sléginio sukelti baltymy
susisukimo, iSsisukimo procesai vyksta létai, tod¢él nustatyti vykstanciy procesy kinetika yra
lengviau, nei kitais metodais, nustatomi $iy procesu kinetiniai parametrai. Staigaus slégio
poky¢io eksperimentais su Stafilokoko nukleaze buvo nustyta, kad tranzicijos busenoje baltymo
tirpalo turis didesnis, nei tirpalo su natyviu arba denattiravusiu baltymu, o aktyvacijos tiiris yra
7enkliai didesnis susisukusio nei isisukusio baltymo (Vidugiris, Truckses et al. 1996). Sie
pasteb¢jimai ir atlikti bandymai su kitais mazais baltymais, leidzia manyti apie egzistuojancia

globulés stadija, panaSia | susisukusi baltyma (Perrett and Zhou 2002).

Eksperimentais su trp represoriaus dimeru buvo nustatyti: teigiamas susisukusio/asocijuoto
baltymo ir neigiamas iSsisukusio/disocijuoto baltymo aktyvacijos ttiriai. Pastebéta, jog padidéjusi
temperatira padidina iSsisukusio baltymo sistemos turi daugiau nei susisukusio (Desai, Panick et
al. 1999). Pagal tai galima paaiskinti, jog slégis stabilizuoja temperatiira veikiama baltyma (Zipp
and Kauzmann 1973).
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2.5.6ANS - baltymy jungimasis, esant aukStam slégiui

Veikiant baltymus slégiu, hidrofobiniy grupiy i$sisukima i vandeni galima stebéti naudojant
hidrofobinj daza, ANS. Stebint fluorescencijos intensyvumo spektrus, mazinant suslégto baltymo
ir ANS tirpalo slégi, buvo pastebéta, jog ANS prisijungimas yra negriztamas. Atlikti
fluorescenciniai - sléginiai eksperimentai su laukinio tipo rekombinantine Zmogaus
acetilcholinesteraze (rHuAChE) ir jos mutantais su prisijungusiu ANS parodé¢ skirtinga baltymy
atsparuma slégiui. Nustatyta, jog slégis stabilizuoja ANS-baltymas kompleksa.
Fluorescenciniuose eksperimentuose rHuAChE mutantas su pakeistomis SeSiom aminoriigstim
buvo nejautrus slégui, taciau atlikus elektroforezes sléginius eksperimentus pastebétas skirtingas
mutanto atsparumas slégiui, esant ir nesant ANS. Remiantis minéty eksperimenty duomenimis,
galima manyti, jog ANS apsaugo baltymus nuo sléginés denattiracijos (Clery-Barraud, Ordentlich

et al. 2002).
2.5.7Sléginio ir temperatirinio baltymy stabilumy palyginimas

Aukstas hidrostatinis slégis ir temperattira yra silpnyju saveiky antagonistai. Dazniausiai aukstas
slégis stabilizuoja silpnasias saveikas, o aukSta temperatira jas destabilizuoja. Taciau, jei
formuojantis hidrofobinei ar elektrostatinei saveikai jvyksta teigiamas tiirio pokytis, tai $i saveika
slegiu yra destabilizuojama (Heremans 1982; Mozhaev, Heremans et al. 1996), o temperatiira
stabilizuojama. Aukstas slégis neitakoja vandeniliniy jung€iy formavimosi, taciau temperatiiros
poveikis néra palankus Siu jungéiy susidarymui. Slégiu stabilizuojamos aromatiniy Zziedy

Stekingo ir kriiviy persitvarkymo saveikos (Mozhaev, Heremans et al. 1996).

Eksperimentais su rHUAChE mutantais, kuriy neigiamai ikrautos a.r. pakeistos polinémis arba
nepolinémis (E450A ir SeSiy pakeisty a.r. mutantai) a.r., buvo nustatytas $iy mutanty
destabilizavimas slégiu ir stabilizavimas temperatiira, lyginant su laukinio tipo baltymu.

Slégio poveikis sukelia sistemos tiirio kitimus, o temperatira - tiirio ir Siluminés energijos
kitimus. Slégiu denatiiruojant baltymus, suspaustas vanduo patenka i baltymo Serdies tuscias
ertmes, d¢l to pasikeicia baltymo struktiira, bet kompaktiska forma - i§laikoma. Baltyma veikiant
temperatira, jo hidrofobinés grupés atsiveria | vandeni (Lesch, 2002). Su daugeliu baltymy buvo
nustatyta, jog sléginé ir cheminé denatiiracijos yra griZtami procesai, o temperatiira baltymai, dél

agregaty susidarymo, denatiiruojami negriztamai.
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2.5.8Grjztamos ir negriZtamos baltymy denatiiracijos faziy diagrama

Baltymams biidinga slégio-temperattros (p-T) plok§tumoje egzistuojanti elipsiné faziy diagrama.
Matematiskai elipsés forma nulemia antros eilés nariai, kurie naudojami aprasant AG (AG = Gp -
Gn). Fizikiniu poziiiriu, antros eilés nariai yra proporcingi suspaudziamumo, Siluminés talpos ir
Siluminio plétimosi pokyciams (atitinkamai AP, AC,, Aa) tarp natyvaus (N) ir denatiravusio (D)

baltymo. Laisvosios energijos pokyti (AG) tarp D ir N galima iSreiksti lygtimi (Heremans and

AH=0 7 pav. Baltymuy stabilumo diagrama.
AH=<0 / Elipsés viduje yra natyvus baltymas,

A AV=<0 / AH
Pressure T AH=0

iSor¢je  denatiiravgs.  Rodyklémis
_ AV=0 parodytos dazniausiai naudojamos
baltymuy denatiiracijos (sléginiu (P),
Sal¢iu (C) ir karsciu (h)) ir ju kryptys

(Heremans and Smeller 1998)

AH=0
AV=0

e
Cal

Smeller 1998):

ACp 2
AG =AG, —AS, (T -T,) - T (T-Ty)" + AV (p—p,) +
’ (24)
Ap

+7(p_ po)2 +Aa(p-p)T-T,)

Cia Aﬁ suspaudziamumo ( ,B = pV) ir Aa Siluminio plétimosi (@ = @V ) faktoriy pokyciai tarp

denatiiravusio ir natyvaus baltymo. Juos ir AC, galima i8reiksti lygtimis:

A“‘(aT jp_(ap 1(25)’ M (aP 1(26)’ A T(@T 1,(27)

Kreivé bus elipsé, kai 24 lygtyje koeficientai: —a > AC Af / T, (28). Sios salygos parodo, jog

AB ir AGC, turi buti prieSingy Zenkly. IS 24 lygties galima nustatyti suspaudZiamumo, Siluminio
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plétimosi ir Silumings talpos pokycius tarp natyvaus ir iSsisukusio baltymo (Meersman, Dobson et

al. 2006).

