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ĮVADAS 

 

Hormonai yra biologiškai aktyvios, gyvybiškai būtinos, įvairios chemin÷s struktūros 

medžiagos. Augimo hormonai (AH), dar vadinami somatotropinais, yra baltyminiai hormonai, 

kuriuos sintetina gausiausios priekin÷s hipofiz÷s dalies acidofilin÷s ląstel÷s somatotrofai [1]. 

Riebalų ir angliavandenių apykaita, baltymų, DNR ir RNR sintez÷, ląstelių proliferacija – tai 

fiziologiniai procesai, kuriuos kontroliuoja augimo hormonai [2, 3, 4, 5, 6, 7]. Tačiau pagrindin÷ jų 

funkcija - somatinio augimo skatinimas [8].  

Augimo hormonų biologin÷ms funkcijoms yra svarbūs metalų jonai [9-12], tačiau iki šiol 

n÷ra tiksliai žinoma, kaip metalų jonai lemia augimo hormonų išskyrimą iš hipofizio liaukos ir AH 

sukeltus ląstelinius atsakus [13-21]. 

D÷l AH atliekamų funkcijų ir d÷l atsiradusios galimyb÷s gaminti rekombinantinius augimo 

hormonus (rAH), pastarieji baltymai naudojami medicinoje, žem÷s ūkyje, gyvulininkyst÷je, 

zootechnin÷je gamyboje ir kitose srityse [22-25]. Rekombinantinis žmogaus augimo hormonas 

(ržAH) panaudojamas sprendžiant problemas susijusias su vaikų žemaūgiškumu, bei siekiama jį 

pritaikyti kaulų lūžiams, nudegimams, sužalojimams ir kitoms ligoms gydyti [3, 26]. Žinant audin÷s 

augimo hormono teigiamą poveikį žiurk÷ms ir jaučio augimo hormono – audin÷ms yra manoma, 

kad rekombinantinis audin÷s augimo hormonas (raAH) gali būti panaudojamas audin÷s kailių 

gamyboje [27, 28]. Rekombinantiai kiaul÷s augimo hormonai (rkAH) panaudojami gyvulininkyst÷je 

Australijoje (1993m.), Meksikoje (2000 m.), Naujojoje Zelandijoje (2001 m.), nes skatina kiaulių 

augimą ir baltymų sintezę bei mažina riebalų kaupimąsi [29-33]. Suprantama, kad didel÷ms 

fermoms reikalinga tokia šių augimo hormonų formuluot÷, kurios injekcija aprūpintų organizmą 

atitinkamu baltymu kuo ilgiau ir svarbiausia kuriose baltymas išliktų stabilus. 

1992 m. buvo nustatyta, kad Zn2+, Co2+ jungdamiesi su žmogaus augimo hormonu 

stabilizuoja baltymo struktūrą [34-36]. V÷liau, 2000 m. buvo parodyta, kad Zn2+, Cd2+, Co2+, Cu2+, 

Hg2+, Ag+, Au3+, Au+, Pd2+, Ni2+, Pt2+ sąveikauja su žAH ir skatina jo dimerizaciją. Žmogaus 

augimo hormono stabilizavimas cinko jonais imtas plačiai taikyti tobulinant šio baltymo vaistinę 

formuluotę [34, 35, 37-42]. Tobulinant jaučio AH vaistinę formuluotę pasteb÷ta, kad šis baltymas 

taip pat stabilesnis su dvivalenčiu cinku (Zn2+) [43]. Tuo tarpu metalų jonų poveikis 

rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonų stabilumui n÷ra žinomas.  
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Rekombinantinio žAH aminorūgščių sekos homologiškumas su rekombinantiniais kiaul÷s ir 

audin÷s AH atitinkamai yra 68 % ir 66,7 % [44]. Evoliuciniu požiūriu metalų jonų sąveika su 

rekombinantiniais kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonais yra įdomi, nes yra keleta svarbių žAH ir 

kiaul÷s, audin÷s AH skirtumų. Pavyzdžiui, tik žmogaus ir kitų primatų augimo hormonams būdingas 

laktogeninis aktyvumas [8]. D÷l šios priežasties ir norint išsiaiškinti, ar metalų jonai gali būti taip 

pat panaudojami tobulinant ir rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonų vaistines 

formuluotes, šiame darbe tiriama skirtingų metalų jonų ir rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir 

žmogaus augimo hormonų sąveika. 

 

Darbo tikslas: rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonų ir įvairių 

metalų jonų sąveikos tyrimas.  

