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PAVEIKSL U IR LENTELI U SARASAS

Uy

Paveikslo numeris Paveikslo pavadinimas Puslapi
1 Rekombinantinio kiagk augimo hormono aminayXiu seka 15
2 Erdvine rekombinantinio kAH strukira pagal baltymo kristalo 15

rentgenostrukiring analiz

3 Rekombinantinio audis augimo hormono aminag<iu seka 17

4 Teorire rekombinantinio audi#s augimo hormono erdvrstrukiira 18

5 Rekombinantinio Zmogaus augimo hormono antig&fiy seka 19

6 Erdviné rekombinantinio Zmogaus augimo hormono sfitktpagal 19
baltymo kristalo rentgenostrukine analiz

7 Zn** jungimosi vieta ?mogaus augimo hormono ir protakti 22
receptoriaus komplekse

8 Erdvine rekombinantinio Zmogaus augimo hormono st ir 23
metalo jono jungimosi vieta baltyme

9 0,05 mg/ml antros karboanhidégszir ANS tirpalo, esanfvairioms 24
metazolamido  koncentracijoms, kaitinto  1°C/min  tgi
fluorescencijos intensyvumai

10 Teorirgs titravimo kreivs esantvairioms c faktoriaus reikséms 30

11 50 uM E.coli tioredoksino izoterminio titravimo 50aM CdCl, tirpalu 31
kreivé (0,1 M MOPS, pH 7,5, injekuota pouf 25 °C temperatoje)

12 10 uM KaUreE izoterminio titravimo 0,63 mM Kli tirpalu kreiwe (0,1 32
M Tris-HCI, pH 7,45, 25 °C tempefabje)

13 Vario jony tirpalo izoterminio titravimo50 nM goazurino tirpalu 33
kreivé (pH 7,0, 25 °C tempef@bje)

14 Rekombinantini kiaules (A, D), audigs (B, E), Zmogaus (C, F) AH 50
grynumo jvertinimas SDS-PAGE (15 %) metodu (A, B, C) ir RP-
HPLC analize (koloélé ,Protein C4“, 250 x 4,6 mm, Vydac) (D, E,

F)

15 Rekombinantini kiauks (A), audigs (B), Zmogaus (C) augimo 51
hormony, esafiiy vandeniniuose tirpaluose, iSsivyniojimo tempamat
priklausomyt nuo dapoksil8 sulfonato koncentradij

16 Rekombinantini kiauls (A), audigs (B), Zmogaus (C) augimo 52

hormony iSsivyniojimo temperaty priklausomyBs nuo skirting 100
mM buferiniy tirpaly pH reikSmiy

6



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Rekombinantini kiaulés (A), audigs (B), Zmoagaus (C) augimo

hormony iSsivyniojimo temperairy priklausomylds nuo natrio
chlorido koncentracijos

Rekombinantini kiaules (A), audigs (B), Zmoagaus (C) AH
iSsivyniojimo temperatry priklausomylk nuo dimetilsulfoksido ir
glicerolio koncentracij

Rekombinantini kiaules (A), audigs (B), Zmoagaus (C) AH
iSsivyniojimo temperdiry priklausomylk nuo prictty reagent
koncentracij

Rekombinantinj kiauls (A), audigs (B), Zmogaus (C) augimo
hormon; esant 100 mM skirtinganijony ir jiems nesant iSsivyniojimo
temperairy skirtumai

Rekombinantinj kiauls (A), audigs (B), Zmogaus (C) augimo
hormonp esant 100 mM skirting katijony ir jiems nesant
iSsivyniojimo temperdiry skirtumai

Rekombinantini kiaulks (A), audigs (B), Zmogaus (C) augimo
hormon; esant 5 mM skirting katijony ir jiems nesant iSsivyniojimo
temperairy skirtumai

rkAH (A), raAH (B), rZAH (C) esant esant 5 mM redoky ir jiems
nesant iSsivyniojimo tempeiat; skirtumai

Rekombinantinio kiaws augimo hormono ir dapoksflosulfonato
komplekso flouorescencijos intensyvam priklausomylds nuo
temperairos nesant ir esant 10Q0, 62,5 uM, 3,9 uM ZnSQ, 50
mM Tris-HCI buferiniame tirpale, pH 7,5

Rekombinantinio kiads augimo hormono iSsivyniojimo tempenat
priklausomylés nuo skirting metal; jony koncentracip deSimtaini
logaritmy reikSmiy

Rekombinantinio audits augimo hormono iSsivyniojimo tempehai
priklausomylés nuo skirting metal; jony koncentracip deSimtaini
logaritmy reikSmiy

Rekombinantinio Zmogaus augimo hormono  iSsivyniojim

temperairy priklausomylés nuo skirting metal; jony koncentracij
deSimtaini; logaritmy reikSmiy

Skirtingy koncentracij rekombinantinio Zmogaus augimo hormono

iSsivyniojimo temperary priklausomylds nuo skirting cinko jom

58

59

60

62



koncentracij deSimtaini logaritmy reikSmiy

29 Skirtinge  koncentracif  rkAH  iSsivyniojimo  temperdiry 65
priklausomylés nuo skirting cinko jon; koncentracii deSimtaing
logaritmy reikSmiy

30 Skirtingy koncentraciy rekombinantinio audiés augimo hormono 66
iSsivyniojimo temperairy priklausomylés nuo skirting cinko
jony koncentraciy deSimtainy logaritmy reikSmiy

31 Rekombinantinio kiawk augimo hormono izoterminio titravimo 25 °C 68
temperairoje Zrf* integruoti duomenys

32 rkAH izoterminio titravimo 25 °C tempeiabje Zrf* pradiniai (galios 69
pokygiai) (A) ir integruoti (galios pok§iai perskadiuoti | Silumos
kiekio pokyius) (B) duomenys, esant optimalioms eksperimento
salygoms: baltymo koncentracija — 1@®, NaCl koncentracija — 50
mM, Zr** - 1000uM (injekuota kas 3 min. po 1), 50 mM Tris-HClI
(dializés) buferinis tirpalas, pH 7,5

33 Rekombinantinio audés augimo hormono izoterminio titravimo 25 70
°C temperatroje Zrf* pradiniai (A) ir integruoti (B) duomenys

34 Rekombinantinio Zmogaus augimo hormono izotermtitravimo 25 70

°C temperatroje Zrf* pradiniai (A) ir integruoti (B) duomenys

Lentelés numeris Lenteks pavadinimas Puslapis

1 Zmogaus antrosios apo-CA izoterminio titravimo katetrijos 34
metodu titruojant metal jonu tirpalais ir pusiausvirosios diatiz
metodu gauti parametrai

2 Ivairiy reageni skirtingu koncentracip supiimoi RL — PGR 44
plokstek schema

3 Galutires rzZAH ir ZnSQ, ZnCkL koncentracijos plokstge, 47
tiriant Zn** jtaka Sio baltymo terminiam stabilumui

4 rkAH dimen,, susiitu TAT, procentins kiekis (nuo visgnesto i 61
elektroforezinio gelio takerkAH kiekio)?, esantivairiems katijonams
(dimeny kiekis yra apskdiuotas atmus dimen kieki, esant
kontroliniame reakcijos misinyje be Zrjony)

5 rzAH dimem, susiity TAT, procentins kiekis (nuo visgnesto i 64

elektroforezinio gelio takelZAH kiekio), esanfvairiems katijonams




SANTRUMPU SARASAS

AH — augimo hormonas

rkAH — rekombinantinis kiaék augimo hormonas

rzAH — rekombinantinis Zzmogaus augimo hormonas

raAH — rekombinantinis audés augimo hormonas

SDS- natrio dodecilsulfatas

SDS-PAGE- baltym elektroforez poliakrilamidiniame gelyje denatuojartiomis silygomis
FTIR — Fouriero transformacijos infraraudonoji spektaysja

TAT - 1,3,5-triakriloil-heksahidro-s-triazinas

Gu-HCI — guanidino hidrochloridas

Dapoksilo® sulfonatas— 4-[5-[4-(dimetilamino)fenil]-2-oksazolil-benzenfnatas
ANS — 1-anilino-8-naftaleno sulfonatas

ITK —izoterminio titravimo kalorimetrija

H144*UreE — UreE iSKlebsiella aerogenetrinti modifikuota 144 aminoigSg
KaUreE — UreE iSK. aerogenes

BpUreE — UreE iSBacillus pasteurii

CA Il —karboanhidrazll

Tris-HCI — tris(hidroksimetil)Jaminometanas

EDTA - etilendiamintetraactaigsties dinatrio druska

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas

GSH - redukuotas glutationas

GSSG- oksiduotas glutationas

TFA — trifluoracto figstis

APS— amonio peroksodisulfatas

CBB R-250- dazas Coomassie Brilliant Blue R 250

BIS - N,N* — metil - bis - akrilamidas

DTT — ditiotreitolis

DMSO - dimetilsulfoksidas

TEMED - N,N,N’,N’ — tetrametiletilendiaminas

PVDF — polivinilidendifluoridas

OV - optiniai vienetai



RL-PGR - realaus laiko polimerazirgrandinir¢ reakcija

RP-HPLC — atvirk€iy faziy didelio skgio sky<iy chromatografija
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IVADAS

Hormonai yra biologiSkai aktyvios, gyvybiSkaiatinos, jvairios chemigs strukfiros
medziagos. Augimo hormonai (AH), dar vadinami satrapinais, yra baltyminiai hormonai,
kuriuos sintetina gausiausios priedsrhipofizs dalies acidofilias lasteks somatotrofai [1].

Riebal; ir angliavandenj apykaita, baltym, DNR ir RNR sinteg, lasteliy proliferacija — tai
fiziologiniai procesai, kuriuos kontroliuoja auginhormonai [2, 3, 4, 5, 6, 7]. Tau pagrindig ju
funkcija - somatinio augimo skatinimas [8].

Augimo hormom biologinéms funkcijoms yra svafis metal, jonai [9-12], t&iau iki Siol
néra tiksliai zinoma, kaip metaljonai lemia augimo hormaniSskyrimg i$ hipofizio liaukos ir AH
sukeltus 4stelinius atsakus [13-21].

D¢l AH atliekamy funkcijy ir dél atsiradusios galimyds gaminti rekombinantinius augimo
hormonus (rAH), pastarieji baltymai naudojami meue, Zenés ukyje, gyvulininkystje,
zootechnigje gamyboje ir kitose srityse [22-25]. Rekombinaisti Zmogaus augimo hormonas
(rzZAH) panaudojamas sprendziant problemas susjusiavaik ZemagiSkumu, bei siekiamaj |
pritaikyti kauly liZiams, nudegimams, suZalojimams ir kitoms ligomeytjy[3, 26]. Zinant audiés
augimo hormono teigiampoveilf Ziurkems ir jakio augimo hormono — audims yra manoma,
kad rekombinantinis audis augimo hormonas (raAH) galiath panaudojamas audis kailiy
gamyboje [27, 28]. Rekombinantiai kigalaugimo hormonai (rkAH) panaudojami gyvulininkyst
Australijoje (1993m.), Meksikoje (2000 m.), NaujgaZelandijoje (2001 m.), nes skatina kiguli
augimy ir baltymy sintez bei mazina riebal kaupimasi [29-33]. Suprantama, kad didels
fermoms reikalinga tokia g$iaugimo hormon formuluot, kurios injekcija aprpinty organizm
atitinkamu baltymu kuo ilgiau ir svarbiausia kuedsaltymas isliki stabilus.

1992 m. buvo nustatyta, kad Zn Cd* jungdamiesi su ?mogaus augimo hormonu
stabilizuoja baltymo strufita [34-36]. eliau, 2000 m. buvo parodyta, kad ZnCd*, C&*, Cif*,
Hg?*, Ag', Au®, Au', P&*, Ni**, Pt* saveikauja su ZAH ir skatina jo dimerizacijZmogaus
augimo hormono stabilizavimas cinko jonais imtagipl taikyti tobulinant Sio baltymo vaistn
formuluot [34, 35, 37-42]. Tobulinant j&io AH vaisting formuluot pastebta, kad Sis baltymas
taip pat stabilesnis su dvivatén cinku (Zrf") [43]. Tuo tarpu metal jony poveikis
rekombinantini kiaules ir audires augimo hormamstabilumui Bra Zinomas.
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Rekombinantinio ZAH amin@giy sekos homologiSkumas su rekombinantiniais k&l

audires AH atitinkamai yra 68 % ir 66,7 % [44]. Evoliuainpoziiriu metal; jony saveika su

rekombinantiniais kiaék ir audirts augimo hormonais yrglomi, nes yra keleta svatbZAH ir

kiaulés, audigs AH skirtumy. Pavyzdziui, tik Zmogaus ir kitprimat; augimo hormonamsilklingas

laktogeninis aktyvumas [8]. & Sios priezasties ir norint iSsiaiskinti, ar metgnai gali kiti taip

pat panaudojami tobulinant ir rekombinanginkiaulés ir audis augimo hormanp vaistines

formuluotes, Siame darbe tiriama skiringnetal; jony ir rekombinanting kiaules, audigs ir

Zmogaus augimo hormarsaveika.

Darbo tikslas: rekombinantiny kiaulés, audigs ir Zzmogaus augimo hormerir jvairiy

metal; jony saveikos tyrimas.

Darbo uzdaviniai:

Parinkti rekombinantini kiaulkes, audigs, Zzmogaus AH ir metaljony saveikos

tyrimo slygas ir nustatyti horman saugojimui panaudojamligand; itaka Siu

baltymy stabilumui;

nustatyti skirting metal; jony jtaka rekombinantini kiaulkes, audigs, Zmogaus
augimo hormoun stabilumui terminio poslinkio metodu;

nustatyti Z*, Cu*, Ni**, Ccd*, Cc* jungimosi su nenatyviais rkAH, raAH
konstantas.

nustatyti ZA* ir natyviy rekombinantini kiauks, audigs augimo horman

jungimosi konstant stebim, entalpijos pokyitir jungimosi viet; skatiy izotermine

titravimo kalorimetrija;

patvirtinti, ar vieno cinko jono jungimasis su véenrZAH molekule yra

kooperatyvus.
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1. LITERAT UROS APZVALGA
1.1. Bendra augimo hormom charakteristika

Augimo hormonai yra baltyminiai hormonai, kuriucsngina gausiausios priekis hipofizs
dalies acidofilits lastebs somatotrofai [1]. $i hormony strukiiroje yra dvi disulfidigs jungtys, o
N- ir C-gale — fenilalaninai. Zinduaji augimo hormon pirminei strukiirai badingas @3inis
specifiSkumas, tadl Zmogaus organizme veikia tik Zmogaus ir aukStgsriinduoliy hormonas [8].

Yra zinoma, kad augimo hormonai skatina amig8tiy pernag i raumeninesaksteles ir
baltymy gamyly jose. Padigfa DNR, RNR gamybos intensyvumas, garaumen mas. Taip pat
Sie hormonai skatina gy kauly augimy epifiziniy plokStely srityse, lipoliz, aktyvindamas
triacilgliceridy lipaz, riebal; rig&iu oksidacij kepenyse, bei susidariusios energijos panaugdojim
organizmo augimo procesams. Augimo hormonai yrabfgaangliavandeni apykaitai: jie ¢tina
gliukozés pernag ir oksidacip raumem ir riebaly lastebse, skatina gliukoneogengzis
aminomg&iy kepem lastekse ir didina glikogeno kigKkose [1]. Zmogaus ir auksteshi zinduoliy
hormonams #dingas ir laktogeninis aktyvumas [8].

llga laikotarp vieninteliu kiaués, audigs ir Zmogaus augimo hormersaltiniu buvo y
hipofizio liaukos, tdiau buvo gaunami mazi augimo hormokiekiai ir pats iSskyrimas buvo labai
brangus. Siuo metivairis augimo hormonai yra gaminami biosird®hidu, panaudojant bakteuij
[45, 46], miely [47], vabzdzy [48] ir zinduoliy lasteliy kultiras [49].

1.1.1. Rekombinantinis kiaués augimo hormonas ir jo savybs

Rekombinantinio kiadk augimo hormono aminagXiu sek dél N-gale esatio metionino
sudaro 191 aminagstis (1 pav.) [50].

Rekombinantinis kiagk augimo hormonas (rkAH) yra ~ 22 000 Da molelidirmass
baltymas [51]. Molek sudaryta iS vienos polipeptidis grandigs.

Pirmg karta rekombinantinis kiadk augimo hormonas isSkristalintas 1948 m. [5REtiné
strukiira pasklebta 1987 m. (2 pav.) [23]¢itau Siuo metu & nezinomy priezasiy rkAH tretinés

strukfiros rera jokiose baltym strukiiry duomem bazse.
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10 )
et —Fhe —Fro — Ala— Met —Pro —Leu— Ser— Ser—Leu—Fhe — la— Am—Ala— Val - Leu — fag - Ala— Gln —His —

30 40
Len —His — Gln Teu - &l — Al — Asp — Thr — Tyr —Laps — Ghn —Phe —Gha - Arg— Ala—Twr—Ile — P — Gh — Gly —
50 1]
Gln — Arg— Ty —Ser — Ile — Gln—fim— Ala— Gln—ila - 4la —Phe — Cys — FPhe — Ser — G —=Thr —Ile —Pm — Ala-
T0 &
Pro —Thr — Gly —Lars — &sp — Gha — Ala— Gl —Gln Ay — Ser — Asp — Val— Gha —Len —Len — Arg —Phe — Ser —Lean -
20 100
Len —Len —Ile —5ln — Ser — Tip — Len —Gly — P — Wal — Gln —Phe — Len — Ser— Avs — Val —Phe = Thy — &sn — Ser -
110 10
Len —Wal —Phe —Gly — Thy — Ser — Asp — fivg — Wal- Tyr — Gha —Lys — Leu — Lys — fsp — Len — Gl — Gha — Gl -Ile -
130 140
Gln — &la —Len —Met — &g —Fh —Len — Gha = sp —Gly — Ser — Fio — drg —&la—Gly — Gln — Thr —Leu — Lys — Gln -
150 160
Thr — Tyr —dsp —Lys —Fhe —&sp -Thr— Am —Len—&rg — Ser—Asp —Lsp-Ala—Len—Len —Lys — A — Ty Gl -
170 180
Len Len—Ser— Cws —Phe — Lyrs —Lys —dsp —Len —His —Lys — & la — Ghn — Thr — Tyr — Len — fivg — Wal —Wet —Lys -
190

Cos —rg —Mrg —Phe — Val — Gl — Ser— Ser— Cys — Al —Fhe

1 pav. Rekombinantinio kiads augmo hormono amin@g<iu seka [5C

2 pav. Erdviné rekombinantiniokAH strukfira pagal baltymo kristalo rentgenostiukte analiz.
Kiekviena i8 ketuti o spiraliy pavaizduota cilindro formos vamzdeliu, visa kitanetaisyklingos
strukfiros. Taip pat pavaizduota ir viena disulfigijungtis, o kitos — nesimato. N-galas lokalizuotas

kairiame, virSutiniame paveikslo kampe, o C-gal&siriame, apatiniame kampe [23]

Baltymas sudarytas iS keturi spiraliy: dvi spiraés sudarytos iS ~ 20 amin@Xiy, kitos
dvi — iS ~ 30 aminarg&iy. [ minéty spiraliy sucktj ieina 54 % amin@gXiu. Aminorig<iu
grandireje yra 4 cisteino radikalai, tarp kurimerkapto grupi (-SH) susidaro du disulfidiniai
tilteliai: Cys-53 ir Cys-164 bei tarp Cys-181 ir £$89 [23].
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Rekombinantinis kiags augimo hormonas yra nestabilus vandgaitergje [53] ir yra
linkgs agreguotis [54]. Tempefaa [54], didets baltymo koncentracijospgstiniai ir Sarminiai
tirpalai lemia kiauts augimo hormono agregacib3]. Kiauls augimo hormono agregaciemia
hidrofobines siveikos tarp molekuli, todl yra labai svarbi baltymo tirpalo pH reikém
Rekombinantinis kAH (baltymo koncentracija 4 mg/mhkubuojama 15 dien + 37°C
temperairoje) visiSkai denatruojamas, esant tirpalo pH reikSmei Zemesnei nesadminiuose
tirpaluose rekombinantinis kiatd augimo hormonas agreguojasi, taip prarandama mmenna:
rkAH forma. Sis hormonas stabiliausias, esant aéam tirpalo pH [53].

Rekombinantinis kiags augimo hormonas yra ligk gretiau agreguotis, esant didels
baltymo koncentracijoms. Kai rkAH koncentracija t@/ml, 40 % monomeriss baltymo formos
iSlieka po 28 diem inkubacijos + 37°C tempefabje, 0 60 % monomerés baltymo formos — kai
baltymo koncentracija 0,5 mg/ml. Taip pat pastapkad rekombinantinio kiaé8 augimo hormono
agregacija sutéja po 15 dien [53].

rkAH (baltymo koncentracija 4 mg/ml, + 37°C temgi@roje) stabilizuoja natrio
dodecilsulfatas (SDS), kai Sio detergento koncen&aidesg nei 0,5 %. Rekombinantinio kisd
augimo hormono stabilizavimui Slapalas yra efeksyegant visom trim koncentracijom: 0,1 M, 0,5
M, 1 M [53].

Maltozes, sacharas, gliukozs panaudojimas yra kitasudes baltymams stabilizuoti.
Liofilizavimo metu miréti junginiai gali pakeisti vandenir suformuoti vandenilinius rySius su
iSdziovintu baltymu. GliukoZ stabilizuoja rekombinantinkiaulées augimo horman (baltymo
koncentracija 4 mg/ml, + 37°C tempenate) esant 1 % koncentracijai, o sacharez5 %

koncentracijai [53].

1.1.2. Rekombinantinis audirs augimo hormonas ir jo savykbs

Yra tik keletas literairiniy duomem apie raAH. 1990 m. Buvo klonuotas ir sekvenuotas
audires augimo hormono genas [44, 55]. 2007 m. Lietuvdjmiaus Gedimino technikos
universitete buvo sukonstruotaSscherichia coli kamienas, produkuojantis aud@ augimo
hormony, ir sukurta Sio biologiSkai aktyvaus hormono gnymo schema [56].

raAH aminofigXiuy sek sudaro 191 aminagstis (3 pav.) [57]. Rekombinantinkiaules ir

audires augimo horman aminoGg&iy sekos skiriasi tik keturiomis amin@sStimis (3 pav.
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pazynetos raudonai). Rekombinantinio aAH amiag&iy grandirgje keturi cisteiny iSsictstymas

budingas augimo hormonams, turintiems du disulfidirtiltelius [57, 58].