Kai AG=0, kreivé p-T plokStumoje yra elipsé, iSreiSkianti baltymo iSsisukimo reakcijos

pusiausvyra. Si kreivé vadinama faziy arba stabilumo diagrama (7 pav.).

Vandenyje tirpiy polimery ir baltymy slégio-temperatiiros faziy diagramos yra panaSios. Atlikti
bandymai parode¢, jog krakmolo ir baltymy elgesys paveikus slégiu ir temperatira yra labai
panasus, todél iSkyla klausimas ar visos makromolekulés | aukSta slégi reaguoja panasiai.

(Heremans and Smeller 1998)
2.5.9Tirio poky¢iai ligandams jungiantis prie baltymy

Chemineés reakcijos tiirio pokyc€ius galima nustatyti dviem biidais: 1) atlikti dilatometrinius
bandymus (tiesioginis tirio pokyCio matavimo budas) arba 2) Zinant jungimosi konstanta,
apskaiciuoti pagal lygti:

_RTdInK,
dp

AV =

¢ia K; — ligando jungimosi pusiausvyros konstanta.

Nustatant baltymo lydymosi temperatiros ir van Hofo entalpijos pokyc¢ius (atitinkamai AT, ir
AH.n) dél pakitusio slégio, pagal Klapeirono lygti galima apskaiciuoti tiirio pokyti baltymui
denatiiravus (Dubins et al., 2000) :

AV, = (8Tm j AH .

oP ) T

Nustacius iSsisukusiy baltymo ir baltymo ligando kompleksy tiiriy pokycius (atitinkamai AVp, (P)
ir AVp (PL)) galima apskaiciuoti ligandy jungimosi ttirio pokyti :
AV = AV, (P)—-AV,(PL)
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Pirmieji tiirio pokyciai jungiantis deguoniui ir etilizocianatui prie ferohemoglobino (Johnson ir
Schlegel, 1948; Suzuki et al., 1972) buvo atlikti, nustatant auksSto hidrostatinio slégio itaka
jungimosi konstantai. I$ jos apskaiCiuoti ligandy jungimosi tiirio poky¢iai: deduonies AV=0,
etilizocianato AV=-23 ml/mol.

Eksperimentais su ribonukleazés A ir dviem prie jos besijungianciais ligandais (3-CMP, 2-CMP)

buvo parodyta jungimosi tiiriy pokyciy priklausomybé nuo temperattros (8 pav.) (Dubins et al.,

&0 T T T T T T

8 pav. Ligandy (2-CMP(e), 3-CMP
- (0)) jungimosi, prie ribonukleazes A,
- tiirio poky¢iy (nustatyty matuojant

ultragarso greitj) priklausomyb¢ nuo

\

AV, ecm *mol *

temperatiros (Dubins et al., 2000).
20 - d ]
e
o+ I 4
_zn 1 1 1
10 20 30 40 50
T.°C

2000). Prie didesnés temperatiiros ligandy jungimosi tiiriy poky¢iai yra didesni. Jungiantis 2'-
CMP prie ribonukleazés A, AV padidéja nuo 19+ 15 cm® mol™, esant 18 °C iki 35 + 15 cm® mol™,
esant 40 °C, ir jungiantis 3-CMP, AV padidéja nuo 22 + 15 ¢m® mol”, esant 18 °C iki 43 +15 cm’
mol™, esant 40 °C (Dubins et al., 2000)(Prehoda, Mooberry et al. 1998).

2.5.10Baltymo — ligando komplekso lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo slégio

Ligandai stabilizuojantys baltymus, esant atmosferos slégiui, padidina baltymo lydymosi
temperatiirg. Taciau {domu, kaip vykty ty paciy ligandy jungimasis ir baltymy stabilizavimas,
esant aukStam slégiui? 9 pav. pateikta ribonukleazés A ir jos komplekso su ligandais, lydymosi
temperatiiros priklausomybé nuo slégio. Esant atmosferos slégiui ribonukleazé¢ A lydymosi
temperatiira (T, = 60.5+0.2 °C) yra zemesné negu 2'-CMP-Ribonukleazés A (T, = 62.9+0.3 °C) ,
ar 3-CMP- ribonukleazés A (Tn = 61.5£0.4 °C) kompleksy. Veikiant Ribonukleaze A ir jos
kompleksus su ligandais aukstu slégiu iki 1000 bar, buvo pastebétas stabilizuojantis slégio

poveikis, o prie slégio didesnio uz 1000 bar lydimosi temperatiira mazéja (Dubins et al, 2000).
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9 pav. Lydymosi temperatiiros,
T > priklausomybé nuo slegio:

ribonukleazés A (m), 2'-CMP-
<+ Ribonukleazés A komplekso

(@), ir 3-CMP- ribonukleazés A
komplekso (O) (Dubins et al.,
2000).
0 500 1000 1500 2000 2500
Pressure, bar
3. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI
3.1 Naudotos medZziagos
Darbe naudotos medziagos nurodytos 3.1.1 lenteléje.
3.1.1 Lentelé. Darbe naudoti reagentai.
Gamintojas Produktas
Sigma Acetazolamidas, bCAII, DMSO.
Aldrich Chem.Co 8-anilino-1-naftaleno sulfonato amonio druskos
hidratas (ANS)
NaH2P04*H20
EM Science
Serva Feinbiochemica Na,HPO,*2H,O

Biotachnologijos institutas, Biotermodinamikos
ir vaisty tyrimo laboratorija

rhCAI Hsp90N, VD5, VD6, VD20

3.2 Tirpaly ruoSimas
Baltymy tirpaly ruoSimas.

CA tirpalo ruoSimas
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Buvo ruoSiamas 3 pM baltymo tirpalas, kurj sudaré: 3 pM bCAIL, 50 uM ANS, 0-400 uM
pasirinkto ligando, 0-1% DMSO ir 2,7 ml 100mM fosfatinio buferio (pH=7). Prie§ ruoS$iant
tirpala baltymo koncentracija nustatoma spektrofotometru, matuojant tirpalo sugerti prie 280nm.
Hsp90N tirpalo ruoSimas

Hsp90N ekspresuotas ir grynintas Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje. Buvo
ruoSiamas 10 pM Hsp90N buferinis tirpalas (10 uM Hsp90N, 50 uM ANS (tirpintas vandeny),
2% DMSO, 10mM Bis-Tris buferis, pH=7).

Buferiniy tirpaly ruoSimas.

Eksperimentuose naudoti 4 raiSiy buferiai: fosfatinis, acetatinis, Tris-HCI ir Bis-tris. Fosfatinio ir
acetatinio buferiy komponenty kiekiai, norimai koncentracijai ir pH, apskaiciuoti pagal
Hendelsono-Haselbacho lygti. Eksperimentuose naudoti S0mM buferiy koncentracijos. Paruosty

50mM Tris buferiy pH buvo privedamas prie norimos vertés su HCI ar NaOH.