 

Darbo uždaviniai:  

� Parinkti rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s, žmogaus AH ir metalų jonų sąveikos 

tyrimo sąlygas ir nustatyti hormonų saugojimui panaudojamų ligandų įtaką šių 

baltymų stabilumui; 

� nustatyti skirtingų metalų jonų įtaką rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s, žmogaus 

augimo hormonų stabilumui terminio poslinkio metodu; 

� nustatyti Zn2+, Cu2+, Ni2+, Cd2+, Co2+ jungimosi su nenatyviais rkAH, raAH 

konstantas. 

� nustatyti Zn2+ ir natyvių rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s augimo hormonų 

jungimosi konstantą, stebimą entalpijos pokytį ir jungimosi vietų skaičių izotermine 

titravimo kalorimetrija; 

� patvirtinti, ar vieno cinko jono jungimasis su viena ržAH molekule yra 

kooperatyvus.   
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1. LITERAT ŪROS APŽVALGA 

1.1. Bendra augimo hormonų charakteristika 
 

Augimo hormonai yra baltyminiai hormonai, kuriuos gamina gausiausios priekin÷s hipofiz÷s 

dalies acidofilin÷s ląstel÷s somatotrofai [1]. Šių hormonų struktūroje yra dvi disulfidin÷s jungtys, o 

N- ir C-gale – fenilalaninai. Žinduolių augimo hormonų pirminei struktūrai būdingas rūšinis 

specifiškumas, tod÷l žmogaus organizme veikia tik žmogaus ir aukštesniųjų žinduolių hormonas [8]. 

Yra žinoma, kad augimo hormonai skatina aminorūgščių pernašą į raumenines ląsteles ir 

baltymų gamybą jose. Padid÷ja DNR, RNR gamybos intensyvumas, did÷ja raumenų mas÷. Taip pat 

šie hormonai skatina ilgųjų kaulų augimą epifizinių plokštelių srityse, lipolizę, aktyvindamas 

triacilgliceridų lipazę, riebalų rūgščių oksidaciją kepenyse, bei susidariusios energijos panaudojimą 

organizmo augimo procesams. Augimo hormonai yra svarbūs angliavandenių apykaitai: jie l÷tina 

gliukoz÷s pernašą ir oksidaciją raumenų ir riebalų ląstel÷se, skatina gliukoneogenezę iš 

aminorūgščių kepenų ląstel÷se ir didina glikogeno kiekį jose [1]. Žmogaus ir aukštesniųjų žinduolių 

hormonams būdingas ir laktogeninis aktyvumas [8]. 

Ilgą laikotarpį vieninteliu kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonų šaltiniu buvo jų 

hipofizio liaukos, tačiau buvo gaunami maži augimo hormonų kiekiai ir pats išskyrimas buvo labai 

brangus. Šiuo metu įvairūs augimo hormonai yra gaminami biosintez÷s būdu, panaudojant bakterijų 

[45, 46], mielių [47], vabzdžių [48] ir žinduolių ląstelių kultūras [49].  

. 

 

1.1.1. Rekombinantinis kiaul÷s augimo hormonas ir jo savyb÷s 

 

 Rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono aminorūgščių seką d÷l N-gale esančio metionino 

sudaro 191 aminorūgštis (1 pav.) [50].  

 Rekombinantinis kiaul÷s augimo hormonas (rkAH) yra ~ 22 000 Da molekulin÷s mas÷s 

baltymas [51]. Molekul÷ sudaryta iš vienos polipeptidin÷s grandin÷s.  

 Pirmą kartą rekombinantinis kiaul÷s augimo hormonas iškristalintas 1948 m. [52]. Tretin÷ 

struktūra pasklebta 1987 m. (2 pav.) [23], tačiau šiuo metu d÷l nežinomų priežasčių rkAH tretin÷s 

struktūros n÷ra jokiose baltymų struktūrų duomenų baz÷se. 
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 Baltymas sudarytas iš keturių α spiralių: dvi spiral÷s sudarytos iš ~ 20 aminorūgščių, kitos 

dvi – iš ~ 30 aminorūgščių. Į min÷tų spiralių sud÷tį įeina 54 % aminorūgščių. Aminorūgščių 

grandin÷je yra 4 cisteino radikalai, tarp kurių merkapto grupių (-SH) susidaro du disulfidiniai 

tilteliai: Cys-53 ir Cys-164 bei tarp Cys-181 ir Cys-189 [23].  

 

2 pav. Erdvin÷ rekombinantinio kAH struktūra pagal baltymo kristalo rentgenostruktūrinę analizę. 