10 20
Ilet — Phe — Pro - &a —Ivlet —Pro — Len—Ser — Ser Len —Phe - &ila— Asn - Ala - Val -Len— Arg— Ala - Gln-His -

30 40
Len-His - Gln —Leun- Ala—&la - Asp —Thr — Ty —Lyrs —Asp — Fhe — Glu- Arg - &la—-Tyr—Ik - Fro -Glu-Gly -
50 ]
Giln— &rg - Tyr —Ser— Ile — Gln— fsn—Ala—Gln—Ala— Aa - Phe — Cys — Phe — Ser — Glu— Thr - Ile —Pro — Ala-
10 80
Pro — The — Gl — Ly — fasp — Glu — &la - Gln Gl —Arg — Ser — Aap —Idet — Gln - Leu - Len — furg — Phe — Ser —Leu -
L]l] 100
Len —Leu -1l — Gln — Ser — Trp — Lew — Gl — Fro — Wal — Gln — Fhe — Len — Ser - &irg — Val — Fhe — Thr — &sn — Ser -
110 120
Len— Wal — Phe —Glv — Thy — Ser — dsp —&rg— Val-Tyr - Glu - Lys - Len - Lws —Asp - Len - Glu - Glu - Gly e -
130 140
Gln - &la —Len — let — Arg <5l - Len — Gl —Asp Gy — Ser - Pro - &g - fla — Gly —Fro —Ile - Leu—Lys - Gln -
150 140
Thr = Tyr =bsp — Lys — Phe — &sp —=Thy =Lisn = Leu —Arg - Ser — Agp — &sp - Ala =~ Len - Leu - Lys — Agn — Tyr -Gly -
170 130

Leun—Len —Ser — Cys — Phe — Lyrs — Lyrs — fisp — Len —His — Lys - &la — Glu — The — Tyr — Len - Arg — Val — IWet — Lys -
190
e <frg —Are — Phe — Val — Glu — Ser — Ser — Cos - &la - Fhe

3 pav.Rekombinantinio audi#s augimo hormono aminggXiy seka [57]

Fouriero transformacijos infraraudga spektroskopija (angl. Fourier transform infrared
FTIR) (20 °C temperatoje, pH 8,5) ir baltym aminong&iy sekos analis PORTER, PROF,
PROTEUS programomis nustatyta, kadhérmor sudaro tika spirabs. Tai patvirtina ir 4 pav.
pateikta teorid rekombinantinio aAH erdvin strukiira, gauta SWISS-MODEL programa,
panaudojant zinomos trets strukiiros baltymy sekas (1bp3A.pdb, 1lhwgA.pdb, 3hhrA.pdb,
1hwhA.pdb, 1hgu.pdb), kufihomologija su raAH aminag<iy seka yra didesmei 60 % [57].

Rekombinantiniam audés augimo hormonuitdgiingas mazesnis imunologinis aktyvumas
nei rekombinantiniam kiaés augimo hormonui. Pastdh, kad raAH yra labaiu lirds agreguotis
nei rkAH [57]. Panaudojant cheminio susiuviklio JB3riakriloil-heksahidro-s-triazinu ir SDS-
PAGE metodus, nustatyta, kad rekombinantinis awsdaugimo hormonas (baltymo koncentracija
14 uM, susiuviklio koncentracija 192QM, inkubuojama 3 val. +30 °C tempeamadje, pH 9,2)

vandeniniame tirpale yra tiek monomesntiek dimerigs formos [59].
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C-ter

4 pav. Teorire rekombinantinio audits augmo hormono erdviistrukiira [57

.

raAH ir rkAH saugojimas uzSaldzius ar + 4 °C eséft glicerolio ir Sy baltymy
renafiracijos terpgs (pH 8 ar 9) nelemiagihormon antriniy struktiry, ju biologini ir imunologin
aktyvuma. Minéty augimo hormon antrires struktiros kinta juos liofilizuojant, & to sumazgja

raAH biologinis ir imunologinis aktyvumas [57].

1.1.3. Rekombinantinis Zmogaus augimo hormonas injsavyles

Rekombinantinis Zzmogaus augimo hormonas yra ~ 22 ikiblekulits mass, viengrandis
191 aminoagsties ilgio baltymas (5 pav.) [37, 60, 61].

Pirmg karta rekombinantinis zmogaus augimo hormonas iSkrigtdi 1991 m. [62]. 1994 m.
Pasklebta jo tretinstrukiira (6 pav.) [63]. Siuo metu tiek gamtinio, tiek oekbinantinio Zmogaus
augimo hormon strukiiros pateiktos makromolekuylduomem bazse.

55 % hormono amindgXiy sudaro keturias spirales. rZAH taip pat turi du disulfidinius
tiltelius, kurie susidaro tarp Cys-53 ir Cys-16%arp Cys-182 ir Cys-189 merkapto gnupb4].

Rekombinantinio ZAH aminag&iu sekos homologiSkumas su rekombinantiniais k&l
audires AH atitinkamai yra 68 % ir 66,7 %, o rekombinardikiauks — su raAH yra 98,4 % [44].
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10 n
Mlet —FPhe —Pio — Tl — [k —F1o —Len — Ser— Arg—Len—Fhe - Asp — &m — Als — Met — Len — drg — Ala - His —drg -

30 40
Len —His — Gln-Leu - Ala —FPhe - &sp — Tle — Tyr —Gln — Gl —Phe — Gl - Gha — & la —Tyr —Ile — Pio —Lors — Gha —
£0 1]
Gln —Lys —Tyr —Ser — Phe — Len— Gln—4sn—Pro —Gln—Thr — Ser— Len — Cys —FPhe — Ser— Gla —Ser —Ile — Pro-
T B0
Thr — P — Ser —fsn— Ayg — G — Gh — The <Gln —5In — Lyrs — Ser —dfisn —Len — Ghy —Len —Len — vz —Ile —Sex-
o0 100
Len —Len —Ile —Gln — Ser — Trp — Len —Ghi —Pio — Wal — Gln —Phe — Leu — Arg — Ser—Wal —Phe —tla — fisn — Ser -
110 120
Len —Val —Tyr —Gly — &la— Sexr — bsp —Ser —ban— Val —Tyr —dsp—Leu—Len—Lys — Asp —Len— Gha — Gh —Gly -
130 140
Ile — Gln —The — Len — Blet —Gly — drg — Len —Gh —&sp — Gly — Ser —FPro — divg —Thy — Gly — Gln—Ile —Phe —Lys -
120 150
Gln — Thr -Tyr —fer — Lyrs —Fhe Asp —Thr — Asn —Ser— His — 4 —&sp - &5p— Ala—Ten —Len—Lys —&sn-Tyr-
170 130
Gly —Len —Len —Tyr — Cys —Phe — Avg —Lyrs — Asp —Mlet — &sp —Ls — Val — Gl —Thr —Phe — Leu — Arg —Ile — Val -
190

Gln — Cys —Arg — Ser —Wal — Ghn —Gly — Ser — Cys — Gly —Fhe
5 pav. Rekombinantinio Zmogaus augimo hormono amigéfiy seka. Pirmia Sio baltymo struira,

dél N-gale esatio metionino, sudaro 192 amirigStys [65]

6 pav. Erdviné rekombinantinio Zmogaus augimo hormoistruktira pagal baltymo krislo

rentgenostrukiring analiz; [66]

Rekombinantinis Zmogaus augimo hormonas yra stalbiaitymas, kurio erdvinstrukiira
nesiketia esant tirpal pH reikSnéms 2 — 11 [67, 68]. Esant tirpalo pH reikSmei 4,3nazesnei,
kinta hormono (baltymo koncentracija 0,7 — 1 mM32°C temperatoje) tretire strukiira (kinta
tarp kilpu tam tiknp aminotg&iy Soning radikal; vandeniliniai rySiai ir elektrostatés sveikos),
taciau antrirt strukiira iSlieka nepazeista [69 — 71]. rZAH (baltymo kemicacija 11,1 mg/ml)
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terminis stabilumas maja esant gstiniuose tirpaluose (pH 4,2 ir mazesniam), tupak, kuny
terpe artima neutraliai (pH 6,8, 7,4 ir 8,3), — nekinbaSarminiuose tirpaluose (pH iki 9,3) — ¢al
[72].

Rekombinantinio Zzmogaus augimo hormono erg¢h\strukiira lemia organiniai tirpikliai.
rzAH (baltymo koncentracijos 0,2 ir 1,0 mg/ml, pkD)antrire struktira iSlieka nepazeista esant 50
% ir mazesas koncentracijos etanolio vandeniniuose tirpaluBsdtymo tretiré strukiira kinta, kai
Sio alkoholio koncentracija didesnei 20 % [73].

rzAH (baltymo koncentracija 0,1 mg/ml) erd¥istruktira irsta esant 4,0 — 5,5 M guanidino
hidrochlorido koncentracijai, esant 5,5 M ir didesitGu-HCI koncentracijai, baltymas visiSkai
denatiruojamas [58, 74].

Rekombinantinis ZAH (baltymo koncentracija 0,5 m/pH 6,5, 45 °C temperabje)
agreguoja esant 10 — 40 % propanolio koncentradiiastebta, kad & agregai susidaro maziau
esant kambario tempetaai [75].

Dideles rekombinantinio Zmogaus augimo hormono konceijgsataip pat skatina baltymo
agregaci [58]. Baltymy agregacijos slopinimui daznai panaudojami detdegemvinas-20, tvinas-
40 ir tvinas-80 yra nejoniniai detergentai, kurielaidzia rekombinantiniam ZAH agreguoti.
Efektyviausiai hormono agregagiglopina Tvinas-20 (junginio koncnetracija 224, pH 6,0), kai
junginio ir baltymo molinis santykis didesnis neiManoma, kad miti junginiai slopina hormono
agregacy dél to, kad gveikauja su hidrofobiémis baltymo dalimis [76].

Manitolis, sorbitolis, laktoZ trehalo2 ir celobioz taip pat mazina rzZAH agregagijr
stabilizuoja hormono antrgnstrukiira. Liofilizavimo metu miréti junginiai gali pakeisti vandenr
suformuoti vandenilinius rySius su iSdziovintu reMainantiniu Zmogaus augimo hormonu.
Manitolis, sorbitolis efektyviausiai mazina rzAHragacip (baltymo koncentracija 1 mg/ml, pH,
7,2, 28 dienas + 50°C tempeliadje) esant atitinkamai 1 : 131 moliniams santylsam laktoz,
trehaloz ir celobioz — 131 : 1 moliniams santykiams [77].

Rekombinantinio zmogaus augimo hormono stabilimag hidrofiliniais ciklodekstrinais
priklauso ne tik nuo 8ijunginiu strukfiry, savybi, bet ir nuo denatacijos ldy. Po chemiss (4,5
M GuHCI, baltymo koncentracija 4,73 mg/ml, pH Sikubuota 12 valang ir termirés (keliant
temperaira nuo 10 °C iki 105 °C 1 °C /min géei, baltymo koncentracija 3,54 mg/ml, pH 8,1)
rzAH denaiiracijy, renatiruojant Siuos hormonus 4 valandas 25 °C tempeijat jy agregaciy
efektyviausiai mazina Sakptgrandiniy beta-ciklodekstrinai (6-maltozil$3-ciklodekstrinas, 6-
(4-O-D-gliukuronil)-D-gliukozil-B-ciklodekstrinas, 89-D-manozil$-ciklodekstrinas) bei 2,6-db-
metil-B-ciklodekstrinas. O po rekombinantingmogaus augimo hormardenatiracijos purtant (1
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min., baltymo koncentracija 1,18 mg/ml, pH 8,1)nagruojant Siuos hormonus 30 mihy
kambario temperatoje - 2-hidroksipropiB-ciklodekstrinas ir dimetip-ciklodekstrinas. Migti
junginiai stabdo rzAH agregagjj nes gveikauja su hidrofobimis baltymo dalimis [78].
Ragstirgje tergje, esant 1 M NaCl, rZAH agregacifbaltymo koncentracija 22M, pH 2,5,
inkubuota 1 valarg25 °C temperatoje) efektyviausiai slopina mono-glikoZilciklodekstrinas ir
mono-maltozilp-ciklodekstrinas. Branduolio magnetinio rezonangantai patvirtino, kad Sie

junginiai jungiasi su baltymo aromagimis aminofigStimis [79].

1.1.4. Augimo hormonai ir metaly jonai

Cinkas yra mikroelementasitinas nukleolg&iy metabolizmui ir baltym sintezei. Sis
mikroelementas yra kofaktorius daugiau nei 70 roefakment; tokiu kaip: Sarmigs fosfatzs,
karboanhidrazj, karboksipeptidamiir kt [11]. 1934 m. Pirra karta nustatyta, kad Sis metalo jonas
yra hitinas gywiny augimui [11, 80]. Augimo seéféjimas susis su cinko tikumu zmogaus
organizme [25, 81]. Vienuose litefianiuose Saltiniuose [82-84, 14, 85, 86] teigiarkag, esant
cinko, vario, gelezies, kadmio, chromo, magnio yjotrakumui, Zziurkes, kiauks ir jawio
organizmuose sum&a cirkuliuojartio augimo hormono koncentracija, kituose [14, 87-90
padictja Sio AH koncentracija. Iki Siol éna tiksliai Zinoma, kaip metaljonai lemia augimo
hormony iSskyrimg iS hipofizio liaukos [13-20] ir AH sukeltugdtelinius atsakus [21].

Zmogaus augimo hormonas, prie$ iSskirignisj hipofizio liaukos, yra sintetinamas ir
saugomas tam tikrose somatotrgranuése [36]. Histochemi# hipofizio liaukos anali rodo, kad
Siose granulse yra didels cinko jom koncentracijos [13, 36, 87]. Hipofizio liaukojetaykami ir
vario jonai, kurie taip pat skatina augif®, 91].

Stipriam Zmogaus augimo hormono jungimuisi su zmegprolaktino receptoriumi yra
butinas cinko jonas [11]. 50 uM Zn£Bia saveika sustiprina 8000 kart Scatchardo anakz
rezultatai paroégl kad vienam ZAH ir prolaktino receptoriaus komgleksusidaryti reikia vieno
cinko jono [12]. Susidarant Siam kompleksui, cin&nas jungiasi su prolaktino receptoriaus Asp-
187 ir His-188 bei 7AH His-18 ir Glu-174 (7 pavdn®* nesijungia su ?AH His-21, d&@u yra
manoma, kad Si aminagstis lemia augimo hormono Glu-174 i&sitym erdwje [10, 63]. Kity
metal; jony (C&*, Mg®, CU#*, Mn?*, Cd") poveikis ?AH ir prolaktino recptoriausa\eikos
stiprumui kur kas mazesnis [10].
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7 pav. Zn?* jungimosi vieta Zmogaus augimo horro ir prolaktino receptoriaus komplel [92]

B. C. Cunninghamas ir kirodé, kad esant didesnei neiyd ZAH koncnetracijai, cinko
jonai skatina Zzmogaus AH dimero susidagyiienam ZAH dimerui susidaryti kooperatyviadu
reikia dviej; Zn**. Scatchardo analig rezultatai parag kad Zrf* formuoja kompleks su ZAH
santykiu 1:1 [12]. Ct, HZ, Ag', Au®*, Au*, Pd*, Ni**, PE* taip pat ne tik sudaro kompleksu
7AH, t.y. siveikauja, bet ir skatina jo dimerizagijKai kurie metal jonai (N?*, Ag", Au®**, Hg™") su
ZAH sudaro tiek dimerus, tiek aukStesnius oligorag@3].

Manoma, kadZn®* - 7AH bei C§* - 2AH dimerai — pagrindis in vivo saugomos Zmogaus
augimo hormono formos [9, 12]. Sios dimeégnZmogaus augimo hormono formos pasizymi
didesniu stabilumu nei monomeigdenairuojant Gn-HCI [12, 36].

1992 m. B. C. Cunninghamo ir kt. paskelbtame patgattvirtinama, kad Zf, Cu#*, CF*
jungdamiesi su ZAH stabilizuoja baltymo strigt [34-36]. Mutagenezine analize nustatyta, kad
dvivalertiy metal; jony jungimosi vieta ZAH sudaro pirmos spislHis-18, His-21 ir ketvirtos
spiraks Glu-174 (8 pav.) [12, 67]. Yra Zinoma, kad?ZnZAH dimeruose baltymo antirstrukiira
iSlieka nepazeista, o tretir- nezymiai kinta [94].

B. C. Cunninghamo ir kt. patente taip pat teigiahked liofilizuotos ar skystos zmogaus
augimo hormono vaistés formuluogs, turirtios Zrf* - 2AH dimeuy, ilga laika gali biti saugomos
37 °C ir zemestje temperatroje, iSvengiant baltymo deratvimo, proteolizs ir agregacijos [36].
Remiantis Siuo patentu Zmogaus augimo hormonolig@biimas cinko jonais imtas pi&i taikyti
tobulinant Sio baltymo vaistérformuluot [34, 35, 37-42].

Tobulinant jadio AH vaisting formuluot pastebta, kad Sis baltymas stabilesnis su
dvivalertiu cinku (Zrf") [43]. Nustatyta, kad dvivalentis metalo jonasgjiasi su jatio augimo
hormono His-22 ir His-170 [95].
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8 pav. Erdvine rekombinantinio Zmogaus augimo hormcstrukfira ir metalo jono jungimosi viet
baltyme [67]

Metaly jonu poveikis rekombinantini kiauks ir audirgs augimo horman stabilumui @ra

zZinomas.

1.2. Baltymy ir ligandy jungimosi tyrimai terminio poslinkio ir izotermini o

titravimo kalorimetrijos metodais

1.2.1. Terminio poslinkio metodas

Kiekvieno baltymo stabilum lemia temperatra. Baltymo stabilumo priklausomgbnuo
temperairos gali liti matuojama terminio poslinkio metodu, skirtumidvalgos kalorimetrija,
Ziediniu dichroizmu, spektrofluorimetrija ir kt. §9 97]. Terminio poslinkio metodu baltymo
terminis stabilumas tiriamas matuojant solvatochnoon dazo (pvz., 1-anilino-8-naftaleno
sulfonatas (ANS) ar 4-[5-[4-(dimetilamino)fenil]éksazolil-benzensulfonatas  (dapokSilo
sulfonatas) fluorescencijos intensyvumo péilkg. Baltymas iSsivynioja keliant tiriamojo

makromolekuts tirpalo, turigio Sio dazo, temperata. Atsiveria naujos baltymo hidrofolig
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vietos, su kuriomis solvatochrominis dazas jungiauoresuoja stipriau negu vandeniniame tirpale

[98]. Baltymo — dazo komplekso fluorescencija, ¢t kuriai temperatai, apraSoma:

—y YT
Y=Yyt (1)
1+e RT

kur d,G - baltymo iSsivyniojimo Gibso energijos pokytig, ir y, atitinkamai yra natyvaus ir
iSsivyniojusio baltymo-dazo komplekso fluorescensijSi; fluorescencij tiesires priklausomybs
(9 pav.) nuo temperaty; apraSomos:

Yn = Yar, tMy(T-T,); (2)

Yo =Yur, TMy (T -Tp); 3)

kur yy; ir y,; atitinkamai yra natyvaus ir iSsivyniojusio baltyme dazo kompleks
fluorescencij intensyvun reikSnes, esant baltymo iSsivyniojimo tempenat (T,,), 0 my ir m,

ju fluorescencij tiesiy nuokrypio kampai.

ISsivyniojusio
baltymo-dazo
kompleksy
7 fluorescencijos
Kontrolé 3 intensyvumai
. + 25 M * \\ _

+ 100 pM & V4
5 + 500 MO
Natyvaus - T ?l {%’G’
1 intensyvumai n% f m %
o
3 {w | /( /{ fé 3
e — Ty
. '—:-}:"_’l':' g ﬂﬁ d

45 55 65 75 85

Intensyvumas
=
1

1=

Temperatira, °C
9 pav.0,05 mgml antroskarboanhidrags ir ANS tirpalo, esanivairiomsmetazolamid koncentracijoms

kaitinto 1°C/min grdiiu, fluorescencijos intensyvumai [97]

IS (1), (2) ir (3) lygiu gaunama:

- + -m)(T-T
Y= yar +m, (T-T )+ Yor, “ Ynr, (rrldJUG n)( m) - @)
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Yra zinoma, kad baltymo iSsivyniojimo laisvosio&d energijos pokytis galilh apraSomas:

d,G=dyH; -Td,S; =d,H; +d,C,(T-T,)-T(d,S; +d,C, In(Tl)); ®)

kur T, yra pasirinkta temper@ta, kuriai esant yra zinomi baltymo iSsivyniojimermodinaming
parametiy pokyiai entropijos @, S; ), entalpijos ¢, H, ), Silumires talpos €, C,).
Kai pasirinkta temperata yra lygi baltymo iSsivyniojimo tempefati (T,,), iSSivyniojimo

konstanta lygi 1, o laisvosios Gibso energijos pisky nuliui. Tuomet gaunama tokia lygyb

d,H,
d =_9 Im .
T ®)
IS (4), (5) ir (6) lygiu gaunama:
- —my)(T-T,
Y= Yy, +my (7 =T, + Sz =Yz, 2 (M~ M) To) o

e )
l+e " "

Glotninant s Sesi paramety funkcija (dyH ,Yy1  Yyr .MMy, T,), esant fluorescencijos
intensyvumo priklausomybei nuo temp@ras suzinoma baltymo iSsivyniojimo tempérais
reikSme [96].

Atitinkamo ligando jungimasis gali padidinti baltp termin stabilumy arba |
destabilizuoti. Ligandais vadinami substratai, Itworiai, metal, jonai, sintetiniai analogai,
baltymai ir kt. Ligandai, kurie sveikauja su natyviu baltymu, stabilizuojg makromolekuis
iSsivyniojimo temperdiros reikSmé padictja, o kurie destabilizuoja - mazina baltymg,. T
Makromolekués iSsivyniojimo temperatos pokytis yra proporcingas laisvo ligando koncaeijai
ir jo jungimosi giminingumui. Tai panaudojama battyir ligandy jungimosi konstantoms nustatyti
[99, 100]. Tam gaunamos baltymT,, reikSnes esant skirtingoms ligandkoncentracijoms.
Braizomos priklausomyds tarp S iSsivyniojimo temperairy ir ligandy koncentracij deSimtaini
logaritmy reikSmi. Ligand; jungimosi su baltymais konstantos gaunamos panjanidomodelius,
susiejadius ligand, sukeliamus baltymterminiy stabilumy pokyius su j jungimosi konstantomis
[101].
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1.2.1.1. Ligand jungimosi su baltymais konstanhustatymas baltymterminio stabilizavimo ir
destabilizavimo ligandais modeliu

Baltymu iSsivyniojimo temperatros padidja, prisijungus daugeliui ligamd Taip pat yra
ligandy, kurie destabilizuoja Sias makromolekules. Siaridgi stipriau jungiasi su i$sivyniojusiais
baltymais nei su natyviais. P. Cimmpermano ir kiiblgkacijoje [102] ligando jungimasis su
dvejomis baltymo formomis vaizduojamas tokia schema

Kbu Ku Kon
[UL] « [L] + [U] <> [N] + [L] < [NL]; (8)
Ligando jungimasis su Baltymo Ligando jungimasis su
iSsivyniojusiu baltymu  iSsivynio-  natyviu baltymu
jimas

kur [UL] yra iSsivyniojusio baltymo ir ligando kortgkso, [U] — iSsivyniojusio baltymo, [L] — laisvo
ligando, [N] — natyvaus baltymo ir [NL] — natyvabsaltymo ir ligando komplekso koncentracijos.