3.3 Baltymy temperatirinés denatiiracijos poslinkio fluorescencinis metodas

Tiriant baltymo temperatiirini stabiluma fluorescenciniu metodu buvo naudojamas ISS
fotonus skaiciuojantis spektrofluorimetras (ISS PC1 Photon Counting spectrofluorometer) ir
vandens kaitinimo vonelé. Kiuvetéje matuota temperatiira K tipo termoporu TFN520 (Embro
Electronic GmbH& Co KG, Germany) +0.2 °C tikslumu. Kaitinant, 3 ml stikling kiuvetg, su
paruostu baltymo tirpalu, iki 85 °C (1,5 °C/min grei¢iu) matuojama 510 nm ANS fluorescencija.

Fluorimetru  uzfiksuoti  baltymo iSsisukimo fluorescenciniai duomenys yra
aproksimuojami Zemiau pateikta funkcija (6), naudojant Levenberg-Marquardt algoritmas,
kvadraty sumai minimizuoti, ir tokiu biidu nustatomi baltymo iSsisukimo parametrai: Tm,

i$sisukimo entalpijos pokytis ir kiti (placiau zitirékit teoringje dalyje).

B T_T Yor, —Yer, +(My+m )T -T,)
Yoy=Yer, T me (T - m)+1+e(AUHTr+AUCp(T—Tr)—T(AUSTr+AUCp In(T/T,)))/RT (6)

3.4 Jungimosi konstantos nustatymas

Nustatyty baltymo ir baltymo-ligando kompleksy Tm verciy priklausomybé nuo ligando
koncentracijy yra aproksimuojama teorinio modelio (14) kreive, nustatant baltymo-ligando

jungimosi konstanta.
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L = (1 ~ e (AyHr, +A4C, (T=T,)-T (AySy, +A4C, In(T/T,)))/RT )[i_’_ 1 J
b

t 2 e {agHr, +84Cy (T=T, -T(Ay Sy, +A,C, In(T/T,)))/RT K
(15)

3.5 Sléginis fluorimetras

Sléginiai eksperimentai buvo atlikti su ISS PC1 fotonus skai¢iuojanciu spektrofluorimetru (ISS
PC1 Photon Counting Spectrofluorimeter, USA), prie kurio prijungta slégin¢ kamera su
safyriniais stiklais, atspariais hidrostatiniam slégiui iki 400 MPa. Kamera plieniniais vamzdeliais
sujungta su barometru ir slégine rankine pompa. Slégis kameroje gali buti didinamas maksimaliu

40 MPa zingsniu, po kurio reikia 5 min leist safyriniams stiklams prisitaikyt prie pakitusio slégio.

3.6  Sléginés baltymy denatuiracijos nustatymas

Baltymo tirpalas yra supilamas i apvalia, 0,5 ml, stikling kiuvetg, kuri sandariai uzdaroma slégiui
atsparia plévele (Dura Seal, USA). Kiuvet¢ istatoma { sléging kamera, kuri pripildyta labai
Svaraus distiliuoto vandens. Uzdarius kamera, slégine pompa yra pasalinami oro burbulai
susidarg sléginéje sistemoje. Sukant pompa zingsneliais po 20 MPa/2min, fluorimetru zadinant

baltymo tirpale esantji ANS 380nm $viesa, matuojama 480nm fluorescencija.

3.7 Temperatirinés denatiiracijos eksperimentai, esant aukStam slégiui

Eksperimentai atliekami sléginiu fluorimetru aprasytu 3.4 skyrelyje. Sléginé kamera kaitinama
vandens $ildymo vonele 2°C/min greiciu ir termoporu kas 10 s fiksuojama iSoré sléginés kameros
temperatiira, kuri 8 °C didesné nei kiuvetéje, esancioje kameros viduje. Slégine pompa sudarius
kameroje norima slégi (paprastai 20, 40, 60, 80, 120, 160, 200 MPa) baltymo tirpalas yra
kaitinamas nuo 25 °C iki 90 °C, ir viso kaitinimo metu, zadinant tirpala 380nm $viesa, matuojama
480nm ANS fluorescencija. Uzfiksuoti fluorescenciniai duomenys maziausiu kvadraty metodu
aproksimuojami teorinio modelio kreive (6), nustatant baltymo i$sisukimo parametrus ir lydimosi

temperatura (Tm).

3.8 Duomeny apdorojimas ir analizé

Gauti fluorescenciniai duomenys apdorojami Microsoft Office Exel 2003 programa.
Teorinés kreivés (6) artinimui prie eksperimentiniy duomeny ir funkcijos (6) parametry

nustatymui buvo naudojamas Levenberg-Marquardt algoritmas, kvadraty sumai minimizuoti.
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4. EKSPERIMENTU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
4.1 Sulfonamidiniy slopikliy jungimasis su bCAII, esant atmosferos slégiui

Eksperimentai atlikti su 5 sulfonamidais (CA inhibitoriais): acetazolamidu,
pentafluorbenzensulfonamidu (PFS), VD5, VD6, VD20 (4.1.1.1 pav.). Sie ligandai stabilizuoja
CA, padidindami jo lydymosi temperatira (Tm). bCAII stabilizavimas sulfonamidais buvo
nustatytas temperatiirinés denatiiracijos poslinkio fluorescenciniu metodu (apibtudintas 3.3
skyrelyje). Baltymo tirpale esan¢io ANS fluorescencija buvo matuojama ISS PC1 fluorimetru,
kaitinant tirpala nuo 25 iki 85 °C, 2 °C/min grei¢iu. Kiekvienu nauju bandymu sulfonamidy
koncentracija didinama atitinkamai iki: 1.6; 3.125; 6,25; 12.5; 25; 50; 100 uM; kai kuriy iki 200;
400uM. Lyginant nustatytas baltymo iSsisukimo tranzicijas, nesant ir esant skirtingos
koncentracijos sulfonamidams, pastebimas Tm padidéjimas, kuris rodo, jog inhibitorius,
jungdamasis prie natyvaus baltymo, keicia iSsisukimo reakcijos pusiausvyra natyvaus baltymo

susidarymo kryptimi.