Kiekviena iš keturių α spiralių pavaizduota cilindro formos vamzdeliu, visa kita – netaisyklingos 

struktūros. Taip pat pavaizduota ir viena disulfidin÷ jungtis, o kitos – nesimato. N-galas lokalizuotas 

kairiame, viršutiniame paveikslo kampe, o C-galas – kairiame, apatiniame kampe [23] 

1 pav. Rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono aminorūgščių seka [50] 
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 Rekombinantinis kiaul÷s augimo hormonas yra nestabilus vandenin÷je terp÷je [53] ir yra 

linkęs agreguotis [54]. Temperatūra [54], didel÷s baltymo koncentracijos, rūgštiniai ir šarminiai 

tirpalai lemia kiaul÷s augimo hormono agregaciją [53]. Kiaul÷s augimo hormono agregaciją lemia 

hidrofobin÷s sąveikos tarp molekulių, tod÷l yra labai svarbi baltymo tirpalo pH reikšm÷. 

Rekombinantinis kAH (baltymo koncentracija 4 mg/ml, inkubuojama 15 dienų + 37ºC 

temperatūroje) visiškai denatūruojamas, esant tirpalo pH reikšmei žemesnei nei 4; šarminiuose 

tirpaluose rekombinantinis kiaul÷s augimo hormonas agreguojasi, taip prarandama monomerin÷ 

rkAH forma. Šis hormonas stabiliausias, esant neutraliam tirpalo pH [53]. 

 Rekombinantinis kiaul÷s augimo hormonas yra linkęs greičiau agreguotis, esant didel÷ms 

baltymo koncentracijoms. Kai rkAH koncentracija 16 mg/ml, 40 % monomerin÷s baltymo formos 

išlieka po 28 dienų inkubacijos + 37ºC temperatūroje, o 60 % monomerin÷s baltymo formos – kai 

baltymo koncentracija 0,5 mg/ml. Taip pat pasteb÷ta, kad rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono 

agregacija sul÷t÷ja po 15 dienų [53].   

 rkAH (baltymo koncentracija 4 mg/ml, + 37ºC temperatūroje) stabilizuoja natrio 

dodecilsulfatas (SDS), kai šio detergento koncentracija didesn÷ nei 0,5 %. Rekombinantinio kiaul÷s 

augimo hormono stabilizavimui šlapalas yra efektyvus esant visom trim koncentracijom: 0,1 M, 0,5 

M, 1 M [53]. 

 Maltoz÷s, sacharoz÷s, gliukoz÷s panaudojimas yra kitas būdas baltymams stabilizuoti. 

Liofilizavimo metu min÷ti junginiai gali pakeisti vandenį ir suformuoti vandenilinius ryšius su 

išdžiovintu baltymu. Gliukoz÷ stabilizuoja rekombinantinį kiaul÷s augimo hormoną (baltymo 

koncentracija 4 mg/ml, + 37ºC temperatūroje) esant 1 % koncentracijai, o sacharoz÷ – 5 % 

koncentracijai [53]. 

 

 

1.1.2. Rekombinantinis audin÷s augimo hormonas ir jo savyb÷s 

 

 Yra tik keletas literatūrinių duomenų apie raAH. 1990 m. Buvo klonuotas ir sekvenuotas 

audin÷s augimo hormono genas [44, 55]. 2007 m. Lietuvoje Vilniaus Gedimino technikos 

universitete buvo sukonstruotas Escherichia coli kamienas, produkuojantis audin÷s augimo 

hormoną, ir sukurta šio biologiškai aktyvaus hormono gryninimo schema [56]. 

 raAH aminorūgščių seką sudaro 191 aminorūgštis (3 pav.) [57]. Rekombinantinių kiaul÷s ir 

audin÷s augimo hormonų aminorūgščių sekos skiriasi tik keturiomis aminorūgštimis (3 pav. 
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pažym÷tos raudonai). Rekombinantinio aAH aminorūgščių grandin÷je keturių cisteinų išsid÷stymas 

būdingas augimo hormonams, turintiems du disulfidinius tiltelius [57, 58]. 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fouriero transformacijos infraraudonąja spektroskopija (angl. Fourier transform infrared, 

FTIR) (20 ºC temperatūtoje, pH 8,5) ir baltymų aminorūgščių sekos analiz÷s PORTER, PROF, 

PROTEUS programomis nustatyta, kad šį hormoną sudaro tik α spiral÷s. Tai patvirtina ir 4 pav. 

pateikta teorin÷ rekombinantinio aAH erdvin÷ struktūra, gauta SWISS-MODEL programa, 

panaudojant žinomos tretin÷s struktūros baltymų sekas (1bp3A.pdb, 1hwgA.pdb, 3hhrA.pdb, 

1hwhA.pdb, 1hgu.pdb), kurių homologija su raAH aminorūgščių seka yra didesn÷ nei 60 % [57].   