Ky yra baltymo iSsivyniojimo pusiausvygrkonstanta nesant ligando, kuri apraSoma:
<, =l

S (9)
[L]
Ligando jungimosi su natyviu ir iSsivyniojusiu batiu konstantos aprasomos:
[NL] .
= = 10
N = INIIL] (10)
[UL]
=, 11
= UYL (11)
Bendri baltymo ir ligando kiekiai iSreiSkiami:
P =[N]+[U]+[NL] +[UL]; (12)
L, =[L]+[NL]+[UL]. (13)
ISsivyniojusio baltymo frakcija galitti apraSoma:
, = UIHUL (14)
R
Sprendziant (9 — 14) Iygu sistema, gaunama bendro ligando kiekio iSraiska:
L, = (f, +Ky (f, —1))(R‘Kb“ LASTLIV : j (15)
Ky (Kpy = Kpy) Ku Ko = fu (Kpy + Koy Ky)
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Si lygtis suspapragf, esant baltymo i$sivyniojimo tempearnati (T,), nes tuomet iSsivyniojusio
baltymo frakcija lygi 0,5f(; = 0,5). Gaunama pusiausvyros konsiamtbendrn baltymo, ligando
kiekiy priklausomyls:

ﬂ KbN_Tm +KbU_TmKU_Tm + 1
2 KU_Tm (KbU_Tm _KbN_Tm) KU _TmeU_Tm _KbN_Tm

Yra zinoma, kad baltymo iSsivyniojimo pusiausvykamstantos priklausomybnuo temperairos

(16)

L, :(1_ Ky Tm)

aprasoma:

Ku — e—dUGT/RT — e—(dU Hr=TdySr)/RT _ e'(du Hy, +dyCp (T=T,)=T(dy Sy, +dy Cp IN(T/T;)))/RT , (17)

kur d,G;, d,H,, d;S; ir d,C yra atitinkamai baltymo iSsivyniojimo laisvoji Gibsenergija,
entalpija, entropija ir Silumintalpa. R — universalioji dujkonstantaT, — baltymo iSsivyniojimo
temperaira nesant ligandoLigando jungimosi su natyviu ir iSsivyniojusiu batiu konstant

priklausomylés nuo temperatos aprasomos:

KbN - e—thGT/RT — e_(thHT “TdySr)/RT — e_(deHTO +dpnCp (T=To) =T (dpn Sy +donCp IN(T/Tp)))/RT | (18)

KbU — e_dbUGT IRT — e_(thHT —Tdp,S)/ RT — e_(d"“HTO +dbUCp(T—T0)—T(thSrO +dyyCp IN(T/T)))/RT , (19)

kur d,G;, dH., d,S;, d,C, ir d,,G;, d,,H, dy,S;, dy,C, atitinkamai yra ligando
jungimosi su natyviu ir iSsivyniojusiu baltymu lagi Gibso energija, entalpija, entropija, Silur@in
talpa. To — temperaira, kuriai esant nustatomos ligando jungimosi kamists. 1S (16 — 19) lygu
gaunama:

L= (1_ e*(Au Ha, +8yCy (T =T, )T (B0 Sp, +84Cy IN(T/T, )))/RT,,,) (20)

P o (o 8T =To)Ta Bty +0uCom(Ta/To)JRTa o o=(Buu Hrg #8100 C o (T =To) T By Sty +BsCo (T To )Y RTo {8 Hr, +80C (T =T, )-Tu oSy, +80C, T/, /RT,
t

P R R R ) L I O e e ) L R e L

-e
1

+
B HT, #85C, (T =T )=To (80 Sy, +80Co (T /T )/ RT (B Hrg #8005 Cp (T =To) T (B St +20 Co T/ To )/ RTer _ (B Hrg +8unCp (T ~To) T (Biens St +8unCp (T /To [ RT,y |
e e e

Sia lygtimi apraSoma ligando jungimosi su dvejonbigltymo formomis ir makromolekés
iSsivyniojimo termodinaminmi paramety priklausomylés bei susieja Siuos parametrus su bendrais
baltymo ir ligando kiekiais. Tadl (20) lygtimi glotninami baltym iSsivyniojimo temperaty
reikSmi priklausomyls nuo ligand koncentraciy deSimtaini logaritmy duomenys, norint

nustatyti jungimosi konstantas [102].
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1.2.2. Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodas

Baltymy ir ligandy saveikos tyrimui naudojamivairas metodai: kapiliarié elektroforez,
analitine gelfiltracija, pusiausviroji dialig, ziedinis dichroizmas, ultracentrifugavimas, izotaio
titravimo kalorimetrija (ITK),ivairis spektroskopiniai, fluorescenciniai tyrimai, skirtiné zvalgos
kalorimetrija, pavirSiaus plazmarrezonansas ir kt. [103]. Dauguma snetod; makromolekuis ir
ligando gveikos termodinaminiai parametrai nustatomi nebigisi, t.y. remiantis teorémis
prielaidomis. Pavyzdziui, entalpijgalima nustatyti vant Hoffo analize — matuojanhgimosi
konstantos priklausomygbnuo temperatos [104-106]. 1zoterminio titravimo kalorimetrij@angl.
isothermal titration calorimetry) — tai metodasyiko tiesiogiai iSmatuojama kiekvienos reakcijos
metu iSskiriama ar sugeriama Siluma&| daujai susidaramy ar suardom nekovalentini jungiu
saveikaujant makromolekulei su ligandu [107, 108].ofchnologijoje Sis metodas piai
naudojamas, norint nustatyti jungimosi giminingu@ungimosi konstanj), reakcijos stechiometdij
[103, 108]. Jungimosi laisya Gibso energy, entropip galima apskdiuoti panaudojant ITK gautus
rezultatus ir termodinamines lygtis:
dG = -RTInKy; (21)
dG =dH - TdS; (22)
kur dG, dS, dH atitinkamai yra Gibso energijos,r@njos, entalpijos pokjai. R — universalioji
duju konstanta, T — absoliioji temperatira kelvinais, K — jungimosi konstanta. TeoriSkai vienu
izoterminio tiravimo kalorimetrijos eksperimentuligsa nustatyti penkis ligando ir makromoleésil
saveikos parametrus (dG, dS, dH, K reakcijos stechiomets) [103, 109], kurie svais, norint
suprastiy jungimosi mechanizm gimininguny, ligando sukeltus makromoleks! konformacinius
pokycius, ju itaka makromolekus funkcijoms, stabilumui ir kt. [110-113].éDto izoterminio
titravimo kalorimetrija naudojama ir vaigkirimo pramosje [107, 108, 110, 111, 114-117].

ITK yra universalus metodas, naudojanpasriy saveiky tyrimui: antilkiino-antigeno [118-
120], baltymo — peptido [121, 122], lipido — baltyrf123-125], baltymo — receptoriaus [126-128],
baltymo — angliavandenio [129, 130], baltymo — eilkb mgsSties [131, 132], baltymo — baltymo
[133-135], baltymo — mazo molekulinio svorio molkdgy vaisto [110, 136-138] ir kt. Pastaruoju
metu izoterminio titravimo kalorimetrija plei naudojama tiriant metaljony ir makromolekuhy
saveikas [105, 109, 139-152].
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1.2.2.1. Izotermiés titravimo kalorimetrijos panaudojimas baltymanetalo jono sveikos tyrimui

Kalorimetriniam eksperimente paprastai baltymagi{Rjojamas metalo jap(M) tirpalu.
Griztamas P ir M jungimasis apraSomas:
P+ Mo PM. (23)
Jei makromolekuije yra vieno tipo, identiski ir tarpusavyje nesikaujantys metalo jono suriSimo
centrai, tuomet M jungimosi su P konstanta apraSoma
K, = o (24)

(t-o)m]

kur © yra dydis, nurodantis, kokia makromolekutialis yra susiriSta su metalo jona[M] yra
laiswy metalo jom koncentracija [109, 114]. Zinoma, kad lajsmetal; jony koncentracija susijusi
su bendromis metajony [M ]| ir makromolekuli [P, ] koncentracijomis tokia lygtimi:
M]=[M.]-re[r ]; (25)

kur nyra makromolekus ir metalo jono jungimosi stechiometrija. 1S (24(25) lygciu gaunama:

GZ—GPA- 1 +[MTU+[MT]=0; (26)

nKy[M. ] n[R]) [P
kurios vienintelis prasmingas sprendinys yra:
(9:E 1+ L +[MT]—\/(1+ r M ]2—4[MT] : (27)
2|7 nk[R] n[P] nKy[Pr] R ])  nlR]

Kalorimetriniame eksperimente stebimas Silumos pskydq) [112], vykstantis paprastai
makromolekuts tirpah iSvirkSiant metalo jom tirpalo. Sio pokyio dydis priklauso nuo reakcijos
tario (V,), reagent koncentraci, molirés jungimosi entalpijos(AH), jungimosi konstantos,
stechiometrijos ir prie$ tai pritb metalo jom kiekio. Silumos kiekis po i-osios injekcijos
aprasomas:

q =n[P, MydH(®, -0,.,). (28)
Sigmoidire kreive pagal (28) diferencialinlygti gali biti glotninama prie titravimo duomer(dg
priklausomylé nuo [LT]/[MT]). Taip nustatoma jungimosi entalpija, konstantstechiometrija

[113, 153].
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Norint gauti tikslias jungimosi konstantos ir ksios Gibso energijos reikSmes yra svarbus
c faktorius [154], kurio reikS@ turi bati intervale nuo 5 iki 500 (10 pav.r faktorius yra

proporcingas makromolelid koncentracijai kiuvéje ([M-]) ir jungimosi konstantai:

c=[M,]K,. (29)

<]

kcal/mol ligand:
¢

0 1 2
Ligando ir makromolekik molinis santykis

10 pav.Teorires titravimo kreies esantvairioms c faktoriaus reikséms [54]

Kalorimetriniu eksperimentu matuojama Siluma sedal iS jungimosi, makromolekisl
skiedimo, maiSymo ir kit Silumy, todtl paSalires Silumos paSalinamos kontroliniu eksperimentu:

buferinio tirpalo titravimu metalo jantirpalu [107, 153].

1.2.2.2. Baltym ir metal; jony saveiky tyrimo izotermine titravimo kalorimetrija pavyz@Zi

Baltymy ir metal; jonu saveikos tiriamos norint iSsiaiSkinti mechanizmusaétegus uz
ivairiy metal; jony kiekiy atsiradimus reikiamais momentais tam tikrose arjao vietose, metal
jony jungimosi giminingumus,yj poveil§ baltymy stabilumui, funkcijoms, sunigy metal; jony
detoksikacijos mechanizmus ir kt. [155, 156]. Baitys, kury saveikos su metal jonais yra
tiriamos panaudojant ITK, galima suskirstytdvi grupes. Pirmai grupei priskiriami baltymai: a)
saugantys metaljonus (pvz., feritinas), b) afpinantys metalo baltymus igdteles metal jonais
(pvz., UreE bei YiiP), c) neSikliai (pvz., alboum@atransferinas), d) dalyvaujantys metgnu
detoksikacijoje (pvz., tioredoksinas, MerR, CusHFAntra grupz sudaro metalo baltymai
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(konkavalinas A, karboanhidrgz, azurinas), t.y. baltymai, kurifunkcijy atlikimui batini metaly
jonai.

Yiip yra apie 130 kDa molekulinio svori&scherichia colibaltymas. Kalorimetriniu
eksperimentu (baltymo koncentracija 0,032 — 0,09, ifvénto koncentracija 1 — 3 mM, pH 7,0, 25
°C temperatroje) nustatyta, kad Sis baltymas turi igmends zn**, Hg**, Cdf* jungimosi vies.
Zn**, Hg"*, Cd* stebimos jungimosi su &ia vieta konstantos irlpijts pokyiai atitinkamai yra 3
uM, 1,04 nM, 0,12uM ir -4,5 kcal/mlol, -22,5 kcal/mol, -6.5 kcal/mdE gaut; rezultaty matoma,
kad Hd" jungiasi kur kas stipriau ir $io metalo jono jumgisis sukelia didesnius baltymo stitrkis
pokycius nei Cd*ar zrf*. Taip pat kalorimetriniu eksperimentu nustatytad §ungiantis vienam
Cd®* su bendra jungimosi vieta i$laisvinama 1,23 protofiaip gali liti dél dalinés histidino
imidazolo ir cisteino tiolids grupy protonizacijos esant neutraliai pH reikSmei. Bek&iau
minétos bendros jungimosi vietos, su kuria jungiast'HGd* bei Zrf*, baltymas dar turi ir atskiras
iy metal; jony jungimosi vietas. Hg, Cdf* bei zrf* jungimosi su Siomis vietomis entalpijos
pokytiai atitinkamai yra -4,1 kcal/mol, -6,1 kcal/moll#,5 kcal/mol. Matoma, kad Zhjungimasis
sukelia didesnius baltymo strakbs pokyius [157].

E. colitioredoksinas yra mazo molekulinio svorio (11,7 kBermentas. Manoma, kad Sis
baltymas dalyvauja Gdl detoksikacijoje. TirteE. coli tioredoksino sveika su kadmio jonais, esant
pH reikdnéms 6,4, 7,5, 8,0, panaudojant ITK (fermento koneaja kiuvetje 14 — 50uM, Cd**
koncentracija SvirkSte 150 — 2000, 25 °C temperatoje) (11 pav.).

dH, kcal/mol prigto ligandc

00 05 10 15 20 25 30 35 40
[Cd*"]/[tioredoksino]

11 pav.50 uM E.coli tioredoksino izotrminio titravimo 500uM CdCl, tirpalu kreiw (0,1 M MOPS, pt
7,5, injekuota po 7l 25 °C temperatoje) [151]
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Nustatyta, kad fermentas turi du Cauri§imo centrus, esant pH reikéms 7,5 ar 8,0. Sio metalo
jono ir pirmojo metalo jono suriSimo centro egzotamno jungimosi entalpijos pokytis yra -13,7
kJ/mol, jungimosi konstanta 1,03 -1, o antrajame surigimo centre vyksta endote¢rsimeika

- +48,5 kJ/mol, jungimosi konstanta 1,11 ° M. Taip pat nustatyta, kad jungiantis Cgbrie
pirmojo ar antrojo metalo jono suriSimo centrosgsia apie 1 proton[151].

UreE yra metalo Saperonas, kurisiggma apoureas aktyw centg nikelio jonais. ITK
(baltymo koncentracija kiuvge 6 — 25uM, metal; jony koncentracija SvirkSte 0,25 — 1 mM, pH
7,45, 25°C temperatoje) tirta Nf*, CUt*, Zr** saveika su H144UreE i$Klebsiella aerogenedNi**
su UreE iXK. AerogenegKaUreE) ir UreE iBacillus pasteuriiBpUreE) (12 pav.).
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[Ni#*)/[ KaUreE dimery]

12 pav.10 uM KaUreE izoterminio titravimo 0,63 mM P tirpalu kreive (0,1 M Tris-HCI, pH 7,45, 25 °C
temperairoje) [150]

Nustatyta, kad 2 Nf jungiasi suBpUreE, taiau 5,0 — 5,5 — skaUreE dimerais. Du nikelio,
vario, cinko jonai jungiasi ir su H14dreE dimeru. Esant didesnei nei 101 Sio baltymo
koncentracijai, formuojasi H14dreE tetrameras (dimerdimeras), kuriame trys Guar N
susijung su vienu baltymo dimeru. Nikelio jarsuKaUreE junginasi lemia entalpiés jegos (dH =
-14 kcal/mol, dS = -8 cal/mol-K), o 8pUreE — entropiés (dH = -3 kcal/mol, dS = +26 cal/mol-K).

Sie rezultatai rodo, kad Niyra skirtingai koordinuojami Siuose baltymuosekélio ir vario jony
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jungimosi su H144JreE, esant maZesnei nei 1M baltymo koncentracijai, maz neigiany
Siluminiy talpy pokyiu reikSmes (atitinkamai -30 kcal/mol-K ir -70 kcal/mol-K) sjusios su
mazais baltymo struiktos pokyiais, t.y. su §j metal; jony ir tam tikny baltymo pavirSiuje es&n
aminong<iy radikal; saveikomis [150].

Azurinas yra metalo baltymas, kuris stipriai jursjisu CG*. Tiriant vario jon jungimasi su
apoazurinu izoterminio titravimo kalorimetriniu @esimentu (baltymo koncentracija SvirkSte 50
nM , pH 7,0, 25°C tempefabje), apskaiiuota 4 - 16 M jungimosi konstanta ir nustatytas -10,2
+ 1,6 kcal/mol entalpijos pokytis. Gauti €ttirpalo titravimo baltymo tirpalu duomenys, panatid
apskaéiuojant jungimosi metu vyksta&n dviejy reakciyp grekio konstantas bei entalpijos,
entropijos pokyius (k = 2,2 +1,0 - 10M™ s', k, = 0,024 + 0,0105 dH; = -19 + 3 kcal/mol, dH2
= +9 + 3 kcal/mol). Sie rezultatai rodo, kad Cu@# jungiasi su apoazurinu, issiskiriant vienai ar
dviems vandens molekuhs (dS = -8 £ 10 cal/mol-K). Yra Zinoma, kad vienos htdi@nio
apvalkalo vandens molekigliSlaisvinimo iS metalo jono komplekso entropipadkytis yra lygus 9,5
cal/mol-K. Sios Cu-OHljungtys pakeiiamos stirprestmis ar papildomomis jungtimis tarp baltymo
ir CU?*, todkl yra tokia didet reakcijos entalpijos pokjo reiksne. Esant tokiai tarpinei apoazurino
formai, ktai vyksta baltymo konformaciniai po&i (kalorimetrinio eksperimento kreije (13
pav.) matomos iSsiglusios po kiekvienos injekcijos vykstan endotermini porces smaiks),
iSsiskiriant likusioms 4 + 1 vandens molekuk iS metalo jono komplekso (S +37 + 10

cal/mol-K), baltymuigaunant jo natalia bisery [158].
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13 pav. Vario jony tirpalo izoterminio titravim 50 rM apoazurino tirpalu kreive (pH 70, 25 °C
temperairoje) [158]
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Karboanhidrags (CA) yra cinko metalofermentai, katalizuojantygtama anglies dioksido
hidratacijos reakcij Izotermire titravimo kalorimetrija panaudota tiriant Zn Cu#*, Co** syveikas
su Zmogaus apo-CAll (baltymo koncentracija kigjeet50 — 303uM, Zn**, CU*, Cd* tirpaly
koncentracijos SvirkSte 2 — 5 mM, pH 7,0, 25 °Cgemafiroje) [159]. Gauti rezultatai pateikti 1

lentekje.

1 lentek. Zmogaus antrosios a-CA izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu titojant metal jony

tirpalais ir pusiausvirosios dialig metodu gauti parametrai [159]

Metalo jonas King. (M™)? dHsen (kcal/mol) Stechiometrija
Co™* (5+35)-10 -18+1 1
Zn** (1,2+0,2) - 16 -8,6 0,2 1
Ccu* (5,9 +1,4) 18 -5 0,2 2

@ — pusiausvyrosios diakiz rezultatai

CU?* su apo-CAll jungiasi gréiau ir stipriau, o C' legiau ir silpniau nei Zf'. Yra Zinoma,
kad du vario jonai jungiasi su $iuo fermentu. Zmegapo-CAll ir antrojo Ct silpnesnio
jungimosi konstanta yra 1 - IM™ ir stebimas entalpijos pokytis yra -2,5 + 0,4 keail. Be to, tik
esant didesims nei 250uM fermento koncentracijoms, $iame baltyme aptinkaritodvi C&*

jungimosi vietos [159].
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2. METODINE DALIS

2.1. Medziagos ir prietaisai
2.1.1. Medziagos

1.Rekombinantinis zmogaus augimo hormonas SICOR é&hqgte
2. Tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris-HCI) BIO — RA
3.EDTA Sigma
4. Fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF) Fluka
5.Natrio chloridas (NaCl) Reachim

6.Slapalas Reachim, Lachema
7.Redukuotas glutationas (GSH) Roche
8.Oksiduotas glutationas (GSSG) Roche

9.Sefadeksas G — 25

Pharmacia Fine Chemicalls

10.Q — sefaroz

Amersham Biosciences

11.Fenilsefaroz

Amersham Biosciences

12.Trifluoracto mgstis (TFA) Merck

13.Acetonitrilas Roth

14.Akrilamidas (GHsNO) Fluka

15.Bis (N,N’ — metil — bis —akrilamidas) (BIS BIO — RAD
((CH; : CHCONH,),CHy)

16.Natrio dodecilsulfatas (SD9) Serva
(C12H2504SxNa)

17.Amonio persulfatas (APS) BIO — RAD

18.Glicinas BIO - RAD

19.Glicerolis Fluka

20.Bromfenolio nelis BIO — RAD

21.p— merkaptoetanolis BIO — RAD

22.Coomassie Brilliant Blue R — 250 (CBB R — BIO — RAD
250)

23.Etanolis Vilniaus degtird

24.Lediné acto nigstis

Lachema

36



25.Vario chloridas (CuGlx 2H,0)

Fisher Scientific

26.Mangano chlorides (Mngk 4H,0) Allied Chemical
27.Kobalto chloridas (CoGk 6H,0) Aldrich

28.Cinko chloridas (ZnG) Merck
29.Cinko sulfatas (ZnSpx 7H,0) Mallinckrodt
30.Nikelio chloridas (NiC} x 6H,0) Reachim
31.Kadmio nitratas (Cd(Ng). x 4H,0) Mallinckrodt

32.Dapoksilo sulfonatas (dapoksilas)

Molecular Probes

33.L-cisteinas Sigma
34.Ditiotreitolis (DTT) Sigma
35.Magnio chloridas (MgGlx 6H0) Mallinckrodt
36.Kalcio chloridas (CaG) Carl Roth
37.Stroncio chloridas (Srgk 6H,0) Mallinckrodt

38.Bario chloridas (BaGlx 2H,0)

Columbus Chemica

39.Kalio chloridas (KCI) Merck
40.Licio chloridas (LiCl) Roth
41.Natrio tiocianatas (NaSCN) Fluka
42 .Natrio fluoridas (NaF) Sigma
43.Natrio bromidas (NaBr) Allied Chemical

44 .Natrio jodidas (Nal)

Fisher Scientific

45.Natrio sulfatas (N£5Qy) Roth
46.Natrio nitratas (NaNg) Reachim
47.Natrio hidro karbonatas (NaHGD Carl Roth
48.Gliukoze Carl Roth
49.Dimetilsulfoksidas (DMSO) Roth
50.Guanidino hidrochloridas (Gu-HCI) Fluka
51.HEPES Biochrom

52.Natrio fosfatas (N&PQ, x 12H0)

Fisher Scientific

53.Natrio citratas Carl Roth
54.Dinatrio karbonatas (N&Os) Roth
55.Imidazolas Sigma
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56.Natrio sukcinatas Reachim
57.Natrio acetates (C4£OONa) Serva
58.Natrio formatas (NaHCOO) Mallinckrodt
59.PIPES Roth
2.1.2. Prietaisai

1.Ultragarsinis dezintegratorius ,Vibra cel SONICS

VCX 750"

2.Centrifugos Hettich, Eppendorf 5810R

3.Saldymo spinta GILSON — 852

4. Magnetire maiSykk MM 3M

5. Gradifrac baltym chromatografia sistema Pharmacia Biotech

6.AtvirkS¢iy faziy chromatografidé kolorélé Vydac
“Protein C4”

7.UV detektorius ,Waters 2487 Dual Waters

8.absorbance detector”

9.Baltymy elektroforezs sistema Labtech

10.Srows Saltinis Consort 1200 V-500 mA E815

11.pH — metras METTLER TOLEDO

12.Didelio  efektyvumo  chromatografijas Waters
sistema

13.Automatires pipets GILSON

14.Spektrofotometras ,Ultrospec 4000” Pharmacia Bibtec

15.,Centriplus  YM - 3 Kkoncentravimg MILLIPORE

meégintuweliai

16.Svarstykés

SCALTEC SPO 61 (Max 3100 g, d = 0,1

9)

17.Realaus laiko polimerazia grandinigs

reakcijos plokstels

Thermo Scientific

18.Analitinés svarstykds

SCALTEC SBA 31 (Max 220 g, d = 0,0001

9)

19. Nano-ITC IIl CSC 5300

Calorimetry Sciences Corpiora

20.Realaus laiko polimerazis grandinigs

BIO — RAD
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reakcijosirenginys ,iCycler iQ Real Timg

A1%

Detection System*

2.1.3. Kompiuterinés programos

1.Waters Breeze

2. Microsoft Office programiaéijranga
% ThermoFluof*

4.BindWorks 3.1

5.Analyse

6.CSC Analyze

7.0rigin 7.0

8.Viewer Lite

9.ITC Run

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. Rekombinantiny kiaulés ir audinés augimo hormony gryninimas

2.2.1.1. Biomass ardymas

4 g atitinkany, rekombinantini E.coli lasteliy biomags suspenduojama 40 ml ardymo
buferiniame tirpale pH 7,2, tudio 0,1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF. Ardoma Simates
ultragarsiniu dezintegratoriumi Saldant (maksintainperaira 10 °C). Suardytlasteliy suspensija

centrifuguojama 25 minutes 4 °C temperaje (10000 aps./min).
2.2.1.2. Intarpinj kiineliy plovimas
Supernatantas nupilamas, ntdiss suspenduojamos 40 ml vandens. Suspensija

centrifuguojama 25 minutes 4 °C temperae (10000 aps./min). Supernatantas nupilamas,

nuogdos suspenduojamos 40 ml buferiniame tirpale pHt@rdio 0,1 M Tris-HCI, 2 M Slapalo, 5
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mM EDTA, 1M NaCl, 1 mM PMSF. Suspensija analogiSkaintrifuguojama. Supernatantas

nupilamas, nuaslos suspenduojamos 40 ml vandens. Si suspensljzgéitai centrifuguojama.