ACZ F F
0=5=0
H2N Ozs@R pl'le
PFS
VDS/ VD6/ VD20

4.1.1.1 pav. Tirty sulfonamidy, kurie jungiasi prie bCAII, strukttrinés formulés:
acetazolamidas (ACZ), pentafluorbenzensulfonamidas (PFS), VD5, VD6 ir VD20.
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4.1.2Acetazolamido-bCAII jungimasis

Tiriant acetazolamido ir bCAII jungimasi, gautos fluorescencijos kreivés, esant
skirtingoms acetazolamido koncentracijoms (4.1.2.1 pav.). Baltymo tirpale (3 uM, 0-400 uM
ACZ istirpintas DMSO, 50 uM ANS, 50mM fosfatinis buferis, pH=7) didinant acetazolamido
koncentracija pastebimas fluorecenciniy kreiviy poslinkis { aukstesnés temperatiiros sritj. Sis
reiSkinys stebimas, nes prisijunggs acetazilamidas stabilizuoja bCAII ir padidina baltymo Th.
Kuo tirpale didesné ACZ koncentracija, tuo didesné tikimybé susidaryti bCAII-ACZ kompleksui
tod¢l bCAII tranzicija slenkasi | aukStesnés temperatiiros sriti. Fluorescencinius duomenis
aproksimuojant teoriniu modeliu (Zitireti metodikoj (6)), buvo nustatytos baltymo lydymosi
temperatiiros (Tn), esant skirtingai ligando koncentracijai. T. priklausomybg nuo ligando

koncentracijos aproksimuojant teorinio modelio (14) kreive, nustatyta K, = 3,5¥10° M (4.1.2.2

pav.).
19000
= 17000 -
3 OuM
€ 15000 |
b - ——--8.25
< 13000 - 12.5uM
= {
§ 11000 | \ 25uM
@ 50uM
s 90001 —100uM
L 7000
M
5000 T T T T T
250 350 450 550 650 750
Temperatiira, °C

4.1.2.1 pav. b-CAII temperatiirin¢ denattiracija esant skirtingoms acetazolamido
koncentracijoms: 0 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 50 uM, 100 pM.
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4.1.2.2 pav. Jaucio II karboanhidrazés (bCAII) lydymosi temperatiiros (Tm) priklausomybé
nuo acetazolamido (ACZ) koncentracijos (Lt). Taskai Zymi eksperimentinius duomenis, o per
juos nubrézta teoriné kreive. Acetazolamido jungimosi konstanta K= 3,5x 10° M,
disociacijos konstanta K4 = 0,3 uM, iSsisukimo entalpija A,Hr = 170 kcal/mol, kai baltymo
koncentracija P, = 3.4 uM.

4.1.3 Pentafluorbenzensulfonamido (PFS)-bCAII jungimasis

Tiriant pentafluorbenzensulfonamido (PFS) itaka bCAII temperatiiriniam stabilumui,
Kaitinant bCAII tirpala (3,4 uM, 0-400 uM PFS istirpintas DMSO, 50 uM ANS, 50mM fosfatinis
buferis, pH=7) iki 80°C, uzfiksuotos fluorescencijos kitimo kreivés (pav.4.1.3.2), kuriose
nustatytos bCAII Ty, vertés, esant skirtingai PFS koncentracijai. Didinant ligando koncentracija
fluorescencijos kreivés slenkasi i auktesnés temperatiros sritj. Sis poslinkis rodo bCAII
stabilizavima, todél baltymas denatiiruoja aukstesnéje temperatiroje. IS bCAII T,, priklausomés

nuo PFS koncentracijos, nustatyta jungimosi konstanta, K,= 2.5 x 10°M™ (4.1.3.3 pav.)

4.1.3.1 lentelé. bCAII Tm, esant skirtingai PFS koncentracijai tirpale.
PFS konc., uM 0 3,125 6,25 12,5 50 100 200 400

Tm, °C 62,82 64,98 66,03 66,75 68,78 69,71 70,55 71,55
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4.1.3.2 pav. Jaucio II karboanhidrazés (bCAII) temperatiiriné denatiiracija ir
pentafluorbenzensulfonamido itaka stabilizuojant baltyma. Atitinkamai didinant ligando
koncentracija (0 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 50 uM, 100 uM, 200 puM, 400 pM)
stebima fluorescencijos kreiviy slinktis | aukStesnés temperatiiros sritj.

76
74 A
72 A
70 A
68 -
66 -
64
62 -
60 -

58 T T T T T
1.00E-08 1.00E-07 1.00E-06 1.00E-05 1.00E-04 1.00E-03 1.00E-02

LOG[Lt],M

Tm,°C

4.1.3.3 pav. bCAII lydymosi temperatiiros (Tw) kitimas priklausantis nuo
pentafluorbenzensulfonamido (PFS) koncentracijos (L.). Taskai Zymi eksperimentinius
duomenis, o per juos nubrézta teorin¢ kreive. Nustatyta PFS jungimosi konstanta Ky,= 2.5 x
10°M™, disociacijos konstanta K4 = 0.4 uM, issisukimo entalpija A,Hr, = 170 kcal/mol, kai
baltymo koncentracija P, = 3.4 uM.
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4.1.4VDS - bCAII jungimasis

Tiriant bCAIIL, VD5 jungimasi, kaitinant tirpala (3,4 uM, 0-400 uM VD5 istirpintas DMSO, 50
uM ANS, 50 mM fosfatinis buferis, pH=7) iki 80 °C, 2 °C/min grei¢iu, buvo matuojama ANS
fluorescencija. Didinant ligando koncentracija fluorescencijos kreivés slenkasi 1 aukStesnés
temperatiiros sritj (4.1.4.1 pav.). Sis poslinkis rodo bCAII stabilizavima, todél baltymas
denatiiruoja prie aukStesnés temperatiiros. I§ gauty fluorescenciniy kreiviy buvo nustatytos
baltymo lydymosi temperattiros (Tm), esant skirtingoms ligando koncentracijoms. Esant VD5
koncentracijoms iki 12,5 uM nebuvo pastebétas reikSmingas Tm pokytis. Tik prie 12,5 uM ir
didesniy VDS koncentracijy Tm pastebimai skyresi nuo kontrolés: 62°C (0uM); 64,7 °C
(12,5uM); 64,8 °C (50uM); 67 °C (100uM); 67,8 °C (200uM); 69,7 °C (400uM). Baltymo
lydymosi temperatiiros priklausomybg nuo VD5 koncentracijos, aproksimuojant teorine kreive
(14) (4.1.4.2 pav.), nustatyta jungimosi konstanta: K,= 5x10°M™. 4.1.3.1 pav. kreivése mazéjanti
fluorescencija iki baltymo tranzicijos ir po tranzicijos néra gerai suprasta. Paprastai aiSkinama,

jog po baltymo tranzicijos fluorescencija yra slopinama dél greitesnio tirpalo daleliy Siluminio

judéjimo.
14000
OuM
12000 { = _ 50uM
. S 100uM
> Y
# 10000 | - ALY
S = = = .400uM
2
S 8000 -
o
(]
<
S 6000 -
=
L
4000
2000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
25 35 45 55 65 75
T, °C

4.1.4.1 pav. Jaucio II karboanhidrazés (bCAII) temperatiirinis
stabilizavimas, esant skirtingos koncentracijos (0 uM, 12,5 uM, 50 uM,
100 uM, 200 puM, 400 uM) VDS slopikliui.
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4.1.4.2 pav. Jaucio II karboanhidrazés (b-CAII) lydimosi temperatiiros (Tm) kitimas
priklausantis nuo vd5 koncentracijos (L;).TaSkai Zymi eksperimentinius duomenis ir per juos
nubrézta teoriné kreivé. Vd5-baltymas jungimosi konstanta K= 5x10° M, disociacijos
konstanta Kq= 2 uM, i$sisukimo entalpija AuHr. = 170 kcal/mol, baltymo koncentracija P; =
3.4 uM.

4.1.5VD6 - bCAII jungimasis

Tiriant bCAII, VD6 jungimasi, kaitinant tirpala (3,4 pM, 0-400 uM VD6 istirpintas DM SO,
50 uM ANS, 50 mM fosfatinis buferis, pH=7) iki 80 °C, 2 °C/min grei¢iu, buvo matuojama ANS
fluorescencija. Didinant ligando koncentracija fluorescencijos kreivés slenkasi i1 aukStesnés
temperatiiros sriti (4.1.5.1 pav.). Sis poslinkis rodo bCAII stabilizavima, todél baltymas
denatiiruoja prie aukStesnés temperattros. IS gauty fluorescenciniy kreiviy buvo nustatytos
baltymo lydymosi temperatiiros (Tm), esant skirtingoms ligando koncentracijoms. Baltymo
lydymosi temperatiiros priklausomybe nuo VDS koncentracijos, aproksimuojant teorine kreive

14) (4.1.5.2 pav.), nustatyta jungimosi konstanta: Ky=0,7x10°M""'.
( p yta jung
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4.1.5.1 pav. Jaucio II karboanhidrazés (bCAII) stabilizavimas, esant skirtingos koncentracijos
(0; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 uM) vde.

72

70 -

68 -

62

60 T T T T
1,E-08 1,E-07 1,E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03

log[vg6],M

4.1.5.2. Jaucio II karboanhidrazés (bCAII) lydimosi temperatiiros (T) kitimas priklausantis
nuo vdo6 koncentracijos (L;).Taskai Zymi eksperimentinius duomenis per kuriuos nubrézta teoriné
kreivé. VD6 jungimosi konstanta K,= 7 x 10°M™, disociacijos konstanta K4 = 1,4 pM, issisukimo
entalpija AJHr = 170 kecal/mol, baltymo koncentracija P, = 3.4 uM.
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4.1.6VD20 — bCAII jungimasis

Tiriant bCAIL, VD20 jungimasi, kaitinant tirpala (3,4 puM, 0-400 uM VD20 istirpintas
DMSO, 50 uM ANS, 50 mM fosfatinis buferis, pH=7) iki 80 °C, 2 °C/min grei¢iu, buvo
matuojama ANS fluorescencija. Didinant ligando koncentracija fluorescencijos kreives slenkasi {
aukstesnés temperatiiros sriti (4.1.6.1 pav.). Sis poslinkis rodo bCAII stabilizavima, todél
baltymas denattiruoja prie aukStesnés temperattros. 1§ gauty fluorescenciniy kreiviy buvo
nustatytos baltymo lydymosi temperatiiros (Tm), esant skirtingoms ligando koncentracijoms.
Baltymo lydymosi temperatiiros priklausomybe nuo VD20 koncentracijos, aproksimuojant

teorine kreive (14) (4.1.6.2 pav.), nustatyta jungimosi konstanta: Ky= 6x10° M.

6000 | 0 uM w20
>
= — —6.25uM
< - - - .50uM
©
c
o
3 -
i 4000 -
S
o
=
R e
N R e e e -
2000 ‘ \ \ \ \
30 40 50 60 70 80
T, oC

4.1.6.1 pav. Jaucio II karboanhidrazés (bCAII) temperatiiriné denatiiracija ir vd20 jtaka
stabilizuojant baltyma, kai ligando koncentracija tirpale:0 uM, 6,25 uM, 50 uM, 100 pM.

40



76
74
72 -
70 -
68 -
66 -
64 |
621 = u
60 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1E-08  1E-07 0.000001 0.00001 0.0001  0.001 0.01
Log[Ly, M

Tm, oC

4.1.6.2 pav. Jaucio II karboanhidrazés (bCAII) lydimosi temperatiiros (Tw) kitimas
priklausantis nuo vd20 koncentracijos (L;).Taskai zymi eksperimentinius duomenis ir per
juos nubrézta teoriné kreive. VD20-bCAII jungimosi konstanta K= 6x 10° M, disociacijos
konstanta Kq = 1.7 uM, kai iSsisukimo entalpija A,Ht = 170 kcal/mol ir baltymo
koncentracija P, = 3.4 uM.

4.1.7bCAII- sulfonamidiniy slopikliy jungimosi palyginimas
IStirtas penkiy sulfonamidy jungimasis su bCAII ir nustatytos jungimosi konstantos
(eksperimenty atlikimas apibiidintas prie§ tai pateiktuose skyreliuose). Rezultatai pateikti 4.1.7.1

lenteléje. Skirtingy sulfonamidy Tm veréiy priklausomybé nuo ligando koncentracijos,

eksperimentiniai duomenys aproksimuoti teorinio modelio kreive (14) pateikti 4.1.7.2 paveiksle.

4.1.7.1 lentelé. bCAII- sulfonamidiniy slopikliy jungimosi konstantos ir i§sisukimo

entalpijos.
Sulfonamido Jungimosi konstanta | Disociacijos konstanta | ISsisukimo entalpija
pavadinimas (x10°M™ (uM) (kcal/mol)
ACZ 3,5 0,3 170
PFS 2.5 0,4 170
VD5 0,5 2 170
VD6 0,7 1,4 170
VD20 0,6 1,7 170
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4.1.7.2.pav. bCAII Tm kitimo priklausomybé nuo skirtingy sulfonamidy: (#) ACZ, (A)

PFS, (m) VD6, koncentraciju (L).
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4.2 Sléginiai eksperimentai
4.2.1Slégio jtaka ANS fluorescencijai, esant DMSO

Didinant ANS tirpalo (60mM acetatiniame buferyje, kai pH=4, esant 0-3% DMSO, 50 uM ANS),
su skirtingu kiekiu DMSO, slégi buvo matuojama fluorescencija. Slégis didinamas Zingsniais kas
2 minutes po 20MPa ir ISS PC1 spektrofluorimetru (ISS PC1 Photon Counting
Spectrofluorometer) Zadinant ANS tirpala 380nm Sviesa, matuojama 480 nm fluorescencija.