2.2.1.3. Intarpnij kiineliy tirpinimas

Supernatantas nupilamas, nédiss suspenduojamos 40 ml tirpinimo buferiniameatepH
9,0, turitio 0,1 M Tris-HCIl, 8 M Slapalo, 20 mM GSH. Suspgmshomogenizuojama
homogenizatoriumi. Gautas tirpalas 20 ndigulétai maiSomas 4 °C tempeiatje. Tuomet jis 25
minutes centrifuguojamas 4 °C tempe@raje (10000 aps./min).

2.2.1.4. Rekombinantinihormomn renatiravimas

Supernatantas skiedziamas raratimo buferiniu tirpalu pH 9,0, turéiu 0,1 M Tris-HCI, 6
mM GSSG, iki galutias 3 M Slapalo koncentracijos ([GSH] + [GSSG] = 1MMGSH] : [GSSG]
= 2 :1). Renatracija atliekamagtai maiSant baltymo tirpald °C temperatoje. Po 20 val. tirpalas

25 minutes centrifuguojamas 4 °C temp@ge (10000 aps./min).

2.2.1.5. Rekombinantinibaltymy gryninimas gelfiltracija bei jon mainy, hidrofobires sveikos

chromatografiniais metodais

Gelfiltracire kolona, pripildyta 400 ml (2,5 x 80,5 cm) G-25 a#tkso, lygsvarinama 4
tariais 25 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu pH 8,5 1,5/min greciu. UzneSus po renaavimo gaui
tirpala, kolona plaunama tuo gia buferiniu tirpalu. Baltymai detektuojami esar802nm bangos
ilgiui. Tikslinio baltymo frakcijos apjungiamos.

Stikliné kolona, pripildyta 60 ml (2,5 x 11,8 cm) Q sefarmzygsvarinama 15itiy 25 mM
Tris-HCI buferiniu tirpalu pH 8,5 2,0 ml/min gteu. UzneSus po gelfiltracijos apjungtas frakcijas,
kolona plaunama tuo pa buferiniu tirpalu. Baltymai desorbuojami linijun gradientu didinant
NaCl koncentracij 25 mM Tris-HCI buferiniame tirpale pH 8,5:

» 1 kolonos tiriu NaCl koncentracija kinta nuo 0 M iki 0,15 M;
» 2 kolonosiriais NaCl koncentracija kinta nuo 0,15 M iki 0,3 M

* 1,2 kolonosiiriais NaCl koncentracija kinta nuo 0,3 M iki 1 M.
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Baltymai detektuojami esant 280 nm bangos ilgitksiTnio baltymo frakcijos apjungiamoggaut
tirpala pridedama NacCl iki 2 M galutés koncentracijos.

Stikliné kolorelé, pripildyta 25 ml (1,5 x 13,7 cm) fenilsefaész lygsvarinama 15itiy 25
mM Tris-HCI buferiniu tirpalu pH 8,5, turinu 2 M NaCl, 1,0 mli/min greéiu. UzneSus po jan
mainy chromatografijos apjungtas frakcijas, kalEnplaunama tuo @au buferiniu tirpalu. Tikslinio
baltymo desorbcija atliekama 10 kobbés firiy linijiniu gradientu, mazinant NaCl koncentragij
(nuo 0,8 M iki 0,2 M) 25 mM Tris-HCI buferiniamepiale pH 8,5. Baltymai detektuojami esant 280
nm bangos ilgiui. Tikslinio baltymo frakcijos apgiamos, iSmatuojamas gauto tirpai@ig ir

paimamas rginys baltymo koncentracijai matuoti.

2.2.2. Rekombinantini kiaulés, audirés ir zmogaus augimo hormog grynumo nustatymas

2.2.2.1. Atvirkgiy faziy didelio skgio sky<iu chromatografija

Naudojami tirpikliai: A — 0,1 % TFA vandenyje, BO,1 % TFA acetonitrile. Atvirk8u
faziy ,Protein C4” (250 x 4,6 mm, “Vydac”) kolona lygsuaama 9 % B tirpikliu 1 ml/min gréiu.
UznesSus analizuojamo baltymo tirpglo desorbcija atliekama linijiniu gradientu:

* 3 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 9 % il %;
* 10 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 41 % #490 %;
* 40 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 49 % 88 %;
* 10 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 58 % &8 %;
* 1 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 68 % &L %.
Absorbcija matuojama 215 nm bangoje, naudojant gi¢aP487 Dual” detektoryy, 0 duomenys

analizuojami panaudojant ,Waters Breeze" chromatfiigg prograna.

2.2.2.2. SDS - PAGE

Naudojami tirpalai:

* 30% akrilamidas + BIS
Vandenyje istirpinama 29,2 g akrilamido ir 0,8 gSB(N,N’ — Metilen — bis — akrilamidas) ir

praskiedziama iki 100 ml.
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 1,5M Tris-HCI, pH 8,8
70 ml vandens iStirpinama 18,15 g Tris-HCI (hidiaketil) — aminometano. Tirpalo pH turi buti
8,8. Praskiedziama iki 100 ml.

* 0,5M Tris-HCI, pH 6,8
70 ml vandens istirpinama 6,0 g Tris-HCI (hidrokstit) — aminometano. Tirpalo pH turi buti 6,8.
Praskiedziama iki 100 ml.

* 10% natrio dodecilsulfatas (SDS)
50 ml vandens istirpinama 5,0 g natrio dodecilgalfa

* 10% amonio persulfatas (APS)
1 ml vandens istirpinama 100 mg amonio persulfato.

» Elektrodinis buferinis tirpalas (penkis kartus kentruotas)
Vandenyje istirpinama 30 g Tris-HCI (hidroksimet#)aminometano, 144 g glicino, 10 g natrio
dodecilsulfato ir praskiedziama iki 2 I. Tirpalo ghti bati 8,3 — 8,6; koreguoti negalima. Laikoma
4°C temperaturoje. PrieS naudgjitirpalas distiliuotu vandeniu skiedziamas 5 kartus

» Pavyzdzio buferinis tirpalas (keturis kartus kortogotas)
8 ml vandens istirpinama 800 mg natrio dodecilsal{&DS),ipilama 2,5 ml 1 M Tris—HCI, pH 6,
8,4 ml glicerolio ir 0,1 ml 0,5% Bromfenoliodto. Tirpalas uzSaldomas.

» Redukuotas pavyzdzio buferinis tirpalas
1 30 pl keturis kartus koncentruoto pavyzdzio buiertirpalo dedama 10 l— merkaptoetanolio.

* Neredukuotas pavyzdzio buferinis tirpalas
1 30 ul keturis kartus koncentruoto pavyzdzio buiiertirpalo dedama 10 ul distiliuoto vandens.

» DaZas Coomassie Brilliant Blue R 250 (CBB R — 250)
200 ml etanolio tirpinama 0,5 g CBB R — 250, priged 50 ml lediés acto rugsties ir
praskiedziama vandeniu iki 0,5 I.

» Blukalas
SumaiSoma 300 ml etanolio, 100 ml lediracto rugsties ir praskiedziama vandeniu iki 1 1.

Meéqinio paruoSimas:

I tris dalis né¢ginio (baltymo) tirpalo dedama 1 dalis redukuot;maredukuoto pavyzdzio buferinio

tirpalo. Pavirinama 5 minutes.

Geliy paruoSimas:
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Skiriamasis 15 % poliakrilamidinis gelis Koncemjantis 4% poliakrilamidinis gelis

5 ml 30% akrilamidas + BIS; 1,3 ml 30% akrilaasct BIS;

2,5ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 2,5ml 0,5 M T+#4Cl, pH 6,8;
2,3 ml HO; 6,1 ml HO;

0,1 ml 10% SDS; 0,1 ml 10% SDS;

0,1 ml APS; 0,05 ml APS;

0,01 ml TEMED. 0,01 ml TEMED.

ParuosStas skiriamojo gelio tirpalas pilamasukonstruat forma iki tam tikros, pazyrétos
vietos ir atsargiai uzpilama vandens. Polimerizagjksta apie 40 min.

Ant sustingusio skiriamojo gelio pilamas konceojamio gelio tirpalas iristatomos Sukos.
Polimerizcija vyksta apie 1 val. Jai pasibaiguoSustraukiamos, Suléfiai praplaunami praskiestu
penkis kartus koncentruotu elektrodiniu buferinipalu ir formajstatoma aparad.

Formos ir aparato rezervuarai uzpildomi vienkautialektrodiniu buferiniu tirpalu, gautu
200 ml penkis kartus koncentrgdtuferin tirpala praskiedus iki 1 I Sulirélius ineSami mginiai.
Elektrofore2z vykdoma pastovios srés rezime: 20 min teka 20 mA sréypo to iki elektrofore&s
pabaigos — 25 mA srévDazo frontui priagjus 0,5 cm iki apatinio stiklo krasto, laukiama e
min ir srowés Saltinis iSjungiamas.

Nupjovus koncentruojapgelj, skiriamasis dedamasonek su CBB R — 250 dazu. Dazoma

per naki. Véliau gelis blukinamas blukalo tirpale.
2.2.3. Rekombinantinio kiauks augimo hormono koncentravimas

Rekombinantiniai kiadks ir audirts augimo hormonai koncentruojami naudojant
~centriplus“ koncentravimo ggintuwélius turincius membraa praleidziadia ne didesnius kaip

3000Da junginius. Koncentruojama iki norimo baltymo K vienam mililitre 4 °C temperartoje

ir 3000 g, pastoviai papildant virSutimégintuwelio rezervuag atitinkamo baltymo tirpalu.
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2.2.4. Rekombinantiny kiaulés, audinés ir Zzmogaus augimo hormon spektrofotometrinis

koncentracijos nustatymas

Atitinkamo baltymo tirpalas iSdializuotas per nak® mM Trsi-HCI buferiniame tirpale pH
7,5 perfiltruojamas per 0,2m pom PVDF “Carl Roth”filtr 3. Matuojamos filtrato sugertys, esant
280 nm ir 340 nm bangilgiams, panaudojant ,Milli Q“ vanderkaip kontro¢. Baltymo tirpalo
sugertis gaunama i$ optinio tankio reik&resant 280 nm bangos ilgiuiélius optinio tankio
reikSnme, gaug 340 nm bangoje [153]. Hormono koncentracija agsl@jama pagala Bugerio -
Beero — Lambertoé&sn:
A=C.¢-|
kur A — baltymo sugertis, OVe — jo ekstinkcijos koeficientas, Mcni*, gautas “ProtParam”
programa, panaudojant pirmeibaltymo sek (exan = 15930 M'-cmi*, gaan = 15930 M-cmit, esan =
17420 M*-cmi®); | — kiuvees ilgis, cm; C — molia baltymo koncentracija, M.

2.2.5.]vairiy reageny jtakos rekombinantiniy kaiulés, audinés ir zmogaus augimo hormon

terminiam stabilumui tyrimas

I realaus laiko polimerazis grandinigs reakcijos (RL — PGR) plokSésl 76 Suliglius
ipilama po 5ul paruost ivairiy reageni skirtingy koncentraciy vandeniny tirpaly. Dar trys
ploksteks Sulireliai, turintys po 5ul ,Milli Q" vandens, yra kontroliniai (2 lenté). [ 79 Sios
ploksteks Sulirelius ipilama 5pl 40 uM rekombinantinio zmogaus augimo hormono, pries tai
iSdializuoto 50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale, pHbS, praskiesto vandeniu iki reikiamos baltymo
koncentracijos ir turiéio 200 uM dapoksil§ sulfonato] kiekviery plokstebs Suliréli jpylama 2,5
ul silikoninés alyvos ir ji centrifuguojama 1 min 1000 aps/mireigu. RL — PGRirenginyje
plokStek kaitinama nuo 25 °C iki 97 °C 1 °C/min giai ir matuojamas dapoksilo sulfonato
fluorescencijos intensyvumas kiekviename &iyjie. Duomenys apdorojami ,ThermoFIusr
programa, gaunamos baltymo iSsivyniojimo tempecst esanivairiy koncentracijy skirtingiems
reagentams ir jiems nesant.

AnalogiSkai atliekami eksperimentai su @M rekombinanitni kiaules, audigs augimo
hormony vandeniniais tirpalais, turénais 100uM dapoksilo sulfonato. Kiekvienas eksperimentas
kartojamas po tris kartus.
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2 lentek. Ivairiy reagent skirtingy koncentracij supilimoi RL — PGRplokstet schema

1 2 3 4 5 6 7 1( 11 1
100 mM 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM
150 mM | 500 mM 1M Tris-HClI, Tris-HCI, Tris-HCI, Tris-HCI, Tris-HCI, glicino, pH
5 mM NacCl 15 mM NacCl 50 mM NaCl NaCl NacCl NacCl pH 7,0 pH 7,5 pH 8,0 pH 8,5 pH 9,0 9,5
100 mM 100 mM 100 mM
100 mM 100 mM 100 mM natrio natrio natrio
5mM 5 mM 5 mM HEPES, pH | HEPES, pH | HEPES, pH | fosfato, pH | fosfato, pH | fosfato, pH
5 mM MgCh 5 mM CaC} 5 mM SrCh BaCh cisteino DTT 6,5 7,5 8,5 6,0 7,0 8,0
100 mM 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM
natrio natrio natrio natrio natrio natrio
100 mM | 100 mM 100 mM | citrato, citrato, pH citrato,pH citrato, pH citrato, pH karbonato,
100 mM KCI 100 mM LiClI 100 mM NaCl | NaSCN NaF NaBr pH3,5 45 55 6,5 7,5 pH 10,0
100 mM 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM
100 mM 100 mM | 100 mM MES, pH MES, pH MES, pH PIPES, pH | PIPES, pH
100 mM Nal 100 mM N£SO4 NaNG; NaHCGQ;, | gliukozs | vandens | 5,0 6,0 7,0 6,5 7,5 vandens
100 mM 100 mM
100 mM 200 mM 300 mM natrio natrio 100 mM
2% 5% 10 % imidazolo, imidazolo, imidazolo, sukcinato, sukcinato, CH;COONa
2 % DMSO 5 % DMSO 10 % DMSO | glicerolio | glicerolio | glicerolio | pH 7,0 pH 7,0 pH 7,0 pH 6,5 pH 7,0 pH 4,0
0,05 mM . 0,15 mM 100 mM 100 mM 100 mM
0,1 mM dapoksilo
dapoksilo dapoksilo 100 mM 100 mM 100 mM Natrio Natrio Natrio
sulfonato, 0,5 %
sulfonato, 0,5 DMSO sulfonato, 0,5 | 250 mM | 500 mM 1M CH;COONa | CH;COONa | CH;COONa | formiato, formiato, formiato, pH
% DMSO % DMSO Slapalo Slapalo Slapalo pH 4,5 pH 5,0 pH5,5 pH 3,0 pH 3,5 4,0
1000
500 mM Gu- mM Gu- | 2000 mM
2 M Slapalo 250 mM Gu-HCI | HCI HCI Gu-HClI vandens - - - - - -
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2.2.6. Metalp jony jtaka rekombinantiniy kiaulés, audinés ir Zmogaus augimo hormon

terminiam stabilumui

IS 4 mM MnC}, CoCh, NiCl,, Cd(NG),, CuCh, ZnCh, ZnSQ tirpaly 50 mM Tris-HCI
buferiniuose tirpaluose pH 7,5, skiedziant juosoShwferiniu tirpalu, RL — PGR plokSts
Suliréliuose paruoSiama po 10 2000 uM, 1000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62,5 uM, 31,2
uM, 15,6 uM, 7,8 uM, 3,9 uM, 1,9 uM Siy metaly jony tirpaly. I plokStets dvylikto kontrolinio
stulpelio Suliglius jpilama 10ul 50 mM Tris-HCI buferinio tirpalo pH 7,5 kitos analogiskos
ploksteks kiekviery Sulireli jpilama 5ul atitinkamo tirpalo iS paruostos plok&telir 5 pl 40 uM
rekombinantinio zmogaus augimo hormono tirpalo 9@ ifris-HCI buferiniame tirpale pH 7,5,
turin¢io 100 mM NacCl ir 20uM dapoksilo sulfonatdl. kiekviera gautos plokSték Sulireli ipylama
2,5 ul silikoninés alyvos ir ji centrifuguojama 1 min 1000 aps/mireigu. Po to RL — PGR
irenginyje plokstel kaitinama nuo 25 °C iki 97 °C 1 °C/min d¢iai ir matuojamas dapoksilo
sulfonato fluorescencijos intensyvumas kiekvienanglirélyje. Duomenys apdorojami
,ThermoFluof™ programa, gaunamos baltymo i3sivyniojimo tempecd, esant jvairiy
koncentracip metal; jonams ir jiems nesant. Eksperimentas kartojamigskartus. Braizomos
priklausomylgs tarp baltymo vidurkini iSsivyniojimo temperaty ir metaly jonu koncentraciy
deSimtaini logaritmy reikdmi;, panaudojant Microsdtt Office Excel 2003 program

Analogiskai atliekami eksperimentai su gM rekombinanitni kiaules, audigs augimo
hormon tirpalais 50 mM Tris-HCI buferiniuose tirpaluoskl 7,5, turirtiais 100 mM NacCl ir 100

uM dapoksilo sulfonato. Metaljony jungimosi su rkAH, raAH konstantos gaunamos

L= (1 ~(8uHy, +80Cy (Tn =T, )-To(ay Sy, + AC\T/T))/RT)

Pe(AH +8uCop (T =To )~Ton (B St ACInT/T))/RT (AH +85C (T =To) =T (B Sty AC\T/T))/RT ~(auHr, +80C, (Tn=T,)-Tn(dy Sr, +84C,I(T,/T, ))RT,

Ze[AH +0,C, (T -T, )Ty Ay Sy, AC\(T/T)))RT((AH +80Cp (T =To ) =T (Bbu Sty +800 Cy IN(T/To )R Ty LAH +AnCo (Tn =T )~Tan (B Sr + AC\(T/T))RT}

-e
1

+
e—(AUH,, +8yCp (T =T, )-Tn (B0 Sy, +Aucpln(Tm/T,)))/RTme—(A.,UHTD +850Cp (T =To) T (8o Srg +Au Cp N (Ton/To)JJRTey _ —(A.,NHTD +AnCo (Tr—To)~Trn (Bon Srg +AunC p I(Tr/To )R T,y :}

lygti (1.2.1.1. skyrius) glotninant prie gautuomem maziausi kvadraty metodu Origin 7.0

programa.
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2.2.7. Zrt* jtakos rekombinantiniy Zmogaus, kiaués, audinés augimo hormony terminiam

stabilumui, esant skirtingoms baltymy koncentracijoms, tyrimas

I RL — PGR plokstes A — D eili@iy 11 Sulireliy ipilama po 5ul 2000 uM, 1000 M, 500
uM, 250 uM, 125uM, 62,5uM, 31,2uM, 15,6uM, 7,8 uM, 3,9 uM, 1,9 uM ZnSQ, tirpaly 50 mM
Tris-HCI buferiniuose tirpaluose pH 7,%.Sios plokStels E — H eildiy Sulirélius analogiskai
ipilama tokiy paiu koncentraciy ZnCl, tirpalhu 50 mM Tris-HCI buferiniuose tirpaluose pH 7,5.
PloksSteés dvylikto stulpelio Suligliai, turintys po 5ul 50 mM Tris-HCI buferinio tirpalo pH 7,5,
yra kontroliniai. ParuoSiama 150 80 uM, 40 uM, 20 uM bei 10 uM rekombinantinio Zmogaus
augimo hormono tirpal50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale pH 7,5, tu¢in 200 mM NacCl ir 200
uM dapoksilo sulfonato. Pod Siu baltymo tirpal atitinkamaiipilamaj plokSteés A'ir E, Bir F, C
ir G bei D ir H eil&iu Sulirelius. Galutires baltymo ir ZnS@ ZnCkL koncentracijos plokstge
pateiktos 3 lentéje. | kiekviera gautos ploksték Sulireli ipilama 2,5ul silikoninés alyvos ir ji
centrifuguojama 1 min 1000 aps/min giei Po to RL — PGRrenginyje ploksted kaitinama nuo 25
°C iki 97 °C 1 °C/min greéiu ir matuojamas dapoksilo sulfonato fluorescergijotensyvumas
kiekviename 3ulilyje. Duomenys apdorojami ,ThermoFIUdr programa, gaunamos baltymo
i§sivyniojimo temperdiros, esanivairioms Zrf* koncentracijoms ir jiems nesant.

Analogiskai atliekami eksperimentai su tokiaistipss rekombinantni kiauks ir audires

augimo hormon tirpalais. Kiekvienas eksperimentas kartojamatrigdkartus.
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3 lentek. Galutings rZAH ir ZnSQ, ZnCh koncentracijos plokstgle, tiriantZn®* jtaka Sio baltymo terminiam stabilumui

1 2 3 4 5 6 7 8 g 1 11

40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM

rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, 40 uM rZAH,

1000uM 500uM 250uM 125uM 62,5uM | 31,2uM | 15,6uM 7,8uM 3,9uM 1,9uM 1,0uM 50 mM Tris-
A | ZnSQ ZnSQ, ZnSQ, ZnSQ, ZnsSQ, ZnSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, HCIpH 7,5

20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM

rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, 20 uM rZAH,

1000puM 500uM 250uM 125uM 62,5uM | 31,2uM | 15,6uM 7,8uM 3,9uM 1,9uM 1,0uM 50 mM Tris-
B | ZnSQ, ZnSQ, ZnsSQ, ZnSQ, ZnsSQ, ZnSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, HCIpH 7,5

10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM

rZAH, rzAH, rZAH, rzAH, rZAH, rzAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, 10uM rzAH,

1000puM 500uM 250uM 125uM 62,5uM | 31,2uM | 15,6uM 7,8uM 3,9uM 1,9uM 1,0uM 50 mM Tris-
C | ZnSQ, ZnSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ ZnsSQ, ZnsSQ, HCIpH 7,5

5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM

rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, 5uM rzAH,

1000uM 500uM 250uM 125uM 62,5uM | 31,2uM | 15,6uM 7,8uM 3,9uM 1,9uM 1,0uM 50 mM Tris-
D | ZnSQ ZnSQ, ZnsSQ, ZnSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, ZnsSQ, HCIpH 7,5

40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM 40uM

rZAH, rzZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, 40 uM rZAH,

1000uM 500uM 250uM 125uM 62,5uM | 31,2uM | 15,6uM 7,8uM 3,9uM 1,9uM 1,0uM 50 mM Tris-
E | ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, HCl pH 7,5

20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM 20uM

rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, 20 uM rZAH,

1000uM 500uM 250puM 125uM 62,5uM | 31,2uM | 15,6puM 7,8uM 3,9uM 1,9uM 1,0uM 50 mM Tris-
F | ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, HCl pH 7,5

10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM 10uM

rZAH, rzAH, rZAH, rzAH, rZAH, rzAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, 10uM rzAH,

1000uM 500uM 250puM 125uM 62,5uM | 31,2uM | 15,6puM 7,8uM 3,9uM 1,9uM 1,0uM 50 mM Tris-
G | ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, HCIpH 7,5

5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM 5uM

rZAH, rzAH, rZAH, rzAH, rZAH, rzAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, rZAH, 5 uM rzAH,

1000uM 500uM 250puM 125uM 62,5uM | 31,2uM | 15,6puM 7,8uM 3,9uM 1,9uM 1,0uM 50 mM Tris-
H | ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, ZnCl, HCI pH 7,5
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2.2.8. Zrt* ir rekombinantiniy 7mogaus, kiaués, audinés augimo hormony saveikos

parametry nustatymas izoterminio titravimo kalorimetrija

Izoterminio titravimo kalorimetro lyginamoji kiuveuzpildoma ,Milli Q“ vandeniu. 1,5 ml
nudujinto vakuuminiame inde 1M, 45 puM, 63 puM, 74 uM, 80 uM, 100 uM ar 130 uM
rekombinantinio kiawls augimo hormono tirpalo iSdializuoto 50 mM Tris-Hstiferiniame tirpale
pH 7,5, turigio 50 mM NacCl, pilama meéginio kiuvet. Atitinkamai 100uM, 450 uM, 630 uM,
740 uM, 800 pM, 1000 pM ar 1300 uM nudujintu Zrf* tirpalu dializs 50 mM Tris-HCI
buferiniame tirpale pH 7,5, tudiu 50 mM NacCl, uzpildomas 2501 SvirkStas, kurigtvirtinamas
biuregje ir imerkiamasi méginio kiuvet. [jungiamas baltymo tirpalo kiuvge 150 sk./min.
greiu maiSymas. Nusist@yus bazinei linijai (po 45 — 60 min.), kas 180 d0Z%j méginio kiuvet
injekuojama po 10ul cinko jom tirpalo. ITCRun programa registruojami Siluminipokyciai
vykstantys kiuvetje po kiekvienos injekcijos.