Eksperimentu noréta nustatyti kaip nedideli DMSO kiekiai buferiniame tirpale itakoja ANS
fluorescencijos kitimo priklausomybe¢ nuo slégio. Pastebéta, jog nesant DMSO, didinant slégj iki
380 MPa, ANS fluorescuoja didéja, o esant 3% DMSO, ANS fluorescencija mazéja iki 300MPa,
o aukstesniame slégyje beveik nekinta (4.2.1.1 pav.). Fluorescencijos didé¢jimas acetatiniame

buferyje, nesant DMSO, galéjo ivykti, dél slégiu sukelto, buferio pH pokycio.

8000

—a—3% DMSO
78001 1, 539 pumso
7600 —=—0%DMSO

Fluorescencija, s.v.

6000 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Slegis, MPa

4.2.1.1pav. Slégio itaka ANS fluorescencijai acetatiniame buferyje, kai pH=4, esant DMSO.
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4.2.2ANS fluorescencijos kitimas skirtinguose tirpikliuose, kintant slégiui

Buvo paruosta 50 uM ANS tirpalas skirtinguose tirpikliuose: vandeny, etanolyje ir DMSO. Slégis
buvo didinamas kas 2 minutes po 20MPa ir ISS PC1 spektrofluorimetru matuojama 480 nm
fluorescencija.

Eksperimentu noréta nustatyt aukSto slégio jtaka ANS fluorescencijai skirtinguose tirpikliuose.
Veikiant ANS tirpala slégiu iki 360 MPa, pastebéta, jog vandeny ANS fluorescencija nezymiai
mazeja iki 150 MPa, o prie aukstesnio slégio nezymiai did¢ja, etanolyje - smarkiai mazéja, o

DMSO — didéja iki 150 MPa ir Zenkliai mazéja prie aukstesnio slégio (4.2.2.1 pav.).

Fluorescencija

—e— 50uM ans vandeny
2000 | —=— etanolyje Fluor x 20
1500 4 | —*—DMSO Fluor x 60

1000 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400

slégis, MPa

4.2.2.1 pav. ANS, esancio skirtinguose tirpikliuose, fluorescencijos priklausomybé nuo slégio.
Fluor (fluorescencija)x 20, reiskia, jog ANS fluorescencija 20 karty intensyvesné, nei
pavaizduota paveiksle.

4.2.3DMSO jtaka CA sléginei denaturacijai

Norint nustatyti DMSO itaka karboanhidrazés (CA) sléginei denatiiracijai, buvo matuojama
fluorescencija didinat slégj iki 320MPa. Tiriama baltymo tirpala sudaré: 3 uM CA, 50uM ANS,
0-3.5% DMSO, 50mM acetatinis buferis, pH=4 buvo veikiamas slégiu, ir fiksuojama 480nm
fluorescencija. Pastebéta, jog 2.3% DMSO, smarkiai mazina CA tirpalo fluorescencija, o kai

tirpale yra 3.5% DMSO, pastebimo fluorescencijos kitimo nebelieka (4.2.3.1 pav.).
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4.2.3.1 pav. DMSO ijtaka 3 uM CA tirpalo (3 uM CA, 50 uM ANS, 0-2.3% DMSO, 50mM
acetatinis buferis, pH=4) denatiiracijai.

4.2.4CA sléginé denatiuracija, esant acetazolamidui

Veikiant karboanhidrazés (CA) tirpala (3 uM CA, 50 uM ANS, 2.3% DMSO, 0-100 uM
acetazolamido (ACZ), 50mM acetatinis buferis, pH=4) aukStu slégiu iki 400 MPa buvo
uzfiksuotos ANS fluorescencijos kitimo kreivés, panaSus { baltymo iSsisukimo tranzicija (4.2.4.1
pav.). Fluorescencijos kreivése su ACZ pastebéta, jog kuo tirpale daugiau acetazolamido tuo
slegiamas baltymas labiau stabilizuojamas ir iSsisukimo tranzicija slenkasi i aukstesnio slégio
srit] (4.2.4.1 pav.). Tad ACZ stabilizuoja ne tik temperatiira veikiama CA, kaip buvo parodyta

anksciau, bet ir apsaugo nuo sléginés denatiiracijos.
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4.2.4.1 pav. CA sléginé denattiracija, esant skirtingos koncentracijos (0; 12.5; 25; 100uM)
acetazolamidui.

4.2.5GuanCl jtaka Hsp90N sléginei denatiiracijai.

Hsp90N nedenatiiruoja veikiant aukstu slégiu iki 400 MPa. Sio baltymo issisukimo tranzicija,
panasia 1 temperatiira veikiamo baltymo tranzicija, pavyko uzfiksuoti naudojant iki denattiracing
0,3 M GuanCl koncentracijq ir auksta slégi iki 400 MPa (4.2.5.2 pav.). Naudojant mazesng
GuanCl koncentracija nustatyta nepilna, o su didesniu GuanCl kiekiu nuo 0,6-0,8 M sunku
pasakyti ar matoma nepilna, ar pakitusi baltymo tranzicijos forma (4.2.5.1 pav.). Temperatiirinés
denatiiracijos metodu nustatyta, jog Hsp90N denatiiruoja esant 0,9-1M GuanCl, tad 4.2.5.1 pav.
matomos denatiiravusio baltymo fluorescencijos poky¢iai. Atliekant sléginés Hsp90N
denattracijos eksperimentus, slégis buvo didinamas zingsniais po 20MPa kas 2min. Tiriama

tirpala sudaré: 3 uM Hsp90N, 50 uM ANS, 10mM Bis-tris buferis, pH=7 ir 0.1-1 M GuanHCI.
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4.2.5.1pav. Hsp90N tirpalo(3 uM Hsp90N, 56 uM ANS, 10mM Bis-tris buferis, pH=7, 0.6-1
M GuanCl) fluorescencijos priklausomybé nuo slégio, esant skirtingai GuanCl koncentracijai.
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4.2.5.2 pav. Hsp90N tirpalo(3 pM Hsp90N, 50 uM ANS, 10mM Bis-tris buferis, pH=7, 0-0.3
M GuanCl) fluorescencijos priklausomybé nuo slégio.
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4.2.6rhCAI Tm Kkitimo priklausomybé nuo slégio ir METZ

Norint nustatyti slégio poveiki thCAI ir hCAI-METZ komplekso lydymosi temperatiiry kitimui,
buvo atlikti sléginiai temperatiirinés denatiiracijos eksperimentai. Tiriamas tirpalas (3uM rhCAl,
50 uM ANS, 50mM fosfatinis, buferis (pH=7), 1,8% DMSO, 0-200 uM METZ), suspaustas iki
norimo pastovaus slégio, kaitinamas iki 85°C ir viso kaitinimo metu, Zadinant tirpala 380nm
Sviesa, matuojama 480 nm fluorescencija. Gauti fluorescenciniai duomenys aproksimuojami
teoriniu modeliu (6), nustatant Tm.