Analogiskai atliekami kontroliniai ekperimentai tog rkAH tirpalo jpilant atitinkama kieki
dializés 50 mM Tris-HCI buferinio tirpalo pH 7,5.

Pradiniai ZA* jungimosi su hormonu duomenys gaunami i§ rekonmtinis kAH
izoterminio titravimo cinko jon tirpalu duomen atimant kontrolinio eksperimento duomenis
BindWorks 3.1.5 programoma. Gauti pradiniai duonseimyegruojami CSCAnalyze programa.Zn
jungimosi su rekombinantiniu kiatd augimo hormonu konstanta, stechiometrija ir stekbi
entalpijos pokytis nustatong, = n[PT ]\/OdH(@i —Gi_l) lygti (1.2.2.1. skyrius) glotninant prie gaut
duomem CSCAnalyze programa.

Analogiskai atliekami eksperimentai su rekombinaats 63uM, 100 uM audires ir 100
uM, 110 uM zmogaus augimo hormartirpalais, injekuojant juos kas 180 s 10 kartlidesrs nei

hormono koncentracijos Zhtirpala.
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3. REZULTATAI IR J U APTARIMAS

1992 m. B. C. Cunninghamas ir kt. nustdad Zrf*, Cd* jungdamiesi su Zmogaus augimo
hormonu stabilizuoja baltymo struiky [34-36]. Veliau, 2000 m. buvo parodyta, kad ZnCd”,
Co®*, CU#, HE, Agd', Au**, Au', P&, Ni**, Pf* saveikauja su ZAH ir skatina jo dimerizagij
Zmogaus augimo hormono stabilizavimas cinko joiaigs pl&iai taikyti tobulinant Sio baltymo
vaistire formuluot [34, 35, 37-42]. Taip pat daéjg publikacij, kuriose tiriamos rZAH ir skirting
metal; jony saveikos, nustatomiyj jungimosi su baltymu kinetiniai ir termodinaminjgarametrai,
ju itaka baltymo erdvinei strulitai [160-164].

Rekombinantinio ZAH aminagXiy sekos homologiSkumas su rekombinantiniais ks
audires AH atitinkamai yra 68 % ir 66,7 % [44]. Evoliuainpoziiriu metal; jony saveika su
rekombinantiniais kiagk ir audirgs augimo hormonais yr@lomi, nes yra keleta svatbZAH ir
kiaulés, audigs AH skirtumy. Pavyzdziui, tik Zmogaus ir kitprimay augimo hormonamsibingas
laktogeninis aktyvumas [8]. & Sios priezasties ir norint iSsiaiskinti, ar metgnai gali luti taip
pat panaudojami tobulinant ir rekombinanginkiaules ir audirgs augimo horman vaistines
formuluotes, Siame darbe tiriama skirtingnetal; jony ir rekombinanting kiaules, audigs ir
Zmogaus augimo hormarsaveika.

Tiriant makromolekuli ir ligandy saveikas yra labai svarbu, kadith naudojami gryn
medziag tirpalai [153], todl visi tirpalai, reikalingi tiriant metal jony ir rekombinantini augimo
hormon; saveika, ruosti naudojant ,Milli Q“ vanden o baltymy grynumasjvertintas SDS-PAGE
metodu ir RP-HPLC analize (14 pav. A, B, C). Ekapentai atlikti naudojant raAH ir rkAH, kuyi
grynumas ne mazesnis nei 96 %, rzAH - 99 %.
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14 pav Rekombinantinj kiaulés (A, D), audires (B, E), Zmogaus (, F) AH grynumojvertinimas SD-
PAGE (15 %) metodu (A, B, C) ir RP-HPLC analizel@@lé ,Protein C4“, 250 x 4,6 mm, Vydac) (D, E,
F). (A) 1 takelis — molekulini masi; standartai, 2 ir 3 fnesta 6ug rkAH atitinkamai neredukuotomis ir
redukuotomis gygomis. (B) 1 takelis — molekulini masy standartai, 2 ir 3 +4neSta 4ug raAH
atitinkamai redukuotomis ir neredukuotomagygomis. (C) 1 takelis — molekulimimasiy standartai, 2 ir 3
— atitinkamaiinesta 1Qug ir 15ug rZAH redukuotomisagygomis, 4 ir 5 - atitinkamainesta 1Qug ir 15ug
rzAH neredukuotomisatygomis
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3.1. Jvairiy reageny jtaka rekombinantiniy kiaulés, audinés ir zmogaus augimo

hormony terminiam stabilumui

Norint tirti metal; jony ir triju rekombinantini augimo hormon saveika terminio poslinkio
ir izotermirgs titravimo kalorimetrijos metodais, paranku priesstatant eksperimentinesglygas
pasiziiréti, kokie ligandai ir kokiosy koncentracijos stabilizuoja ar destabilizuoja Siamgimo
hormonus. Kadangi terminio poslinkio metodu hormdarminis stabilumas tiriamas matuojant
dapoksil§ sulfonato ir baltymo komplekso fluorescencijos eitdyvumo pokgius keliant
temperaira, buvo tirta Sio solvatochrominio daztaka rekombinantiniams kiaid, audigs ir
Zmogaus augimo hormonams. Rekombinantiniai k&aul audirts AH nezymiai destabilizuojami
esant 150uM solvatochrominio dazo koncentracijai ySbaltymy iSsivyniojimo temperdiros
sumagja apie 1,3 °C), tdau esant tokiam ar mazesniam dazo kiekiui rekoamiinio ZAH

stabilumas nekinta (15 pav. A, B, C).
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15 pav Rekombinantini kiauks (A), audirgs (B), Zmogaus (C) augimo hormgresagiy vandeniniuos
tirpaluose, i$sivyniojimo tempefat; priklausomyk nuo dapoksil8 sulfonato koncentragij (A), (B)
rkAH, raAH koncentracija - 1M, pradiré dapoksil§ sulfonato - 5QuM:; (C) rZAH koncentracija - 2QM,

Sio dazo - 10QM. Abscisiy aSyje atidtos daZo koncentracijos, is&aitant jo pradiés koncentracijos
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D¢l Sios priezasties tiriant metajony jtaka rekombinantini kiauks, audigs, Zmogaus augimo
hormony terminiam stabilumui terminio poslinkio metodu datos galutias 50 uM ir 100 uM
dapoksil§ sulfonato koncentracijos.

Taip pat iStirtas & rekombinantink augimo hormon stabilumasivairiose pH reikSise ir
buferintse sistemose. Rekombinantiniai Ksulr audires augimo hormonai destabilizuojami esant
ragstirgje tergeje (pH 5,0 ir maziau), o stabilizuojami tirpaluokeriy pH reikSngs yra 6,5 - 9,5 (16
pav. A, B). rZAH terminis stabilumas mga esant igstiniuose tirpaluose (pH 5,0 ir mazesniai),

tirpaluose, kuti pH reikSnés yra 6,5 - 9,5 — praktiSkai nekinta (16 pav. C).
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16 pav Rekombinantini kiauks (A), audigs (B), Zmogaus (C) augimo hormpridsivyniojimo
temperairy priklausomyls nuo skirting 100 mM bufering tirpaty pH reikSmu. < - natrio fosfatas, pH
6,0, 7,0, 8,0® - natrio sukcinatas, pH 6,0, 5,0, 7;0: natrio formiatas, pH 3,0, 3,5, 4,8;- PIPES, pH
6,5, 7,5;x - natrio acetatas, pH 4,0, 4,5, 5,0, ;5; imidazolas, pH 7,00 — MES, pH 5,0, 6,0, 7,@; —
natrio citratas, pH 3,5, 4,5, 5,5, 6,5, 75+ glicinas, pH 9,50 — HEPES, pH 6,5, 7,5, 8,5; - Tris-HCI,
pH 7,0, 7,5, 8,0, 8,5 9,0. (A), (B) rkAH, raAH kmentracija - 10uM (0,22 mg/ml) (C) rzAH
koncentracija - 2@M (0,45 mg/ml). ISsivyniojimo temperfat; variacijos koeficientas nevirsija 9
%
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Atsizvelgusi gautus rezultatus ir zinant, kad gym kraujo pH yra 7,2-7,4 [166], terminio poslinkio
ir ITK eksperimentuose naudoti 50 mM Tris-HCI bufeame tirpale, pH 7,5 iSdializuoti
rekombinantiniai kiauds, audigs ir Zzmogaus augimo hormonai.

rkAH, raAH, rzAH stabilumas diga didjant natrio chlorido koncentracijoms (17
pav. A, B, C). Ypa joninés jegos didinimasijtakoja rekombinantinio ZAH terminstabiluma.
Mazesrs Sios druskos koncentracijos jta&oja hormon terminio stabilumo. Ta#d norint
sumazinti nespecifini saveiky tikimybe atliekant izoterminio titravimo kalorimetrijos terminio
poslinkio eksperimentus rekombinantirkiaules, audigs ir Zzmogaus augimo hormemméginiali

buvo ruoSiami taip, kad galutimatrio chlorido koncentracijaib; 50 mM.
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17 pav Rekombinantini kiaules (A), audigs (B), Zmogaus (C) augimo hormprissivyniojimo

temperairy priklausomylds nuo natrio chlorido koncentracijos. (A), (B) rkAHAH koncentracija - 10

uM; (C) rZAH koncentracija - 2QgM
Dimetilsulfoksidas ir glicerolis stabilizuoja rkAHaAH (baltymy koncentracija — 1@M)
esant nuo 5 % iki 10 % jkoncentracijoms (18 pav. A, B), o rZAH (baltyrkoncentracija — 2QM)

- esant 10 % gireageni koncentracijoms (18 pav. C).
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18 pav Rekombinantiry kiauks (A), audis (B), Zm@aus (C) AH iSsivyniojimo temperaty
priklausomylk nuo dimetilsulfoksido ir glicerolio koncentratijm — DMSO, o — glicerolis. (A), (B)
rkAH, raAH koncentracija - 1QM; (C) rZAH koncentracija - 2QM

Kadangi Siame darbe naudojami augimo hormonai gayni iS intarpink E. coli kiineliy
panaudojant Slapgl buvo tirta denatanty jtaka Siems baltymams. Nustatyta, kad esant iki 1 M
guanidino hidrochlorido koncentracijai rekombinanti kiaules, audigs ir zmogaus augimo
hormony stabilumas nekinta, o iki 2 M Slapalo koncent@igtabilizuoja Siuos baltymus (19 pav.
A, B, C). Taip pat nustatyta, kad esant 100 mMIglaés koncentracijai ir iki 300 mM imidazolo
koncentracijoms vis triju rekombinanii augimo hormon terminis stabilumas nekinta (19 pav. A,
B, C).

20 pav. A, B, C pateikti tnj augimo hormon iSsivyniojimo temperairy skirtumai esant
100 mM skirting, anijony ir jiems nesant. Kaip matyti, CBr, I, F, SQ%, NOs, SCN stabilizuoja
rkAH. Sie anijonai stabilizuoja ir raAH, d&u iSskyrus Bt Tuo tarpu rZAH stabilizavimas, ISCN
yra mazesnis lyginant su rekombinantiniais kiaut audirés augimo hormonais. Be to, CBr, F,

SO%, NO; ko gero ngakoja rekombinantinio ZAH terminio stabilumo.
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19 pav Rekombinantiry kiaules (A), audis (B), Zmgaus (C) AH iSsivyniojimo temperat
priklausomyle nuo prictty reageni koncentracip. m — guanidino hidrochloridasy — Slapalas.e —
imidazolaso - gliukoz. (A), (B) rkAH, raAH koncentracija - 10M; (C) rZAH koncentracija - 2QM

Buvo tiriama, kaip kinta rkAH, raAH, rZAH iSsivynimo temperairos, esant ir 100 mM
K*, Na'ir Li* koncentracijoms. I3 21 pav. C pateikezultat; matoma, kad Sie katijonai i@koja
rekombinantinio ZAH terminio stabilumo. Rekombinant kiaules ir audirts augimo horman
termin stabilumy didina K', maziau N3 tatiau esant 100 mM Likoncentracijai $i baltymy
iSsivyniojimo temperairos nekinta (21 pav. A, B).

Taip pat nustatyta, kad rkAH ir raAH iSsivyniojintlemperairos nekinta, atitinkamai esant
5 mM Mgt*, B&" ir 5 mM S, Mg**, B&* koncentracijoms. Tokie patys €iekiai destabilizuoja
rekombinantif audires augimo hormanir tokie patys C&, SF* - rekombinantii kiaulés augimo
hormony (22 pav. A, B). Rekombinantinio ZAH stabilarmazina visi migti katijonai (22 pav. C).
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20 pav. Rekombinantinij kiaulés (A), audirs (B), Zmogaus (C) augimo hormpesant 100 mM skirting
anijomy ir jiems nesant iSsivyniojimo tempefiai skirtumai. (A), (B) rkAH, raAH iSsivyniojimo
temperairos vandenyje atitinkamai — (63,0 + 0,2) °C, (61(,3) °C, baltym koncentracija - 1QM; (C)
rzAH i$sivyniojimo temperdta vandenyje — (79,7 + 0,1) °C, baltymo koncenjaacROuM. Rezultatai
pateikti kaip vidurkis * standartinis nuokrypis gauti iS 3 identiSkai atlikt eksperiment
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21 pav Rekombinantini kiauks (A), audirs (B), Zmogaus (C) augimo hormpeasant 100 mM skirting
katijony ir jiems nesant iSsivyniojimo tempefai skirtumai. (A), (B) rkAH, raAH iSsivyniojimo
temperairos vandenyje atitinkamai — (63,0 + 0,2) °C, (61,3) °C, baltym koncentracija - 1@M; (C)

rzAH i$sivyniojimo temperdta vandenyje — (79,7 + 0,1) °C, baltymo koncenjaacROuM. Rezultatai

pateikti kaip vidurkis = standartinis nuokrypisgauti iS 3 identiSkai atlikt eksperiment
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22 pav Rekombinantinj kiaules (A), audirgs (B), Zmogaus (C) augimo hormpesant 5 mM skirting

katijony ir jiems nesant iSsivyniojimo tempefiai skirtumai. (A), (B) rkAH, raAH iSsivyniojimo
temperairos vandenyje atitinkamai — (63,0 + 0,2) °C, (61,3) °C, baltym koncentracija - 1@M; (C)

rzAH iSsivyniojimo temperata vandenyje — (79,7 + 0,1) °C, baltymo koncenjaacROuM. Rezultatai

pateikti kaip vidurkis = standartinis nuokrypisgauti iS 3 identiSkai atlikt eksperiment

rkAH, raAH iSsivyniojimo temperatos magja, esant 5 mM cisteino ir 5 mM ditiotreitolio
koncentracijoms (23 pav. A, B), kadangi suardomgigeo hormom strukfira stabilizuojantys
terminis stabilumas lyginant su rekombinantiniaiguks ir audirs augimo hormonais praktiskai
nekinta, o esant tokiai piai DTT koncentracijai Sio baltymo terminis stalilas maga (23 pav.
C). Tai rodo, kad rekombinantinis ZAH yra stabiiesbaltymas nei rekombinantiniai ki&s|

audires augimo hormonai.
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23 pav rkAH (A), raAH (B), rZAH (C) esant esant 5 mM redukig ir jiems nesant iSsivyniojim
temperairy skirtumai. (A), (B) rkAH, raAH iSsivyniojimo tempatiros vandenyje atitinkamai — (63,0 +
0,2) °C, (61,1 + 0,3) °C, baltyrrkoncentracija - 1@M; (C) rZAH iSsivyniojimo temperata vandenyje —
(79,7 £ 0,1) °C, baltymo koncentracija - 201. Rezultatai pateikti kaip vidurkis + standartinis

nuokrypis ir gauti iS 3 identiSkai atlikeksperiment

3.2. Metaly jony jtaka rekombinantiniy kiaulés, audinés ir zmogaus augimo

hormony stabilumui

Zn**, CU*, Ni¥*, cd*, Cdf*, Mn** ir trijy rekombinantini AH saveika tirta terminio
poslinkio metodu ne tik norint suzinoti metabny itaka baltymy terminiam stabilumui, bet taip pat
norint nustatyti i katijorny jungimosi su hormonais konstantas. Pasirinktintietal; jonai, kurie
buvo panaudoti tiriant metaljony itaka rekombinantini Zmogaus, kiagk ir audirts augimo
hormon oligomerizacijai vandeniniame tirpale [93, 59, L65

Keliant temperatra 1 °C/min. graiiu, pirmiausia buvo matuojami 1M rkAH ir dapoksilo
sulfonato komplekso fluorescencijos intensyvumagant ir esant nuo 0,98/ iki 1000 uM metaly
jony koncentracijoms. Sio hormono ir solvatochromini@?a komplekso fluorescencijos

intensyvumo priklausomys nuo temperatos duomenis glotninant

T, YnT, +(IT[J _mN)(T _Tm)

e oo e
1+e " "

(7)

Y=Yng, Ty (T-T)+ .
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lygtimi (1.2.1. skyrius) ,ThermoFludf* programa @,C,= 2500 cal/mol-K, R = 1,9872

cal/mol-K), gaunamos baltymo iSsivyniojimo temp@ras, esant atitinkamoms eksperimeénns

salygoms. 24 pav. pateikti rkAH deraicijos kreiviy pavyzdziai.

250 -

200 -

150 -

100

Fluorescencijos intensyvurn

50 -

20 40 60 80 100
Temperaira, °C

24 pav Rekombinantinio kiags augimo hormono ir dapoks® sulfonato komplekso uorescencijo:
intensyvuny priklausomylds nuo temperatos nesant ir esant 10084, 62,5uM, 3,9 uM ZnSQ, 50 mM
Tris-HCI buferiniame tirpale, pH 7,5. GalutimkAH koncentracija - 1M, dapoksil§ sulfonato - 50
uM, m - 1000puM ZnSQ,, b - 62,5uM ZnSO;, @ - 3,9uM ZnSQ,, o — OuM ZnSO,.

Norint nustatyti ZA*, CU#*, Ni**, C&*, Cd™* jungimosi su rekombinantiniu kAH konstantas,
braizomos hormono vidurkiniiSsivyniojimo temperaty priklausomyks nuo skirting metaly jony

koncentraciy deSimtaing logaritmy reikSmiy ir gauti duomenys glotninami

L= (1_ e*(Au Ha, +8yCy (T =T, )T (B0 Sp, +84Cy IN(T/T, )))/RT,,,) (20)

P o (o 8T =To)Ta Bty +0uCon(Ta/To)JRTa o o=(Bun Hrg +800C o (T =To) T By Sty +BsCo (T To )Y RTo {8 Hr, +80Cy (T =T, )T Sy, +80C T/, RT,
t

R R T ) L I O e ) L B e L

1

+
@ BuHT, +8uCy (T =TT [By S, 484 Co (T /T I/ RTo (800 Hrg +800Cy (T =To) =T (B St +8,CpMT/To T RTo - o [Bun 1y 810 Co (T To )T [BunsSrg +81C T/ T )]/ R }
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lygtimi (1.2.1.1. skyrius). 15 gawtduomen, pateikty 25 pav. matoma, kad Zh Cuf*, Ni**, Cd,

Cd?* destabilizuoja rkAH, t.y. Sie metgjonai stipriau jungiasi su nenatyvia baltymo forma

68 T 1 !

rkAH iSsivyniojimc tempaeratra, °C

5:I(.)E-7 1IIE—6 1IE—5 J:E-4 1E-3

Metal jonu koncentraciia, I
25 pav Rekombinantinio kiagk augimo hormono iSsivyniojimo tempenai priklausomylds nuo
skirtingy metal; jony koncentracijy deSimtaing logaritm; reikdmiy. Galutire baltymo koncentracija - 10
uM, NaCl — 50 mM, solvatochrominio dazo -p®1, 50 mM Tris-HCI buferinis tirpalas, pH 7,m -
ZnSQ, o - ZnCh, A - NiCl,, o — Cd(NQ),, ® — CoC}, A — CuC}. Konstantos gautos, panaudojant tokias
paramety reikSmes: gHr, = 630 kd/mol, glHro = -21 kd/mol, T= 64,5 °C, dC, = 10 kJ/(mol-K), g\C,, =
-1,3 kJ/(mol-K)

Labiausiai baltym destabilizuoja cinko jonai. Pavyzdziui, esant 1pd, 62,5 uM ZnSQ,,
rekombinantinio kiaudls augimo hormono iSsivyniojimo tempedratsumagja atitinkamai apie 3 ir 6
°C (25 pav.). Esant ZnS@ ZnCl,, Zn** jungimosi su nenatyviu rekombinanitniu kAH jungisio
konstantos aitinkamai yra (2,4 + 0,517 ir (1,8 + 0,3)-16M™ Gana didal Zn** jungimosi
konstanta rodo, kad rkAH turi cinko jungimosi dekuri prieinama Siems jonams baltymui esant
nenatyvioje isenoje. Nors cinko jonas stipriau jungiasi su ngnathormono forma, taau gali
bati, kad 3is metalo jonas jungiasi ir su natyviatyrab forma. Kadangi Z1i ir nenatyvios rkAH
formos jungimosi konstanta yra kur kas didesmei Sio metalo jono ir natyvios baltymo formos
jungimosi konstanta (i), todl (20) lygtimi nustatyta Ky néra tiksli. Zrf* ir natyvios rkAH
formos jungimosi konstanta galiato nuo 0 iki 1¢ M™. Kitus metal jonus galima iSébtyti
rekombinantinio kiaws augimo hormono destabilizavimo mitho tvarka: Ca*, Ni**, Cd®*, Co.

Atitinkamai ju jungimosi su nenatyviu $iuo hormonu konstantos {220 + 0,3)-10 M, (3,9 +
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0,5)-1d M™%, (4,8 +0,4)-16M™, (2,5 + 0,6)-16M™. Rezultatai pateikti kaip vidurkis + standagtin
paklaida ir gauti iS 3 identiSkai atlikteksperiment. Baltymo iSsivyniojimo temperaty pokyciai
esant skirtingoms Mnglkoncentracijoms yra mazi, télldgali bati, kad Sis metalo jonas nesijungia
su rkAH. Yra Zinoma, kad M neskatina ir rZAH dimersusidarymo [93].

Bakalauriniame darbe panaudojant cheminio sudiovild,3,5-triakriloil-heksahidro-s-
triazino ir SDS-PAGE metodus tirta Zn Cdf*, CU/*, Ni** jtaka rekombinantinio kiaé$ augimo
hormono oligomerizacijai vandeniniam tirpale. Niygi® kad efektyviausiai rkAH dimer
susidarym skatina cinko ir vario jonai, maziau efekiigvyra nikelio, kadmio jonai (4 lentgl[165].
Taigi, kuo metalo jonas stipriau jungiasi su rekamhtiniu kiaués augimo hormonu, tuo daugiau

baltymas yra destabiluojamas ir tuo daugiau susigtadimerirés formos.

4 lentele. rkAH dimeny, susiity TAT, procentins kiekis (nuo vismesto elektroforezinio gelio take
rkAH kiekio)?, esantjvairiems katijonams (dimerkiekis yra apska&iuotas atmus dimeq kieki,

esant kontroliniame reakcijos misinyje be Zrjony) [165]

- [rkAH]/[katijono] molinis santykis
Katijonas
1:10 1:100
zn** 13,9+ 3,8 14,4 +0,8
cut 9,4+32% -
Ni* 72+1,0 73+12
cd 49+1,7F 9,6 +1,%

¢_pH 9,2, 3 val. 30°C tempetiadje, rkAH koncentracija — 14 uM— Standartiniai nuokrypiai apskaioti i$ 3 identiSkai atlik eksperiment.

Analogiskai atlikus eksperimensu rekombinantiniu audés augimo hormonu, stebimas Sio
baltymo destabilizavimas esant?ZnCu**, Ni**, Cd*, Co* (26 pav.). Sie metaljonai taip pat
stipriau jungiasi su nenatyvia baltymo forma. Aattes magistro darbe panaudojant cheminio
susiuviklio 1,3,5-triakriloil-heksahidro-s-triazino SDS-PAGE metodus nustatyta, kad esarft’',Zn
CU*, Ni#*, Cdf*, Cd* susidaro rekombinantinio auds augimo hormono aukstesni oligomerai
[59]. Atitinkamai ju jungimosi su nenatyviu iuo hormonu konstantos (@® + 1,5)-10M™ (esant
ZnsQ) ir (6,7 + 0,8)-10M™* (esantznCly), (6,9 + 0,5)-10M™, (2,8 + 0,2)-16M™, (2,1 + 0,4)-1b
M?, (1,4 + 0,4)-1b M. Rezultatai pateikti kaip vidurkis + standaétipaklaida ir gauti i§ 3
identiSkai atlikty eksperiment. Nors rekombinantimi kiaulés ir audirgs augimo hormau pirminés

strukfiros skiriasi tik trimis aminaigstimis, IS gaut rezultaty matoma, kad metalo jonai silpniau
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jungiasi su nenatyviu raAH nei su nenatyviu rkAHorbl labiausiai rekombinaniiudires augimo
hormory destabilizuojantis cinko jonas jungiasi su neniayio baltymo forma, téau gali hiti, kad
Sis metalo jonas taip pat jungiasi ir su natyvilyioao forma. Cl auk&iau mirttos pirezasties (20)
lygtimi nustatoma Z# ir natyvios raAH formos jungimosi konstantéra tiksli, tasiau jos reiksm
gali biti nuo 0 iki 10 M™. Taip pat dl auk&iau minsty priezagiy gali biti, kad Mrf* nesijungia ir

su rekombinantiniu aAH.
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26 pav Rekombinantinio audiés augimo hormono iSsivyniojimo tempehat priklausomylkés nuo
skirtingu metal; jonu koncentracijy deSimtaini logaritmy reikSmi;. Galutire baltymo koncentracija - 10
uM, NaCl — 50 mM, solvatochrominio dazo -5, 50 mM Tris-HCI buferinis tirpalas, pH 7,m -
ZnSQ, o - ZnCh, A - NiCl,, o — Cd(NQ),, ® — CoC}, A — CuC}. Konstantos gautos, panaudojant tokias
paramety reikSmes: gHr, = 630 kd/mol, glHro = -21 kd/mol, T= 63,4 °C, dC, = 10 kJ/(mol-K), ghCp, =
-1,3 kJ/(mol-K

Tokiomis p&iomis slygomis atlikus eksperimesqtsu 20 uM rekombinanitniu zmogaus
augimo hormonu pirmiausiai pasétd, kad Sis baltymas yra kur kas stabilesnis nenmdinantiniai
kiaulés ir audires augimo hormonai. 20M rekombinantinio ZAH 50 mM Tris-HCI buferiniame
tirpale pH 7,5 iSsivyniojimo tempefat yra (79,5 + 0,3) °C, o 1M rekombinantiny kiaules ir
audires AH tame p&ame buferiniame tirpale atitinkamai — (64,4 + 0%) ir (63,4 = 0,4) °C.
Rezultatai pateikti kaip vidurkis + standartinis okuypis ir gauti iS 21 identiSkai atlikt
eksperiment. 1§ 27 pav. pateilgtrezultat; matyti, kad ZA*, Cd*, C&* ir Ni?* stabilizuoja rzAH

63



esant §j metal; jony jvairiems mazesnikoncentraciy intervalams, t&iau esant didesms katijorny

koncentracijoms baltymas destabilizuojamas.
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27 pav. Rekombinantinio Zmogaus augimo hormono iSsivymiojitemperatry priklausomyls nuo
skirtingu metal; jonu koncentracijy deSimtaini logaritmy reikSmi;. Galutire baltymo koncentracija - 20
uM, NaCl — 50 mM, solvatochrominio dazo — 10, 50 mM Tris-HCI buferinis tirpalas, pH 7,& -
ZnSQ, o - ZnCh, A - NiCl,, o — Cd(NQ),, ® — CoC}, A — CuCh.m - ZnSQ, & - MnCl,

G. Dienys ir kt., tiriant rekombinantinio Zmogausgano hormono oligomerin busery
vandeniniame tirpale, panaudojant baltymo subviesesiuving cheminiu susiuvikliu TAT ir SDS-
PAGE metod, nustat, kad efektyviausiai Sio hormono dimesusidarym skatina cinko ir kadmio
jonai, maZiau efektyis yra nikelio, kobalto jonai (5 lentI[93]. Tuo tarpu MA" ir Cu** panasu,
kad neturijtakos rZAH stabilumui, taau esant 25@M ir didesrems Siy katijonu koncentracijoms
baltymas taip pat destabilizuojamas.?ZrCd*, Co’*, Ni?* stabilizuoja rekombinantinmogaus
augimo hormoag, tafiau dictjant ju koncentracijoms pradeda destabilizuoti balfydil to modelio,
panaudoto rekombinantipikiaules, audigs augimo hormau ir metal; jony jungimosi konstarng

nustatymui taikyti negalima.
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5 lentek. rZAH dimeny, susiity TAT, procentins kiekis (nuo visinestoj elektroforezinio gelio takgkZAH

kiekio)® esanfvairiems katijonams [93]

. [rzZAH] : [katijono] molinis santykis
Katijonas 11 1-10
zn** 69,4 +1,8 67,727
Cd* 61,2+5,9 76,2+ 7,6
Cco 85+1,9 18,3+1,1
Ni<* 26+19 10,8 +4,5

2_pH 9,2, 3 val. 30°C tempeiiroje, r2AH koncentracij— 14 pN.° — Standartiniai nuokrypiai apskaioti i$ 3 identi$kai atliki eksperiment.

Norint jsitikinti, kad metal jony jtaka rzZAH stabilumui priklauso nuo hormono ir kaip
molinio santykio ir atsizvelgus, kad iS yi&atijony labiausiai rZAH stabilizuoja cinko jonai, buvo
tirta jvairiy Zn** koncentracij jtaka rekombinantinio Zmogaus augimo hormono stahily esant
40 uM, 20 pM, 10 puM ir 5 pM baltymo koncentracijoms. IS 28 pav. matoma, kadH yra

stabilesnis esant mazésms jo koncentracijoms.
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Cinko jony koncentracijaM
28 pav Skirtingy koncettraciju rekombinantinio Zmogaus augimo hormono iSsivymojitemperatry
priklausomyles nuo skirting cinko jon; koncentracip deSimtainy logaritmy reikSmiy. m, o — 40 uM
rZAH, A, A —20uM rZAH, e, 0 — 10uM rZAH, ¢, & —5uM rZAH. m, A, e, ¢ —ZnSQ, 0, A, 0, O -
ZnCl,. Galutire natrio chlorido koncentracija — 50 mM, solvatoahinio dazo -10GM, 50 mM Tris-HCI

buferinis tirpalas, pH 7,5
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40 uM, 20 uM, 10 puM, 5 uM rekombinantinio ZAH 50 mM Tris-HCI buferiniamegale pH
7,5 iSsivyniojimo temperatos atitinkamai yra (77,6 + 0,2) °C, (79,1 = 0°8), (80,1 + 0,3) °C,
(82,2 £ 0,5) °C. Rezultatai pateikti kaip vidurkisstandartinis nuokrypis ir gauti iS 6 identiSkai
atlikty eksperiment. Taip pat paai&ko, kad esant iki 10-kartinio molinio Zhpertekliaus, lyginant
su rZAH koncentracija, cinko jonai stabilizuojab&ltyms. Efektyviausiai baltymas stailizuojamas,
esant rzAH ir ZA" moliniam santykiui 1 : 1,6 (28 pav.). MaZos finy koncentracijos stabilizuoja
baltyma, o dideés destabilizuoja, tadl galima manyti, kad cinko jonai yra tikrai svasb Sio
hormono biologigms funkcijoms.

Analogiskai atlikus eksperimentus su rekombinaaisi kiaués ir audirts augimo
hormonais, iS gautduomem (29, 30 pav.) matoma, kad Sie baltymai taip pat stabilesni esant
mazesams j koncentracijoms, t.y. didegs hormom koncentracijos skatina pgregaci.
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29 pav Skirtingy koncentracij rkAH iSsivyniojimo temperatry priklausomylés nuo skirting cinko jony
koncentracij deSimtaini logaritmy reikSmi. m, o — 40uM rkAH, A, A — 20uM rkAH, e, o — 10uM
rkAH, ¢, & —5uM rkAH. m, A, e, ® — ZnSQ, 0, A, o, & - ZnCl,. Galutire natrio chlorido koncentracija
— 50 mM, solvatochrominio daZzo -1QM, 50 mM Tris-HCI buferinis tirpalas, pH 7,5
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40 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM rekombinantinio kKAH 50 mM Tris-HCI buferiniamepiale pH
7,5 iSsivyniojimo temperatos yra (60,3 £ 0,3) °C, (62,8 + 0,3) °C, (65,7,10C, (68,3 = 0,6) °C,
o raAH — atitinkamai yra (59,4 + 0,2) °C, (61,3 £X°C, (63,1 £ 0,1) °C, (66,1 £ 0,5) °C. Rezultata
pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypisgauti i$ 6 identiskai atlilgt eksperiment. Zr** tik
destabilizuoja rekombinanfikiaulés augimo horman Kuo didesnis molinis cinko jenperteklius,
lyginant su rkAH koncentracija, tuo labiau baltyndestabilizuojamas Siuo metalo jonu (29 pav.).
Ta pati tendencija matoma ir rekombinantinio agslimugimo hormono destabilizavime %n
Taciau, esant skirtingoms raAH koncentracijoms, ytainés cinko jom koncentracijos, kurias
virdijus vyksta kiti porcesai (30 pav.). Tai galitbZn?" jungimasis su rekombinantinio aAH
joninemis grugmis, baltymo agregacija, i$sodinimas. Sie processa tokie aktuals, nes jie
vyksta esant labai didghs cinko jom koncentracijoms, kurios tikriausiai didésmei fiziologirés
Zn** koncentracijos.
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30 pav Skirtingu koncentracip rekombinantinio audigs augimo hormono iSsivyniojimo tempenat
priklausomylgs nuo skirting cinko jony koncentraciy deSimtaini logaritmy reikSmiy. m, o — 40
uM raAH, A, A — 20uM raAH, e, 0 — 10uM raAH, ¢, & —5uM raAH. m, A, e, ® — ZnSQ, O, A, 0, &
- ZnCl,. Galutire natrio chlorido koncentracija — 50 mM, solvatochioio dazo -10QuM, 50 mM Tris-

HCI buferinis tirpalas, pH 7,5
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3.3. Rekombinantiniy kiaulés, audinés ir zmogaus augimo hormon izoterminis

titravimas Zn %" tirpalu

Zn** yra biologiskai svarbus mikroelementas. Nustatiged Sis metalo jonas yraitinas
gyviiny augimui [11, 80]. ZA" saveikauja su Zmogaus augimo hormonu ir stabilizjojstrukiira.
Manoma, kadZn?* - 2AH dimerai — pagrindinin vivo saugomo ?mogaus augimo hormono forma
[9, 12]. Pastetia, kad jadio augimo hormonas taip pat stabilesnis su dvivalecinku.

Kadangi Sis metalo jonas yra svarbus augimo hognbasloginems funkcijoms, Siame darbe
izotermine titravimo kalorimetrija buvo matuojamekombinantiny kiaulks, audigs ir Zmogaus
AH jungimosi su ZA" metu iSskiriama Siluma 25 °C tempérafe. Pire$ pradedant eksperimentus
Vilniaus universiteto chemijos fakultete absorksinspektroskopijos metodu nustatyta, kad
izoterminio titravimo kalorimetrijos matavimams &iamuose rekombinantinikiaulés ir audires
augimo hormon meéginiuose ®ra cinko jom, 0 2,23 mg/ml rZAH réginyje aptikta 0,04ug/ml
Zn**. Tai sudaro 0,6 % baltymo dal

ITK eksperimentai turi #iti atliekami taip, kad eksperimento pabaigoje maiotekukje
esawios ligando jungimosi vietosily pilnai jsotintos. Taip paisotinimas ligandu turivykti ne isS
karto, norint gauti daugiau eksperimentitéasky, tocl izoterminio titravimo metu ligando tirpalas
makromolekuts tirpah injekuojamas ne dideliais kiekiais [153]. Kai lyatio ir ligando jungimosi
stechiometrija lygi 1, rekomenduojama pradinius I'EKsperimentus atlikti esant 10-kartiniam
moliniam ligando pertekliui, lyginant su makromaldds koncentracija [103]. Yra zinoma, kad
vienas ZA" jungiasi su viena ZAH molekule [12]. Rekombinantirkiaules, audigs augimo
hormon; aminoGgXiu seky homologiSkumas su rekombinantinio Zmogaus aughnuomono
atitinkamai yra 68 % ir 66,7 %, téld Siame darbe izotermis titravimo kalorimetrijos
eksperimentai buvo atlikti esant 10-kartinian? Znoliniam pertekliui, lyginant su augimo hormpn
koncentracija. Taip patétiSios priezasties Zf jungimosi su rekombinantiniais augimo hormonais
konstantos, stechiometrijos, stebimo entalpijosypiok nustatymui naudota vieno nepriklausomo
jungimosi centro modelio lygtis (1.2.2.1. skyrius):

q =n[P. MV, dH(®, -0,,). (28)

Pirmieji izoterminio titravimo eksperimentai buvtilgi su rekombinantiniu kiadls augimo
hormonu, esant mazesns nei 50uM baltymo koncentracijoms. Esant Siomgygoms, gaulti
iSsibarst rkAH izoterminio titravimo cinko jonais rezultatastebimi mazi Silumos pokiai

kiekvienos injekcijos metu (31 pav. A). Taip palikais eksperiment pastebta, kad jungimosi
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konstantos reikStnnebus dideél. Norint tiksliai nustatyti ligando jungimosi su kramolekule
konstand ir esant ne dideliam makromoleksl ir ligando giminingumui, ITK eksperimentai
atliekami su didesne makromoleksil koncentracija [153]. Suprantant, kad esant deiesn
rekombinantinio kiawls augimo hormono koncentracijai po kiekvienos iojgls bus gaunami ir
didesni Siluminiai pok§ius, tolimesni tyrimai atlikti su didesmis Sio baltymo koncentracijomis.
Isitikinta, kad esant didesms Sio hormono koncentracijoms (didinantfaktoriaus reikSm)
gaunami maziau iSsibagstuomenys (31 pav. B). Parinkta optimali rekombtimaa kiauks augimo
hormono koncentracija ITK eksperimentams - 180(32 pav. A, B). Taip pat iS gautzotermires
titravimo kalorimetrijos eksperimentkai Zrf* tirpalas injekuotas rkAH tirpala kas 3 min. ir kas 4
min., pradini duomem nustatyta, kad 3 mintég yra pakankamas laiko kiekis sistemos teésnin
pusiausvyros susidarymui po kiekvienos injekcijé§.12 identiSkai atliki rkAH izoterminio
titravimo cinko jonais eksperimapt esant baltymo koncentracijai 100M, natrio chlorido
koncentracijai — 50 mM, Zf (titranto) tirpalo koncentracijai - 10QM, kurj injekuojant kas 3 min.
po 10 ul, nustatyta, kad ZA jungimosi su natyviu rekombinantiniu kigsl augimo hormonu
stechiometrija yra 0,85 * 0,22, jungimosi konsta@& + 1,7) - 1OM™, o stebimas entalpijos
pokytis — -4,1 + 0,8 kJ/mol. Rezultatai pateiktigkaidurkis £ standartinis nuokrypis.

dO,ud
do, nd

-50 ‘ \ \
0.0 1.0 2.0 3.0 0.0 1.0 2.0 3.0

[Zn*]/[rkAH] [Zn*]/[rkAH]

31 pav Rekombinantinio kiags augimo hormono izoterminio titravimo :°C temperairoje Zr?
integruoti duomenys. (A) baltymo koncentracija — 148, NaCl koncentracija — 50 mM, Zh- 450 uM
(injekuota kas 3 min. po 1Ql), 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; (B) baltymo koncentrgci— 63 uM, NaCl
koncentracija — 50 mM, Zh- 630uM (injekuota kas 3 min. po 1), 50 mM Tris-HCI, pH 7,5. Taskai
atitinka eksperimentinius duomenis, kreivteorin model
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32 pav rkAH izoterminio titravimo 25 °C tempeiroje Zr?* pradiniai (galios poksiai) (A) ir integruoti

(galios pokyiai perskatiuoti i Silumos kiekio pokyius) (B) duomenys, esant optimalioms eksperimento
salygoms: baltymo koncentracija — 1@, NaCl koncentracija — 50 mM, Zh- 1000uM (injekuota kas
3 min. po 1Qul), 50 mM Tris-HCI (dializs) buferinis tirpalas, pH 7,5

Tokiomis p&iomis eksperimentigmis silygomis titruojant rekombinantiraudires augimo
hormory Zn?* nustatyta, kad $io metalo jungimosi su hormongijmosi konstanta yra (3,8 + 0,4) -
10> M, stechiometrija - 0,61 + 0,09, stebimas entalpjjogytis - -4,6 + 0,8 kJ/mol. Rezultatai
pateikti kaip vidurkis + standartinis nuokrypis gauti iS 8 identiSkai atlikt eksperiment. Nors
rekombinantini kiaules ir audirgs augimo hormanp aminong&iy sekos skiriasi tik keturiomis
aminofigstimis, t&iau lyginant tokiomis paomis silygomis atliktus rkAH (32 pav. A) ir raAH (33
pav. A) izoterminio titravimo Zfi eksperiment pradinius duomenis, galima manyti, kad
rekombinantinis audiés augimo hormonas po 1700 s. agreguoja (po 176failiy formos rera
tipiskos). A. Statkuis magistro darbe panaudojant cheminio susiuvikBSttriakriloil-heksahidro-
s-triazino ir SDS-PAGE metodus nustatyta, kad?'ZnCu*, Ni?*, Ccd*, Cd* skatina
rekombinantinio audi#s augimo hormono aukStegnioligomen, susidarym. Taip pat ji
eksperimentisSkai nustgtkad raAH vandeniniame tirpale dominuoja baltynraeatine forma. Todl
galima manyti, kad, atliekant izoterminio titravinkalorimetrijos eksperimentus, rekombinantinio
aAH dimerai prisijungia po vien cinko jory susidarant aukStesniems oligomeramél i
rekombinantinio audits augimo hormono jungimosi su Znstechiometrijos vegt yra per pus

mazesa lyginant su rkAH jungimosi su Siuo jonu stechiorijat
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33 pav Rekombinantinio audiis augimo hormono izoterminio titravimo °C temperdroje Zr**
pradiniai (A) ir integruoti (B) duomenys. Eksperintieés silygos: baltymo koncentracija - 1QMM, NaCl
— 50 mM, Z&" tirpalo - 1000uM, injekuojama kas 3 min. po 10, 50 mM Tris-HCI (dializs) buferinis
tirpalas, pH 7,5

34 pav. A pateikti 10@M rekombinantinio Zmogaus augimo hormono izotermiitravimo
1000 uM Zn?* tirpalu, turirtio 50 mM natrio chlorido, pradiniai duomenys. fiDtitranto buvo
injekuojama kas 3 min. Zhir rZAH jungimasis tirtas taip pat 50 mM Tris-HBUferiniame tirpale,
pH 7,5.
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34 pav Rekombinantiro Zmogausaugimo hormono izoterminio titravimo 25 °C tempiroje Zr**
pradiniai (A) ir integruoti (B) duomenys. Eksperinti@és silygos: baltymo koncentracija - 1Q0, NaCl
— 50 mM, ZA* (titranto) tirpalo - 100QM, injekuojama kas 3 min. po 40, 50 mM Tris-HCI (dializs)
buferinis tirpalas, pH 7,5
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IS gaut pradiniy duomem matoma, kad vienintelio rekombinantio ZAH jungimsasu cinku
yra kooperatyvus, nes po pign injekciju iSsiskiria nedideli Silumos kiekiaiglrau jie palaipsniui
didéja (palaipsniui didjia smailiy plotai), o galiausiai tokiu ddu ima magti [167], t.y. Zrf*
jungimasis vyksta ne iS karto. PanaSu, kad tai teyl& — 16 injekciy metu. Jungimosi metu
iSsiskiria daugiau Silumos (stebimos aukStesemaits), nes vyksta rekombinantinio Zzmogaus
augimo hormono strulitiniai pokytiai. Norint nustatyti ZA" ir rzAH jungimosi konstamt stebim,
entalpijos pokyitbatinas kitas modeligyertinantis kooperatyvjungimasi [153]. T&iau Sio metalo
jono ir hormono jungimosi stechiometrigalima apskaiuoti iS rekombinantinio ZAH isoterminio
titravimo cinko jom tirpalu integruag duomen. Manoma, kad Zii jungimasis su rekombinantiniu
Zmogaus augimo hormonu prasideda nuo 8 injekgjosurios cinko jon ir rZAH molinis santykis
yra lygus 0,86, ir Zfi jungiasi su baltymu iki 16 injekcijos, po kuricodinetalo jom ir hormono
molinis santykis yra lygus 1,8. Téldstechiometrija yra lygi 16 ir 8 injekeij[Zn?"]/[rzAH] moliniy
santykiy skirtumui (34 pav. B). Apsk&iuota rekombinantinio Zmogaus augimo hormono jurogim
su Zrf* stechiometrija yra 0,94. Gauti rezultatai pata@tiB. C. Cunninghamo ir kt. Scatchardo
analize gautus rezultatus, kad ZAH dimeras susiflargiantis dviem cinko jonams kooperatyviu
badu [12].

A. A. Saboury'o ir kt. publikacijose, kuriose rekbinantins Zmogaus augimo hormonas
titrtuojamas M§', C&*, Ni**, Fé"* ir CU**, réra uZsimenama apie kooperaty$iy jony jungimasi,
tatiau yra nustatyta, kad rzZAH turi daugiau nei wi&n jony jungimosi vieg [160-164]. Gali lati,
kad tik Zrf* jungimasis su $iuo baltymu yra kooperatyvus.
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ISVADOS

1. Rekombinantinis Zzmogaus augimo hormonas yra kurskalilesnis nei rekombinantiniai
kiaulés, audigs augimo hormonai.

2. Zn?*, CU#*, Ni?*, Cdf*, Cd* destabilizuoja rkAH. Atitinkamaiyj jungimosi su nenatyviu $iuo
hormonu konstantos yra: (2,4 + 0,527 ir (1,8 + 0,3)-16M™ (esant ZnSQir ZnCl),
(2,0 £ 0,3)-16 M7, (3,9 + 0,5)-16M™, (4,8 £ 0,4)-16M™, (2,5 + 0,6)-1HM™. Kuo metalo
jonas stipriau jungiasi su rekombinantiniu kisubugimo hormonu, tuo daugiau baltymas
yra destabiluojamas ir tuo daugiau susidaro jo dimae formos.