Tirpale nesant METZ, aukStas slégis iki 40 MPa stabilizuoja temperatiira denatiiruojama rhCAlI,
4 °C padidindamas Tm, taciau toliau didinant slégj iki 160 MPa lydymosi temperatiira islicka
nepakitusi, o nuo 160 iki 200 MPa Tm vél nezymiai (per 1 °C) padidéja (4.7.1.1). Auksto slégio
stabilizuojamaji poveiki; galima aiSkinti literatiiroje aptiktu pasteb¢jimu, jog padidé€jusi
temperatira padidina iSsisukusio baltymo sistemos turi daugiau nei susisukusio (Desai, Panick et
al. 1999), o slégiu yra skatinama reakcija, kurios metu sistemos tiiris sumazéty. Eksperimentais
su citochromu c, taip pat buvo pastebéta, jog aukstas slégis iki 2200 bar stabilizuoja temperattira
veikiama baltyma, padidindamas jo lydymosi temperatiira per 13 °C (kai pH=4.3) (Dubins, Filfil
et al. 2003)

Tiriama tirpala su pasirinkta 6,25-12,5 uM METZ koncentracija, veikiant slégiu iki 200 MPa
pastebétas thCAI — METZ komplekso stabilizavimas per 9-7 °C, suslégta tirpala denatiiruojant
auksta temperatiira iki 80 °C (4.2.6.1 pav.; 4.2.6.2 laetel¢). Tripalo su 50-100 uM METZ,
stabilizuojamasis slégio poveikis buvo pastebétas iki 160MPa, o tirpala suslégus iki 200 MPa ir
kaitinant iki 80 °C buvo pastebétas thCAI — METZ komplekso nedidelis destabilizavimas, kai Tm
sumazéjo per 0,5 °C, lyginant su Tm prie 160 MPa (4.2.6.1 pav.; 4.2.6.2 laetele). Siy
eksperimenty rezultatai leidzia teigti, jog aukstas slégis nezymiai stabilizuoja thCAI ir smarkiai

stabilizuoja thCAI — METZ kompleksa.
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4.2.6.1pav. rthCAI ir komplekso su METZ, Tm priklausomybé nuo slégio, kai tirpale skirtinga
METZ koncentracija (OuM (¢), 6,25 uM (*), 12,5 uM (@), 50 uM (A ), 100 uM (m))
4.2.6.2 lentelé. rhCAI Tm vertés prie atmosferos ir auksto
slégio, kai tirpale skirtinga METZ koncentracija.
Tm, °C, kai atitinkama METZ koncentracija (uM):
P,
MPa 0 6,25 12,5 50 100
0,1 61,08 63,75 66,89 67,34 69,04
40 64,01 66,65 68,91 70,77 71,37
80 63,49 70,54 71,86 72,65 73,25
120 63,59 70,06 71,50 74,05 74,75

160 63,72 72,10 73,55 75,38 76,22
200 64,99 72,85 74,64 73,98 73,93

4.2.7rhCALI jungimasis su metazolamidu (METZ), esant aukStam slégiui

Eksperimentu noréta nustatyti auksto slégio itaka rhCAI (rekombinantiné hCAI, 24 frakcijos) ir
METZ jungimuisi. Siam tikslui thCAI-METZ tirpalas (3uM rhCAI, 50 uM ANS, 50mM
fosfatinis, buferis (pH=7), 1,8% DMSO, 0-200 uM) buvo kaitinamas iki 85°C, esant aukStam
slégiui. Viso kaitinimo metu, tirpalas buvo Zadinamas 380nm Sviesa ir fiksuojama 480nm
fluorescencija. Fluorescencinius duomenis aproksimavus teorine kreive (6), nustatytant Tm
vertes. Tm priklausomybés nuo METZ koncentracijos, eksperimentinius duomenis aproksimavus
teorine kreive (14) (4.2.7.2 pav.), nustatytos thCAI, METZ jungimosi konstantos (K,), prie
skirtingo slégio (4.2.7.1 lentel¢). Pastebétas 7 kart stipresnis thCAI ir METZ jungimasis, esant
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120MPa ir 20 kart stipresnis, esant 160 ar 200 MPa (4.2.7.1 lentel¢) lyginant su jungimusi , esant
atmosferos slégiui (4.2.7.1 lentelé).

Esant 200 MPa slégiui, buvo pastebétas rhCAI tirpalo isisotinimas METZ, kuomet didinant
METZ koncentracija nuo 12,5 iki 200 uM Tm nebekito, nors prie mazesnio slégio — didéjo
(4.2.7.2 pav.). Modelis (14), kuris buvo naudojamas nustatyti jungimosi konstanta ( K, ),
neapraso sistemos, kurioje pasiekiama tirpalo isisotinimo ligandu riba, tod¢l jungimosi konstanta
buvo nustatyta i§ did¢jancios Tm priklausomybés nuo METZ koncentracijos, ignoruojant

nekintancias Tm vertes (4.2.7.2 pav.).

4.2.7.1 lentelé. rhCAlI, jungimosi (Kb) ir disociacijos (Kd) konstantos, kai
i$sisukimo entalpija 170 kcal/mol.

Slégis (MPa) Ky, (x10°M™) K (UM)
0,1 5 0.2
40 3 0.3
120 50 0.02
160 170 0.006
200 110 0.009

80

78

x 0.1MPa

76 + 40 MPa

74 1 4 120 MPa

72 - = 160 MPa

& = 200 MPa
£
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X
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4.2.7.2 pav. thCAI Tm priklausomybe nuo ligando (METZ) koncentracijos, esant aukStam
slégiui.
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4.2.8Hsp90N temperatiriné denatiiracija, esant aukStam slégiui

Aukstu slégiu veikiama Hsp90N (ekspresuota biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje)
tirpala (8 uM Hsp90Nterm, 50 uM ANS (istirpintas vandeny), 10mM bis-tris buferis, pH=7),
denatiiruojant temperatiira iki 75 °C buvo pastebétas baltymo stabilizavimas iki 40 MPa ir
destabilizavimas, esant didesniam slégiui. (4.2.9.3 pav.). Aukstas slégis padidina tiriamo tirpalo
fluorescencija, iki 30 °C (4.2.8.1 pav.). Sis padidéjimas galéjo jvykti dél pakitusios baltymo
struktiros prie kurios prisijungé daugiau ANS molekuliy arba ANS molekulés pakitusioje
struktiiroje ,,surado* hidrofobiniy pavirSiy, kuriuose ANS fluorescuoja intensyviau. Keliant
suslégto tirpalo temperatira, dé¢l Siame darbe nenagrinéty priezasCiy, fluorescencija krinta iki

baltymo tranzicijos ir po jos (4.2.8.1 pav.). Aukstas slégis sumazina ir tranzicijos fluorescencija.
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4.2.8.1 pav. Slégio itaka Hsp90ON temperatiirinei denatiiracijai.
4.2.9Hsp90N - radisikolis komplekso temperatiiriné denaturacija, esant auksStam slégiui
Radisikolis stipriai stabilizuoja Hsp90 baltyma padidindamas per Tm per 13 °C, esant atmosferos
slégiui ir stabilizavimas dar daugiau padidéja, veikiant Hsp90N- radisikolio kompleksa aukstu

slegiu iki 160 MPa, kai radisikolio koncentracija 20 uM (4.2.9.2 pav). Suslégus Hsp90N,
radisikolio tirpala ( 8 pM Hsp90N, 20 uM radisikolis, 50 pM ANS, 10mM bis-tris buferis, pH=7)
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40; 80; 120; 160 MPa slégiu, ir ji kaitinant iki 95 °C buvo matuojama 480 nm fluorescencija.