3. zn**, CU#*, Ni**, Cdf*, Co** destabilizuoja raAH. Atitinkamaiijjungimosi su nenatyviu $iuo
hormonu konstantos yra: (9,9 + 1,5R1™ (esantznSQy) ir (6,7 + 0,8)-10 M (esant
ZnCl), (6,9 +0,5)-10M™, (2,8 +0,2)-16M™, (2,1 +0,4)-16M™, (1,4 +0,4)-16M™.

4. Zn**, Cd*, Ni?*, Cd* stabilizuoja rekombinantinmogaus augimo hormentasiau yra
ribinés metal jonu koncentracijos, kurias virsijus baltymas destabdjamas.

5. Mn** nesijungia su rekombinantiniais kias) audigs AH. M ir CU?* neturijtakos rzAH
stabilumui, téiau didesgs Siy jony koncentracijos taip pat destabilizuojebaltym.

6. Zn?* jungimosi su natyviu rekombinantiniu kigalaugimo hormonu stechiometrija yra 0,85
+ 0,22, jungimosi konstanta (6,7 + 1,7) *2M*, o stebimas entalpijos pokytis — -4,1 + 0,8
kJ/mol.

7. Rekombinantinio audirs augimo hormono jungimosi su Zrkonstanta yra (3,8 + 0,4) - °10
M™, stechiometrija - 0,61 + 0,09, stebimas entalpijokytis - -4,6 + 0,8 kJ/mol.

8. ITK eksperimentai patvirtina, kad Zhir rzAH jungimasis yra kooperatyvus ir kad vieno

baltymo molekut jungiasi su vienu cinko jonu.

73



LITERAT UROS SARASAS

1.PRASKEVICIUS, A.; IVANOVIENE, L.; STASIONIENE, N.; BURNECKIENE, J.:
RODOVICIUS, H.; LUKOSEVICIUS, L.; KONDRATAS, D.Biochemija Kaunas: KMU,
2003.

2.RAMSAY, T. G.; MITCHELL, A. D.; RICHARDS, M. P. Unaupling protein expression in
skeletal muscle and adipose tissue in response Wvo porcine somatotropin treatment.
Domestic Animal Endocrinolog008, spausdinamas.

3.FILIKOV, A. V.; HAYES, R. J.; LUO, P.; STARK, D. M.CHAN, C.; KUNDU, A,
DAHIYAT, B. I. Computational stabilization of humagrowth hormoneProtein Science
2002, nr. 11, p. 1452-1461.

4. WELNIAK, L. A.; SUN, R.; MURPHY, W. J. The role ogrowth hormone in T-cell
development and reconstitutiafournal of Leukocyte Biolog002, nr. 71, p. 381-387.

5.DONAHUE, A. N.; ASCHNER, M.; LASH, L. H.; SYVERSENT.; SONNTAG, W. E.
Growth hormone administration to aged animals redudisulfide glutathione levels in
hippocampusMechanisms of Ageing and Developm@006, nr. 127, p. 57-63.

6. TSUNEKAWA, B.; WADA, M.; IKEDA, M.; UCHIDA, H.; NAITO, N.; HONJO, M. The
20-Kilodalton (kDa) Human Growth Hormone (hGH) [@ifé from the 22-kDa hGH in the
Effect on the Human Prolactin Recept®dhe Endocrine Societyl999, nr. 140, p. 3909-
3918.

7.KOLBECK, S.; BAIL, H.; SCHMIDMAIER, G.; ALQUIZA, M; RAUN, K,
KAPPELGARD, A.; FLYVBJERG, A.; HAAS, N.; RASCHKE, MHomologous growth

hormone accelerates bone healing—a biomechanidahistological studyBone 2003, nr.

33, p. 628-637.
8.SCHULGA, A. A.; MAKAROV, A. A.: LEVICHKIN, I. V.; BELOUSOVA, Y. V.;
LOBACHOV, V. M.; PROTASEVICH, I. I.: PACE, C. N.; RPICHNIKOV, M. P.

Increased stability of human growth hormone witldueed lactogenic potencyFEBS
Letters 2002, nr. 528, p. 257-260.
9.DANNIES, P. S. Mechanisms for storage of prolacimd growth hormone in secretory

granulesMolecular Genetics and Metabolis2002, nr. 76, p. 6-13.

74



10.CUNNINGHAM, B. C.; BASS, S.; FUH, G.; WELLS, J. Xinc Mediation of the Binding
of Human Growth Hormone to the Human Prolactin Reme Science 1990, nr. 250, p.
1709-1712.

11.DATTANI, M. T.; HINDMARSH, P. C.; BROOK, C. G. D.ROBINSON, I. C. A. F;
WEIR, T.; MARSHALL, N. J. Enhancement of Growth Hwone Bioactivity by Zinc in the
Eluted Stain Assay Systemndocrinology 1993, nr. 133, p. 2803-2808.

12.CUNNINGHAM, B. C.; MULKERRIN, M. G.; WELLS, J. A. Dnerization of Human
Growth Hormone by ZincScience1991, nr. 253, p. 545-548.

13.THORLACIUS-USSING, O. Zinc in the anterior pituiyaof rat: a histochemical and
analytical work Neuroendocrinologyl998, nr. 45, p. 222-242.

14.ROTH, H.P.; KIRCHGESSNER, M. Influence of alimentarinc deficiency on the
concentration of growth hormone (GH), insulin-liggewth factor | (IGF-1) and insulin in the
serum of force-fed ratélormone metabolic research994, nr. 26, p. 404-408.

15.LAFUENTE, A.; BLANCO, A.; MARQUEZ, N.; ALVAREZ-DEMANUEL, E;
ESQUIFINO, A. I. Effects of acute and subchronidméum administration on pituitary
hormone secretion in rat. Revista espanola dddigi®, 1997, nr. 53, p. 265-269.

16.LAFUENTE, A.; MARQUEZ, N.; PAZO, D.; ESQUIFINO, Al. Cadmium effects on
dopamine turnover and plasma levels of prolactid,aad ACTH.Journal of physiology and
biochemistry 2001, nr. 57, p. 231-236.

17.HAN, X. Y.; HUANG, Q. C.; LIU, B. J. XU, Z. R.; WAIg, Y. Z. Changes of Porcine
Growth Hormone and Pituitary Nitrogen Monoxide Rrodbn as a Response to Cadmium
Toxicity. Biological Trace Element Resear@007, nr. 119, p. 128-136.

18.LAFUENTE, A.; CARRACEDO, A. G.; MARQUEZ, N.; PAZOD.; ESQUIFINO, A. I.
Oral cadmium exposure throughout puberty does mabit secretion of prolactin, GH and
ACTH through dopamine metabolism changes in mate Jaurnal Trace Elements in
Medicine and Biology2002, nr. 15, p. 249-254.

19.LAFUENTE, A.; MARQUEZ, N.; PAZO, D.; ESQUIFINO, AEffects of subchronic
alternating cadmium exposure on dopamine turnondrpdasma levels of prolactin, GH and
ACTH. BioMetals 2000, nr. 13, p. 47-55.

20.ILIEV, D.; WITTEKINDT, N. E.; RANKE, M. B.; BINDER, G. In vitro analysis of hGH
secretion in the presence of mutations of amindsagivolved in zinc bindingJournal of
Molecular Endocrinology2007, nr. 39, p. 163-167.

75



21.MARCHI, B.; BURLANDO, B.; PANFOLI, I.; DONDERO, F.VIARENGO, A.; GALLO,
G. Heavy metal interference with growth hormonenaiting in trout hepatoma cells RTH-
149.BioMetals 2005, nr. 18, p. 179-190.

22.NARGUND, R. P.; PATCHETT, A. A.; BACH, M. A.; MURPM, M. G.; SMITH, R. G.
Peptidomometic Growth Hormone Secretagogues. DeSmmsiderations and Therapeutic
Potential.Journal of Medicinal chemistyy1998, nr. 41, p. 3103-3127.

23.ABDEL-MEGUID, S. S.; SHIEH, H.-S.; SMITH, W. W.; DARINGER, H. E.; VIOLAND,
B. N.; BENTLE, L. A. Three-dimensional structure afgenetically engineered variant of
porcine growth hormond2roceedings of the National Academy of Sciegnt@87, nr. 84, p.
6434-6437.

24.CARLACCI, L.; CHOU, K.-C.; MAGGIORA, G. M. A Heurisc Approach to Predicting the
Tertiary Structure of Bovine SomatotropBiochemistry 1991, nr. 30, p. 4389-4398.

25.PRASAD, A. S. Discovery of Human Zinc Deficiencynpact on Human HealtiNutrition,
2001, nr. 17, p. 685-687.

26.RASCHKE, M. J.; BAIL, H.; WINDHAGEN, H. J.; KOLBECKS. F.; WEILER, A;
RAUN, K.; KAPPELGARD, A.; SKIAERBAEK, C.; HAAS, NP. Recombinant Growth
Hormone Accelerates Bone Regenerate ConsolidatioBistraction OsteogenesiBone
1999, nr. 24, p. 81-88.

27.ERNST, L. K.; TYUTYUNNIK N. N. The effect of geneagineering somatotropin on mink
physiological state in postnatal ontogenesis ardatation periodSel'skohoz biol2002, nr.
27, p. 66— 3.

28.VENUGOPAL, T.; MATHAVAN, S.; PANDIAN T. J. Molecula cloning of growth
hormone encoding cDNA of Indian major carps by alifed rapid amplification of cDNA
ends strategylournal of Bioscience£002, nr. 27, p. 261-272.

29.ROBINSON, D. Competitiveness and the Outlook forgHBarms in Nova Scotia.
Agriculture and Fisherie2005, June, p. 1-26.

30.0UYANG, J.; WANG, J.; DENG, R.; LONG, Q.; WANG, XHigh-level expression,
purification, and characterization of porcine sambaipin in Pichia pastoris Protein
Expression Purification2003, nr. 32, p. 28-34.

31.ETHERTON, T. D. Somatotropic function: The somatdmehypothesis revisitedlournal
of Animal Science2004, nr. 82, p. E239-E244.

76



32.PINEL, G.; ANDRE, F.; BIZEC, B. Discrimination ofd@ombinant and Pituitary-Derived
Bovine and Porcine Growth Hormones by Peptide Mdapping. Journal of agricultural
and food chemisty2004, nr. 52, p. 407-414.

33.KLINDT, J.; BUONOMO, F. C.; YEN, J. T.; BAILE, C. AGrowth performance, carcass
characteristics, and sensory attributes of boanmirastered porcine somatotropin by
sustained-release implant for different lengthsurnal of Animal Scien¢el995, nr. 73, p.
3585-3595.

34.PUTNEY, S. D. Encapsulation of proteins for imprdvdelivery. Current Opinion in
Chemical Biology1998, nr. 2, p. 548-552.

35.JOHNSON, O. L.; JAWOROWICZ, W.; CLELAND, J. L.; BAEY, L. CHARNIS, M.;
DUENAS, E.; WU, C.; SHEPARD, D.; MAGIL, S.; LAST,.TJONES, A. J. S.; PUTNEY,
S. D. The Stabilization and Encapsulation of Hur@owth Hormone into Biodegradable
MicrospheresPharmaceutical Researcth997, nr. 14, p. 730-735.

36.STABLE GROWTH HORMONE METAL ION FORMULATIONS. WO/192/017200.
Internete: PATENTSCOPE 1992. Interneto prieiga
http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp?w0=199201720@&W01992017200&DISPLAY=S
TATUS.

37.LEE, H. J.; RILEY, G.; JOHNSON, O.; CLELAND, J. LKIM, N; CHARNIS, M.
BAILEY, L.; DUENAS, E.; SHAHZAMANI, A.; MARIAN, M.; JONES, A. J. S;
PUTNEY, S.In Vivo Characterization of Sustained-Release Formulatbdituman Growth
Hormone.The Journal of Pharmacology and Experimental Thetdjgs 1997, nr. 281, p.
1431-1439.

38.CLELAND, J. L.; JOHNSON, O. L.; PUTNEY, S.; JONEA, J. S. Recombinant human
growth hormone poly(lactic-co-glycolic acid) micpbgere formulation development.
Advanced Drug Delivery Reviewt997, nr. 28, p. 71-84.

39.YUH-FUN MAA, Y. F.; NGUYEN, P. A. T.; HSU, S. W. Say-Drying of Air-Liquid
Interface Sensitive Recombinant Human Growth Hommalournal of Pharmaceutical
Sciences1997, nr. 87, p. 152- 159.

40.TAKADA, S.; YAMAGATA, Y.; MISAKI, M.; TAIRA, K.; KU ROKAWA, T. Sustained
release of human growth hormone from microcapsptepared by a solvent evaporation
techniqueJournalof Controlled Releas€003, nr. 88, p. 229-242.

41.YAMAGATA, Y.; MISAKI, M.; KUROKAWA, T.; TAIRA, K.; TAKADA, S. Preparation

of a copoly (dl-lactic/glycolic acid)-zinc oxide mplex and its utilization to microcapsules

77



containing recombinant human growth hormoleernational Journal of Pharmaceutics
2003, nr. 251, p. 133-141.

42.COSTANTINO, H. R.; JOHNSON, O. L.; ZALE, S. E. Retaship between Encapsulated
Drug Particle Size and Initial Release of Recomttinduman Growth Hormone from
Biodegradable Microspheredournal of Pharmaceutical Science®004, nr. 93, p. 2624—
2634.

43.PROLONGED RELEASE OF BIOLOGICALLY ACTIVE SOMATOTRAR. 5,013,713.
United States Patent, 1991, 13 p.

44, HARADA, Y.; TATSUMI, H.; NAKANO, E.; UMEZU, M. Cloring and sequence analysis
of mink growth hormone cDNABiochemical and biophysical research communications
1990, nr. 173, p. 1200-1204.

45.CHEN, H. C.; HWANG, C. F.; MOU, D. G. High-densitgscherichia coli cultivation
process for hyperexpression of recombinant porgmgith hormoneEnzyme and microbial
technology 1992, nr. 14, p. 321-326.

46.MAHONY, D. J.; WANG, H. Y.; CONNELL, D. J.; JIA, FZHOU, S. W.; YIN, D.; QI, S.
The effect of phage T7 lysozyme on the productidnbmlogically active porcine
somatotropin in Escherichia coli from a gene trabsed by T7 RNA polymerasésene
1990, nr. 91, p. 275-279.

47.J0, J. M.; LEE, T. H.; JEONG, H.; LEE, Y. B.; LEE, G.; PARK, Y., HAN, K.B. Method
for the production of porcine growth hormone usiagsynthetic gene in yeast cells.
Biotechnology advance$997, nr. 16, p. 949-960.

48.KATO, Y.; SATO, I.; IHARA, T.; TOMIZAWA, K.; MORI, J.; GESHI, M., NAGAI, T,;
OKUDA, K.; KATO, T.; UEDA, S. Expression and pugétion of biologically active
porcine follicle-stimulating hormone in insect sellearing a baculovirus vectdournal of
molecular endocrinologyl998, nr. 20, p. 55-65.

49.HWANG, L.H.; CHEN, B. F.; LEE, P. J.; HO, S. Y.;WUJ J. J. Use of helper-free retroviral
vector to direct a high expression of porcine gtowbrmone in mouse fibroblast cells.
Biotechnology and applied biochemistiy92, nr. 16, p. 171-181.

50.ZVIRBLIS, G. S.; GORBULEV, V. G.; RUBTSOV, P. M.;KORNOV, B. K.; GOLOVA,
J. B.; POZMOGOVA, G. E.; SKRYABIN, K. G.; BAYEV, AA. Genetic engineering of
peptide hormones. lll. The cloning of the porcineovgh hormone cDNA and the
construction of the gene suitable for the hormaxgression in bacteridMolecular biology
(Russia) 1988, nr. 22, p. 145-150.

78



51.CARDAMONE, M.; PURI, N. K.; BRANDON, M. R. Comparn the Refolding and
Reoxidation of Recombinant Porcine Growth Hormorenf a Urea Denatured State and
from Escherichia coli Inclusion BodieBiochemistry 1995, nr. 34, p. 5773-5794.

52.ABDEL-MEGUID, S. S.; SMITH, W. W.; VIOLAND, B. N.; BENTLE, L. A.
Crystallization of methionyl porcine somatotropia, genetically engineered variant of
porcine growth hormondournal of molecular biologyl986, nr. 192, p. 159-160.

53.FAN, K.; SEVOIAN, M.; GONZALES, D. Instability Studs of Porcine Somatotropin in
Aqueous Solutions and the Possible Reagents fdstibilization.Journal of agricultural
and food chemisty2000, nr. 48, p. 5685-5691.

54.CHARMAN, S. A.; MASON, K. L.; CHARMAN, W. N. Techmjues for Assessing the
Effects of Pharmaceutical Excipients on the Aggtiegaof Porcine Growth Hormone.
Pharmaceutical resear¢ii993, nr. 10, p. 954-962.

55.SHOJI, K.; OHARA, E.; WATAHIKI, M.; YONEDA, Y. Cloing and nucleotide sequence
of a cDNA encoding the mink growth hormoriéucleic Acids Researcii990, nr. 18, p.
6424.

56.SEREIKAITE, J.; STATKUTE, A.; MORKUNAS, M.; RADZEWCIUS, K.; BORROMEDO,
V.; Secchi, C.; BUMELIS, V.-A. Production of recomhnt mink growth hormone k.
coli. Applied Microbiology and Biotechnolog®007, nr. 74, p. 316-323.

57.BORROMEDQO, V.; SEREIKAITE, J.; BUMELIS, V.-A.; SECAHC.; SCIRE, A.; AUSILI,
A.; D'AURIA, S.; TANFANI, F. Mink Growth Hormone Suctural-Functional
Relationships: Effects of Renaturing and Storagad@imns. TheProtein Journal 2007, nr.
74, p. 316-323.

58.BREMS, D. N.; BROWN, P. L.; BECKERLL, G. W. Equilium Denaturation of Human
Growth Hormone and Its Cysteine-modified Formike Journal of Biological Chemistry
1990, nr. 265, p. 5504-5511.

59.STATKUTE, A. Rekombinantinio audiés augimo hormono gryninimas i3 intarpini
Escherichia coli kneliy ir jo oligomerires strukfiros tyrimas magistro darbas. Vilnius:
VGTU, 2007, 69 p.

60.MANI, J. C.; BRAS, J. M.; AGUT, C.; PAU, B.; VITAN.; FERRARA, P.; BAYOL, A.
Accurate Topological Comparison of Two Recombinghiman Growth Hormones by
Optical Surface Plasmon Resonanealytical Biochemistryl1997, nr. 248, p. 50-62.

61.VELAGA, S. P.; CARLFORS, J. Supercritical FluidsoPessing of Recombinant Human
Growth HormoneDrug Development and Industrial Pharma@p05, nr. 31, p. 135-149.

79



62.CUNNINGHAM, B. C.; ULTSCH, M.; VOS, A. M.; MULKERRN, M. G.; CLAUSER, K.
R.; WELLS, J. A. Dimerization of the extracelluldomains of the human growth hormone
receptor by a single hormone molecileience1991, nr. 254, p. 821-825.

63.SOMERS, W.; ULTSCH, M.; VOS, A. M.; KOSSIAKOFF, A. The X-ray structure of a
growth hormone-prolactin receptor compldbature 1994, nr. 372, p. 478-481.

64. DEMBOWSKY, K.; STADLER, P.Novel Therapeutic Proteins&Germany: WILEY-VCH,
2001.

65.Human Growth Hormone. 2008 05 05. Interneto prieiga
http://beta.uniprot.org/uniprot/P01241.

66.Human  Growth Hormone  Structure. 2008 04  15. Interne prieiga
http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?pdbld=1HV¢@~

67.HOVORKA. S. W.; HONG, J.; CLELAND, J. L.; SCHONEIGCHC. Metal-catalyzed
oxidation of human growth hormone: modulation byvent-induced changes of protein
conformation.Journal of PharmaceuticaBciences, 2000, nr. 90, p. 58-69. _jau kazkur
cituotas sitas straipsnis

68.GOMEZ-ORELLANA, |.; VARIANO, B.; MIURA-FRABONI, J.;MILSTEIN, S.; PATON,
D. R. Thermodynamic characterization of an interiaedstate of human growth hormone.
Protein Sciencel998, nr. 7, p. 1352-1358.

69.FELIPPIS, M. R.; KILCOMONS, M. A.; LENTS, M. P.; YONGMAN, K. M.; HAVEL, H.

A. Acid stabilization of human growth hormone eduilm folding intermediates.
Biochimica et biophysica actd995, nr. 1247, p. 35-45.

70.KASIMOVA, M. R.; KRISTENSEN, S. M.; HOWE, P. W. A.CHRISTENSEN, T.;
MATTHIESEN, F.; PETERSEN, J.; SORENSEN, H. H.; Led,J. NMR Studies of the
Backbone Flexibility and Structure of Human Growtbrmone: A Comparison of High and
Low pH ConformationsJournal of molecular biology2002, nr. 318, p. 679—695.

71.ABILDGAARD, F.; JORGENSEN, A. M. M.; LED, J. J.; GMSTENSEN, T.; JENSEN, E.
B.; JUNKER, F.; DALBOGE, H. Characterization of Tiary Interactions in a Folded
Protein by NMR Methods: Studies of pH-Induced Suiel Changes in Human Growth
Hormone Biochemistry 1992, nr. 31, p. 8587-8596.

72.CAUCHY, M.; D’AOUST, S.; DAWSON, B.; RODE, H.; HEFBPRD, M. A. Thermal
Stability: A Means to Assure Tertiary StructureTinerapeutic Protein®iologicals journal
of the International Association of Biological Stéiandization 2002, nr. 30, p. 175-185.

80



73.SUKUMAR, M., STORMS, S. M.; FELIPPIS, M. R. Non-ns Intermediate
Conformational States of Human Growth Hormone i@ Bresence of Organic Solvents.
Pharmaceutical ResearcR005, nr. 22, p. 789-796.

74.BAM, N. B.; CLELAND, J. L.; RANDOLPH, T. W. Moltenglobule intermediate of
recombinant human growth hormone: stabilizatiorhvstirfactantsBiotechnology progress
1996, nr. 12, p. 801-809.

75.0ROSZLAN, P.; WICAR, S.; TESHIMA, G.; WU, S.-L.; H4COCK, W. S.; KARGER, B.
L. Conformational Effects in the Reversed-Phase o@latographic Behavior of
Recombinant Human Growth Hormone (rhGH) aNeMethionyl Recombinant Human
Growth Hormone (Met-hGH)Analytical Chemistry1992, nr. 64, p. 1623-1631.

76.BAM, N. B.; CLELAND, J. L.; YANG, J.; MANNING, M. C, CARPENTER, J. F.;
KELLEY, R. F.; RANDOLPH, T. W. Tween Protects Redamant Human Growth
Hormone against Agitation-Induced Damage via Hybdoipc Interactions.Journal of
Pharmaceutical Science$998, nr. 87, p. 1554-1559.

77.COSTANTINO, H. R.; CARRASQUILLO, K. G.; CORDERO, R.; MUMENTHALER,
M.; HSU, C. C.; GRIEBENOW, K. Effect of Excipients the Stability and Structure of
Lyophilized Recombinant Human Growth Hormodeurnal of Pharmaceutical Sciences
1998, nr. 87, p. 1412-1420.

78.TAVORNVIPAS, S.; TAJIRI, S.; HIRAYAMA, F.; ARIMA, H; UEKAMA, K. Effects of
Hydrophilic Cyclodextrins on Aggregation of Recomdmt Human Growth Hormone.
Pharmaceutical ResearcB004, nr. 21, p. 2369-2376.

79.0TZEN, D. E.; KNUDSEN, B. R.; AACHMANN, F.; LARSENK. L.; WIMMER, R.
Structural basis for cyclodextrins' suppressionhofman growth hormone aggregation.
Protein Science2002, nr. 11, p. 1779-1787.

80.TODD, W. R.; ELWEHJEY, C. A. Zinc in the nutritiaof the rat. he American journal of
physiology 1934, nr. 107, p. 146-156.

81.SALGUEIRO, M. J.; ZUBILLAGA, M. B.; LYSIONEK, A. E. CARO, R. A.; WEILL, R;
BOCCIO, J. R. The role of zinc in the growth andelepment of childrenNutrition, 2002,
nr. 18, p. 510-519.

82.ROTH, H. P.; KIRCHGESSNER, M. Course of concentratchanges of growth hormone
igf-1, insulin and c-peptide in serum, pituitarydaliver of zinc-deficient ratsJournal of
Animal Physiology and Animal Nutritiph997, nr. 77, p. 91-101.

81



83.LABELLA, F.; DULAR, R.; VIVIAN, S.; QUEEN, G. Pituiary Hormone Releasing or
Inhibiting Activity of Metal lons Present in Hypalamic Extracts.Biochemical and
Biophysical Research Communicatiph873, nr. 52, p. 786-791.

84.Ll, L.; GUO, Z., ZHAO, L. Effects of supplement &ron levels of Zinc in serum, growth
hormone and hydroxyprolin@honghua zheng xing shao shang wai ke zal&88, nr. 14,
p. 425-428.

85.DORMER, R. L.; KERBEY, A.L.; MCPHERSON, M.; MANLEYS.; ASHCROFT, S. J. H;
SCHOFIELD, J. G.; RANDLE, P. J. The Effect of Nitlen Secretory Systems. Studies in
the Release of Amylase, Insulin and Growth Hormdriee Biochemical journgl 1973, nr.
140, p. 135-142.

86.EMERY, R. S.; LUOMA, J.; LIESMAN, J.; THOMAS, J. WTUCKER, H. A.; CHAPIN,
L. T. Effect of Serum Magnesium and Feed Intake $erum Growth Hormone
ConcentrationsJournal of dairy sciencel986, nr. 69, p. 1148-1150.

87.McMACDONALD, R. S. The Role of Zinc in Growth ance(CProliferation.The Journal of
Nutrition, 2000, nr. 130, p. 1500S-1508S.

88.CALDERONI, A. M.; OLIVEROS, L.; JAHN, G.; ANTON, R.LUCO, J.; GIMENEZ, M.
S. Alterations in the lipid content of pituitaryagld and serum prolactin and growth hormone
in cadmium treated ratBioMetals 2005, nr. 18, p. 213-220.

89.CAPERUA, T. J.; CAMPBELL, R. G.; STEELE, N. C. Intelationships of Exogenous
Porcine Growth Hormone Administration and FeedHetLevel Affecting Various Tissue
Levels of Iron, Copper, Zinc and Bone Calcium ob®ing Pigs.Journal of Animal Science
1989, nr. 67, p. 654-663.

90.ANDERSON, R. A.; BRYDEN, N. A.; EVOCK-CLOVER, C. M.STEELE, N. C.
Beneficial effects of chromium on glucose and ligatiables in control and somatotropin-
treated pigs are associated with increased tisst@mum and altered tissue copper, iron,
and zincJournal of Animal Scien¢d997, nr. 75, p. 657-661.

91.ZHOU, W.; KORNEGAY, E. T.; LAAR, H.; SWINKELS, J. W WONG, E. A;
LINDEMANN, M. D. The role of feed consumption anekd efficiency in copper-stimulated
growth.Journal of Animal Scien¢cd994, nr. 72, p. 2385-2394.

92.ANISIMOVA, M. V.; SHULGA, A. A.; LEVICHKIN, 1. V.; KIRPICHNIKOV, M. P.;
POLYAKOQV, K. M.; SKRYABIN, K. G.; VIJAYALAKSHMI, M. A.; VARLAMOV, V. P.
The Study of the Metal-Binding Region in Human GtioviHormone Using Immobilized

82



Metal lon Affinity Gel-ElectrophoresiRussian Journal of Bioorganic ChemistB001, nr.
27, p. 23-26.

93.DIENYS, G.; SEREIKAITE, J.; LUKSA, V.; JARUTIENE, © MISTINIENE, E.;
BUMELIS, V.-A. Dimerization of Human Growth Hormorne the Presence of Metal lons.
Bioconjugate chemistry2000, nr. 11, p. 646-651.

94.YANG, T. H.; CLELAND, J. L.; LAM, X.; MEYER, J. D.JONES, L. S.; RANDOLPH, T.
W.; MANNING, M. C.; CARPENTER, J. F. Effect of ZinBinding and Precipitation on
Structures of Recombinant Human Growth Hormone ldedre Growth FactorJournal of
Pharmaceutical Science2000, nr. 89, p. 1480-1485.

95.HOVORKA, S. W.; WILLIAMS, T. D.; SCHONEICH, C. Chacterization of the Metal-
Binding Site of Bovine Growth Hormone through S8pecific Metal-Catalyzed Oxidation
and High-Performance Liquid Chromatography-Tanderas$ SpectrometryAnalytical
biochemistry 2002, nr. 300, p. 206-211.

96.MATULIS, D.; KRANZ, J. K.; SALEMME, F. R.; TODD, M.J. Thermodynamic Stability
of Carbonic Anhydrase: Measurements of Binding mif§i and Stoichiometry Using
ThermoFluorBiochemistry 2005, nr. 44, p. 5258-5266.

97.TODD, M. J.; SALEMME, F. R. Direct Binding Assaysrf Pharma Screeningsenetic
engineering new<003, nr. 23.

98.ERICSSON, U. B.; HALLBERG, B. M.; DETITTA, G. T.; BKKER, N.; NORDLUND, P.
Thermofluor-based high-throughput stability optiatian of proteins for structural studies.
Analytical biochemistry2006, nr. 357, p. 289-298.

99.PANTOLIANO, M. W.; PETRELLA, E. C.; KWASNOSKI, J. D LOBANOV, V. S,
MYSLIK, J.; GRAF, E.; CARVER, T.; ASEL, E.; SPRGER, B. A.; LANE, P,
SALEMME, F. R. High-Density Miniaturized Thermal iBhAssays as a General Strategy
for Drug DiscoveryJournal of biomolecular screening001, nr. 6, p. 429-440.
100. CUMMINGS, M. D.; FARNUM, M. A.; NELEN, M. I. Univesal Screening Methods and
Applications of ThermoFluodournal of biomolecular screening006, nr. 11, p. 854-863.
101. TODD, M. J.; CUMMINGS, M. D.; NELEN, M. I. Affinityassays for decrypting protein
targets of unknown functiomrug discovery today2005, nr. 2, p. 267-273.

102. CIMMPERMAN, P.; BARANAUSKIENE, L.; JACHIMOVICIUTE, S.; JACHNO, J.;
TORRESAN, J.; MICHAILOVIENE, V.; MATULIENE, J.; SERIKAITE, J.; BUMELIS,
V.; MATULIS, D. A Quantitative Model of Protein Thmal Stabilization and

Destabilization by Ligand®iophysical journal spausdinamas.

83



103. HARDING, S. E.; CHOWDHRY, B. ZProtein-ligand interactions: hydrodynamics and
calorimetry. Oxford: Oxford University press, 2001.

104. HORN, J. R.; RUSSELL, D.; LEWIS, E. A.; MURPHY, Kan’t Hoff and Calorimetric
Enthalpies from Isothermal Titration CalorimetryreAThere Significant Discrepancies.
Biochemistry 2001, nr. 40, p. 1774-1778.

105. NAGHIBI, H.; TAMURAT, A.; STURTEVANT J. M. Signifi@nt discrepancies between
van't Hoff and calorimetric enthalpieBroceedings of the National Academy of Sciegnces
1995, nr. 92, p. 5597-5599.

106. CHAIRES, J. B. Possible origin of differences begwevan't Hoff and calorimetric
enthalpy estimate&iophysical chemistyy1997, nr. 64, p. 15-23.

107. HOLDGATE, G. A. Making Cool Drugs Hot: Isothermaitration Calorimetry as a Tool
to Study Binding EnergeticBioTechniques2001, nr. 31, p. 164-184

108. DOYLE, M. L. Characterization of binding interaat® by isothermal titration calorimetry.
Current opinion in biotechnology997, nr. 8, p. 31-35.

109. HONG, L.; BUSH, W. D.; HATCHER, L. Q.; SIMON, Determining Thermodynamic
Parameters from Isothermal Calorimetric Isotherrhshe Binding of Macromolecules to
Metal Cations Originally Chelated by a Weak Ligaitte Journal of physical chemistry
2008, nr. 112, p. 604—-611.

110. LEAVITT, S.; FREIRE, E. Direct Measurement of PiateBinding Energetics by
Isothermal Titration CalorimetryCurrent opinion in structural biology2001, nr. 11, p. 560—
566.

111. LADBURY, J. E.; CHOWDHRY, B. Z. Sensing the HeatetApplication of Isothermal
Titration Calorimetry to Thermodynamic Studies abiolecular InteractionsChemistry
&Biology, 1996, nr. 3, p. 791-801.

112. FREIRE, E. Isothermal titration calorimetry: conlirlg binding forces in lead
optimization.Drug Discovery Today: Technologig¥004, nr. 1, p. 295-299.

113. JELESAROV, |.; BOSSHARD, H. R. Isothermal titratiaralorimetry and differential
scanning calorimetry as complementary tools to stigate the energetics of biomolecular
recognition.Jorunal of molecular recognitiqri999,nr. 12, p. 3-18.

114. FREYER, M. W.; LEWIS, E. A. Isothermal Titration @ametry: Experimental Design,
Data Analysis, and Probing Macromolecule/Liganchddig and Kinetic Interactions.
Methods in Cell Biology2008, nr. 84, p. 79-113.

84



115. LADBURY, J. E. Isothermal titration calorimetry: @lcation to structure-based drug
design.Termochimica Acta2001, nr. 380, p. 209-215.

116. HOLDGATE, G. A.; WARD, W. H. J. Measurements of ¢himg thermodynamics in drug
discovery.Drug Discovery Today2005, nr. 10, p. 1543-1550.

117. SABOURY, A. A. A Review on the Ligand Binding Stedi by Isothermal Titration
Calorimetry.Journal of the Iranian Chemical Socie®006, nr. 3, p. 1-21.

118. MURPHY, K. P.; FREIRE, E.; PATERSON, Y. Configuaal effects in antibody-
antigen interactions studied by microcalorimeRyoteins 1995, nr. 21, p. 83-90.

119. SCHWARZ, F. P.; TELLD.; GOLDBAUM, F. A.; MARIUZZA, R. A.; POLJAK, R. J.
Thermodynamics of antigen-antibody binding usingec#iic anti-lysozyme antibodies.
European journal of biochemistr§995, nr. 228, p. 388-394.

120. TSUMOTO, K.; OGASAHARA, K.; UEDA, Y.; WATANABE, K.; YUTANI, K;
KUMAGAI, 1. Role of Tyr Residues in the Contact Rexg of Anti-lysozyme Monoclonal
Antibody HyHELIO for Antigen BindingThe Journal of biologicathemistry 1995, nr. 270,
p. 18551-| 8557.

121. GRIBENKO, A. V.; GUZMAN-CASADO, M.; LOPEZ, M. M.; MKHATADZE, G. I.
Conformational and thermodynamic properties of jeptbinding to the human S100P
protein.Protein sciencg2002, nr. 11, p. 1367-1375.

122. MANDIYAN, V.; O'BRIEN, R.; ZHOU, M.; MARGOLIS, B.; LAMMON, M. A;;
STURTEVANT, J. M.; SCHLESSINGER, J. Thermodynamidudees of SHC
phosphotyrosine interaction domain recognition leé tNPXpY motif. The Journal of
biological chemistry1996, nr. 271, p. 4770-4775.

123. ROLF, B.; OUDENAMPSEN-KRUGER, E.; BORCHERS, T.; FREEMAN, N. J;
KNODSEN, J.; LEZIUS, A.; SPENER, F. Analysis of thigand binding properties of
recombinant bovine liver-type fatty acid bindingot@in. Biochimica et biophysica acta
1995, nr. 1259, p. 245-253.

124. TERZI, E.; HOLZEMANN, G.; SEELIG, J. Self-associti of beta-amyloid peptide (I-
40) in solution and binding to lipid membrandsurnal of molecular biologyl995, nr. 252,
p. 633-642.

125. SEELIG, A.; ALT, T.; LOTZ, S.; HOLZEMANN, G. Bindig of substance P agonists to
lipid membranes and to the neurokinin-1 rece@oychemistry1996, nr. 35, p. 4365-4374.

85



126. EVANS, L. J. A.; COOPER, A.; LAKEY, J. H. Direct rasurement of the association of a
protein with a family of membrane receptalsurnal of molecular biologyl996, nr. 255, p.
559-563.

127. JOHANSON, K.; APPELBAUM, E.; DOYLE, M.; HENSLEY, PZHAO, B.; MEGUID,
S. S. A;; YOUNG, P.; COOK, R.; CARR, S.; MATICO, Rinding interactions of human
interleukin-5 with its receptor alpha suburiitie Journal of biological chemistryl995, nr.
270, p. 9459-9471.

128. PEARCE, K. H.; ULTSCH, M. H.; KELLEY, R. F.; VOS, AM.; WELLS, J. A. Structural
and mutational analysis of affinity-inert contaesidues at the growth hormone-receptor
interface.Biochemistry 1996, nr. 35, p. 10300-10307.

129. EVANS, S. V.; SIGURSKJOLD, S. W.; JENNINGS, H.BRISSON, J. R.; TO, R.; TSE,
W. C.; ALTMAN, E.; FROSCH, M.; WEISGERBER, C.; KRXIN, H. D. Evidence for the
Extended Helical Nature of Polysaccharide Epitogdse 2.8 A Resolution Structure and
Thermodynamics of Ligand Binding of an Antigen Bimgl Fragment Specific fax-(2—8)-
Polysialic Acid.Biochemistry1995, nr. 34, p. 6737-6744.

130. SCHWARZ, F. P.; MISQIUTH, S.; SUROLIA, A. Effect obubstituent on the
thermodynamics of D-glucopyranoside binding to @mwavalin A, peaRisum sativum
lectin and lentil Lens culinari$ lectin. The Biochemical journafl996, nr. 316, p. 123-129.

131. PLUM, G. R.; BRESLAUER, K. J. Calorimetry of pratei and nucleic acid€urrent
opinion in structural biology1995, nr. 5, p. 682-690.

132. MERABET, E.; ACKERS, G. K. Calorimetric analysis ol Repressor Binding to DNA
Operator SiteBiochemistry1995, nr. 34, p. 8554-8563.

133. KRESHECK, G. C.; VITELLO, L. B.; ERMAN, J. E. Calonetric studies on the
interaction of horse ferricytochrome ¢ and yeadbdyrome c peroxidaséiochemistry
1995, nr. 34, p. 8398-8405.

134. WU, M. L.; MORGAN, W. T. Thermodynamics of heme-uwkd conformational changes
in hemopexin: role of domain-domain interactiofsotein sciencel995, nr. 4, p. 29-34.

135. LI, J.; SWANSON, R. V.; SIMON, M. |.; WEISS, R. Mhe response regulators CheB
and CheY exhibit competitive binding to the kina3leeA. Biochemistry 1995, nr. 34, p.
14626-14636.

136. WEBER, P. C.; PANTOLIANO, M. W.; SIMMONS, D. M.; SZ&EMME, F. R. Structure-
Based Design of Synthetic Azobenzene Ligands foep&vidin.Journal of the American
Chemical Society1994, nr. 116, p. 2717-2724.

86



137. XU, Y.; JOHNSON, C. R.; BECKT, D. Thermodynamic bs#s of small ligand binding
to the Escherichia coli repressor of biotin syniheBiochemistry 1996, nr. 35, p. 5509-
5517.

138. GORMLEY, N. A.; ORPHANIDES, G.; MEYER, A.; CULLISP. M.; MAXWELL, A.
The Interaction of Coumarin Antibiotics with Fragme of the DNA Gyrase B Protein.
Biochemistry 1996, nr. 35, p. 5083-5092.

139. WETTIG, S. D.; WOOD, D. O.; LEE, J. S. Thermodynarmvestigation of M-DNA: a
novel metal ion—DNA complexlournal of Inorganic Biochemisty003, nr. 94, p. 94-99.

140. BABU, C. S.; TODOR, D. T.; CASARENO, R.; COWAN, A.; LIM, C. A. Combined
Experimental and Theoretical Study of Divalent Median Selectivity and Function in
Proteins: Application t&. coli Ribonuclease H1lournal of the American Chemical Socjety
2003, nr. 125, p. 9318-9328.

141. NIELSEN, A. D.; PUSEY, M. L.; FUGLSANG, C. C.; WESIT P. A proposed
mechanism for the thermal denaturation of a recoariiBacillus halmapalus-amylase -
the effect of calcium iongiochimica et Biophysica Act&003, nr. 1652, p. 52—-63.

142. HENZL, M. T.; AGAH, S. Divalent lon-binding properties of the Two Aviaf
ParvalbuminsProteins 2006, nr. 62, p. 270-278.

143. ZEROVNIK, E.; SKERGET, K.; TUSEK-ZNIDARIC, M.; LOESHNER, C.; BRAZIER,
M. W.; BROWN, D. R. High affinity copper binding Istefin B (cystatin B) and its role in
the inhibition of amyloid fibrillationThe FEBS journal2006, nr. 273, p. 4250-4263.

144. ZHANG, Y.; WILCOX, D. E. Thermodynamic and specttopic study of Cu(ll) and
Ni(Il) binding to bovine serum albumidournal of biological inorganic chemistrg2002, nr.
7, p. 327-337.

145. LACHENMANN, M. J.; LADBURY, J. E.; DONG, J.; HUANGK.; CAREY, P.; WEISS,
M. A. Why Zinc Fingers Prefer Zinc: Ligand-Field @gnetry and the Hidden
Thermodynamics of Metal lon Selectivigiochemistry 2004 nr. 43, p. 13910-13925.

146. SABOURY, A. A. Application of a new method for dadaalysis of isothermal titration
calorimetry in the interaction between human sealiamin and Ni*. TheJournal chemical
thermodynamics2003, nr. 35, p. 1975-1981.

147. MAHMOUDI, A.; NAZARI, K.; MOOSAVI-MOVAHEDI, A. A.; SABOURY, A. A.
Enthalphy analysis of horseradish peroxidase inptlesence of Ni: a stabilization study.
Theoretica chimica act2002, nr. 385, p. 33-39.

87



148. WERNIMONT, A. K.; YATSUNYK, L. A.; ROSENZWEIG, A. CBinding of Copper(l)
by the Wilson Disease Protein and Its Copper CluggerThe Journal of Biological
Chemistry 2004, nr. 279, p. 12269-12276.

149. YATSUNYK, L. A.; ROSENZWEIG, A. C.Cu(l) Binding and Transfer by the N
Terminus of the Wilson Disease Protedournal of biological chemistry2007, nr. 282, p.
8622—-8631.

150. GROSSOEHME, N. E.; MULROONEY, S. B.; HAUSINGER, R., Wilcox D. E.
Thermodynamics of Nf, C/**, and ZA* Binding to the Urease Metallochaperone UreE.
Biochemistry 2007, nr. 46, p. 10506-10516.

151. ROLLIN-GENETET, F.; BERTHOMIEU, C.; DAVIN, A-H.;, QEMENEUR, E.
Escherichia colithioredoxin inhibition by cadmiumEuropean journal of biochemistry
2004, nr. 271, p. 1299-13009.

152. BOU-ABDALLAH, F.; WOODHALL, M. R.; VELAZQUEZ-CAMPOY, A,
ANDREWS, S. C.; CHASTEEN, N. D. Thermodynamic Argasyof Ferrous lon Binding to
Escherichia coliFerritin EcFtnA.Biochemistry 2005, nr. 44, p. 13837-13846.

153. PEROZZO, R.; FOLKERS, G.; SCAPOZZA, L. Thermodynesniof Protein—Ligand
Interactions: History, Presence, and Future Aspettsirnal of Receptors and Signal
Transduction2004, nr. 24, p. 1-52.

154. TELLINGHUISEN, J. lIsothermal titration calorimetryat very low c. Analytical
Biochemistry 2008, nr, 373, p. 95-397.

155. WILCOX, D. E. Isothermal titration calorimetry of etal ions binding to proteins: An
overview of recent studieBiorganica chimica acta2007, spausdinamas.

156. DUDEV, T.; LIM, C. Metal Binding Affinity and Selgivity in Metalloproteins: Insights
from Computational Studiednnual review of biophysic2008, nr. 37, p. 97-116.

157. CHAO, Y.; FU, D. Thermodynamic Studies of the Meulsan of Metal Binding to the
Escherichia coliZinc Transporter YiiPThe Journal of Biological Chemistrg004, nr. 279,
p. 17173-17180.

158. BLASIE, C. A.; BERG, J. M. Kinetics and Thermodynasof Copper (ll) Binding to
Apoazurin. 2003Journal of the American Chemical Socjety. 125, p. 6866—6867.

159. DITUSA, C. A,; CHRISTENSEN, T.; McCALL, K. A.; FIERE, C. A.; TOONE, E. J.
Thermodynamics of Metal lon Binding. 1. Metal lorinBing by Wild-Type Carbonic
Anhydrase. 2001Biochemistrynr. 40, p. 5338-5344.

160. ATRI, M. S.; SABOURY, A. A.; REZAEI-TAVIRANI, M.; ANATI, M. H.; MOOSAVI-

88



MOVAHEDI, A. A.; SADEGHI, M.; MANSURI-TORSHIZI, H.; KHODABANDEH, M.
Binding properties and conformational change of amrgrowth hormone upon interaction
with Fe"*. Thermochimica Acta2005, nr. 438, p. 178-183.

161. SABOURY, A. A.; ATRI, M. S.; SANATI, M. H.; MOOSAVAIMOVAHEDI, A. A,
HAGHBEEN, K. Effects of calcium binding on the stture and stability of human growth
hormone International Journal of Biological MacromoleculeZ005, nr. 36, p. 305-309.

162. SABOURY, A. A.; ATRI, M. S.; SANATI, M. H.; MOOSAVIMOVAHEDI, A. A,
HAKIMELAHI, G. H.; SADEGHI, M. A Thermodynamic Stydon the Interaction Between
Magnesium lon and Human Growth HormoB@&polymers 2006, nr. 81, p. 120-126.

163. BEHBEHANI, G. R.; SABOURY, A. A. Using a new solvan model for thermodynamic
study on the interaction of nickel with human gribviiormone Thermochimica Acta2007,
nr. 452, p. 76-79.

164. SABOURY, A. A.; ATRI, M. S.; SANATI, M. H.; SADEGH M. Application of a simple
calorimetric data analysis on the binding studyatium ions by human growth hormone.
Journal of Thermal Analysis and Calorimet®006, nr. 83, p. 175-179.

165. JACHIMOVICIUTE, Simona. Metaly jony jtaka kiaubs augimo hormono
oligomerizacijai.Bakalauro darbas: VGTU. Vilnius, 2006, 39 p.

166. FAN, K.; SEVOIAN, M.; GONZALES, D. Instability Studs of Porcine Somatotropin in
Aqueous Solutions and the Possible Reagents fdBthbilization.Journal of Agriculture
Food Chemistry2000, nr. 48, p. 5685-5691.

167. MATULIS, D.; ROUZINA, |.; BLOOMFIELD, V. A. Thermognamics of Cationic Lipid
Binding to DNA and DNA Condensation: Roles of Etetatics and Hydrophobicity.
Journal of the American Chemical Socj2902, nr. 124, p. 7331-7342.

89