Eksperimentiniuose duomenyse pastebéta, jog aukstas slégis mazina kaitinamo baltymo tirpalo

fluorescencija (4.2.9.1). Nustacius Hsp9ON — radisikolio komplekso Tm, pastebéta, jog aukstas

slegis iki 160 MPa stabilizuoja temperatira veikiama kompleksa, padidindamas Tm nuo 71 iki

77.4 °C (4.2.9.3). PanaSus slégio poveikis baltymo- ligando temperatiiriniam stabilizavimui,

pastebétas su karboanhidraze ir METZ (4.2.6. skyrelis).
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4.2.9.1 pav. Hsp90N-radisikolis komplekso temperatiiriné denatiiracija, esant 0.1; 40; 80; 120

MPa slégiui.

4.2.9.2 Lentelé. Hsp90N lydymosi temperatiiros (Tm) kitimas baltyma vaikiant slégiu, nesant

radisikolio (Tm1) ir esant 20 uM radisikolio (Tm2). ATm = Tm2 — Tml.

P,MPa | Tm1,°C | Tm2,°C | ATm, °C
0,1 57,0 71,0 14,0
20 58,3
40 57,7 74,6 16,8
60 56,2
80 55,1 76,3 21,1
120 53,4 76,4 23,0
160 54,3 77,4 23,1
200 54,4
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4.2.9.3 pav. Hsp90N Tm priklausomybé nuo slégio, esant OuM, 20 ir 200 uM radisikolio
koncentracijai baltymo tirpale.



ISVADOS

Tirtus bCAII sulfonamidinius slopiklius, pagal jungimosi konstanty reik§miy didéjima,
galima iSrikiuoti i eilg: ACZ >PFS >VD20 >VD6 >VD5

. Nedideli kiekiai (1-4%) DMSO auksto slégio eksperimentuose, gana smarkiai jtakoja
ANS fluorescencija.

. Did¢jant slégiui ANS fluorescencija vandeni nekinta, o DMSO ir etanolyje smarkiai
mazgja.

. Aukstu slegiu iki 400 MPa, esant nedidelioms GuanCl koncentracijoms, galima stebéti
Hsp90N issisukimo tranzicija.

Esant auksStam slégiui iki 200MPa rhCAI ir METZ jungimasis stipréja.

. Aukstas slégis padidina CA ir Hsp90N kompleksy su ligandais lydymosi temperatiiras.

. ACZ stabilizuoja slégiu veikiama karboanhidrazg.
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Baltymy — ligandy jungimosi tyrimai esant aukStam slégiui
SANTRAUKA

Temperatiirinés denatiiracijos fluorescenciniu metodu buvo tirtiama trijy baltymy (dvi karboanhidrazés
(CA) izoformos (bCAII ir thCAI) ir Hsp90N) saveika su ligandais, esant aukStam slégiui.
Karboanhidrazés yra fermentai katalizuojantys gyvybiskai svarbig anglies dvideginio virtima
angliariigSte reakcija. Gyvame organizme, jos aktyvumo sutrikimai sukelia jvairias ligas, tokias kaip
gliaukoma ir véZiniai susirgimai. Sio baltymo aktyvuma slopina sulfonamidiniai junginiai, kuriy
keletas naudojami kaip vaistai gliaukomos ir vézio gydymui. Siame darbe buvo tirtas seny ir naujai
sukurty sulfonamidiniy slopikliy jungimasis su CA, bei stebétas $io jungimosi kitimas, esant aukStam

slégiui.

Hsp90 yra Saperonas, dalyvaujantis naujai ekspresuoty baltymy ,.klienty* susisukime ir aktyvavime.
Hsp90 aktyvumo sutrikimai sukelia vézinius susirgimus, tod¢l kuriami vaistai mazinantys ju aktyvuma.
Vienas i$ geriausiai prie Hsp90 besijungianciy slopikliy yra radisikolis, kurio sintetiniai analogai gali
biiti naudojami kaip vaistai slopinantys Hsp90 aktyvuma. Siame darbe tirta Hsp90N sléginé
denattracija, bei Hsp90N ir jo komplekso su radisikoliu temperatiirinis stabilumas, esant auk§tam
slégiui. Parodyta, jog Hsp90N stabilumas sumazéja o Hsp90N-radisikolio komplekso padidéja esant
slégiui iki 200 MPa.

Verta paminéti, jog Sis darbas yra pirmasis, kuriame tiriamas CA ir Hsp90 sléginis stabilumas ir

ligandy jungimasis, esant aukstam slégiui.



Investigations of protein-ligand binding at high pressure
SUMMARY

Carbonic anhydrases (CAs) are wide - spread enzymes which play important physiological and patho —
physiological functions.The catalytical active isoforms are strongly inhibited by aromathic and
heterocyclic sulfonamides. Hsp90 is an abundant molecular chaperone involved in variety of cellular
processes ranging from signal transduction to viral replication. Overactivity of this protein course
cancer, which can be treated with chemical compouds like geldanamycin, radicicol or its derivatives. In
this work, CA and Hsp90N were used as model proteins to investigate its binding with ligands at high
pressure. This proteins havn‘t ever been explore at high pressure. In general, understanding the
molecular basis of protein stability starts with the thermodynamic characterization of temperature-,
pressure- and solvent - induced transition of proteins between thier native and their denatured
conformation. It was investigated and characterise the stability of CA and Hsp90N and its complexes

with specific ligand at high pressure by termal shift fluorescense assay.
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Padéka

Dékoju savo vadovui Daumantui Matuliui uz riipinimasi mano Ziniy, baltymy ir ligandy saveikos
tyrimuose, igyjimu ir skatinima moksliniam tobuléjimui, bei visam Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo

laboratorijos kolektyvui uz naudingus patarimus, suteiktas Zinias, darbinga ir draugiska atmosfera.

Dékoju savo Seimai uz riipinimasi mano i$silavinimu ir tvirta palaikyma rasant §i darba.
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