Rekombinantiniam audin÷s augimo hormonui būdingas mažesnis imunologinis aktyvumas 

nei rekombinantiniam kiaul÷s augimo hormonui. Pasteb÷ta, kad raAH yra labaiu linkęs agreguotis 

nei rkAH [57]. Panaudojant cheminio susiuviklio 1,3,5-triakriloil-heksahidro-s-triazinu ir SDS-

PAGE metodus, nustatyta, kad rekombinantinis audin÷s augimo hormonas (baltymo koncentracija 

14 µM, susiuviklio koncentracija 1920 µM, inkubuojama 3 val. +30 ºC temperatūroje, pH 9,2) 

vandeniniame tirpale yra tiek monomerin÷s, tiek dimerin÷s formos [59]. 

 

 

 

 

3 pav. Rekombinantinio audin÷s augimo hormono aminorūgščių seka [57] 
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raAH ir rkAH saugojimas užšaldžius ar + 4 ºC esant 5% glicerolio ir šių baltymų 

renatūracijos terp÷s (pH 8 ar 9) nelemia šių hormonų antrinių struktūrų, jų biologinį ir imunologinį 

aktyvumą. Min÷tų augimo hormonų antrin÷s struktūros kinta juos liofilizuojant, d÷l to sumaž÷ja 

raAH biologinis ir imunologinis aktyvumas [57]. 

 

 

1.1.3. Rekombinantinis žmogaus augimo hormonas ir jo savyb÷s 

 

Rekombinantinis žmogaus augimo hormonas yra ~ 22 kDa molekulin÷s mas÷s, viengrandis 

191 aminorūgšties ilgio baltymas (5 pav.) [37, 60, 61].  

 Pirmą kartą rekombinantinis žmogaus augimo hormonas iškristalintas 1991 m. [62]. 1994 m. 

Pasklebta jo tretin÷ struktūra (6 pav.) [63]. Šiuo metu tiek gamtinio, tiek rekombinantinio žmogaus 

augimo hormonų struktūros pateiktos makromolekulių duomenų baz÷se. 

 55 % hormono aminorūgščių sudaro keturias α spirales. ržAH taip pat turi du disulfidinius 

tiltelius, kurie susidaro tarp Cys-53 ir Cys-165 ir tarp Cys-182 ir Cys-189 merkapto grupių [64].  

 Rekombinantinio žAH aminorūgščių sekos homologiškumas su rekombinantiniais kiaul÷s ir 

audin÷s AH atitinkamai yra 68 % ir 66,7 %, o rekombinantinio kiaul÷s – su raAH yra 98,4 % [44].   

 

 

 

4 pav. Teorin÷ rekombinantinio audin÷s augimo hormono erdvin÷ struktūra [57] 
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Rekombinantinis žmogaus augimo hormonas yra stabilus baltymas, kurio erdvin÷ struktūra 

nesikeičia esant tirpalų pH reikšm÷ms 2 – 11 [67, 68]. Esant tirpalo pH reikšmei 4,3 ir mažesnei, 

kinta hormono (baltymo koncentracija 0,7 – 1 mM, + 32ºC temperatūroje) tretin÷ struktūra (kinta 

tarp kilpų tam tikrų aminorūgščių šoninų radikalų vandeniliniai ryšiai ir elektrostatin÷s sąveikos), 

tačiau antrin÷ struktūra išlieka nepažeista [69 – 71]. ržAH (baltymo koncentracija 11,1 mg/ml) 

5 pav. Rekombinantinio žmogaus augimo hormono aminorūgščių seka. Pirminę šio baltymo strukūrą, 

d÷l N-gale esančio metionino, sudaro 192 aminorūgštys [65] 

6 pav. Erdvin÷ rekombinantinio žmogaus augimo hormono struktūra pagal baltymo kristalo 

rentgenostruktūrinę analizę [66] 
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terminis stabilumas maž÷ja esant rūgštiniuose tirpaluose (pH 4,2 ir mažesniam), tirpaluose, kurių 

terp÷ artima neutraliai (pH 6,8, 7,4 ir 8,3), – nekinta, o šarminiuose tirpaluose (pH iki 9,3) – did÷ja 

[72].  

 Rekombinantinio žmogaus augimo hormono erdvinę struktūrą lemia organiniai tirpikliai. 

ržAH (baltymo koncentracijos 0,2 ir 1,0 mg/ml, pH 7,0) antrin÷ struktūra išlieka nepažeista esant 50 

% ir mažesn÷s koncentracijos etanolio vandeniniuose tirpaluose. Baltymo tretin÷ struktūra kinta, kai 

šio alkoholio koncentracija didesn÷ nei 20 % [73]. 

 ržAH (baltymo koncentracija 0,1 mg/ml) erdvin÷ struktūra irsta esant 4,0 – 5,5 M guanidino 

hidrochlorido koncentracijai, esant 5,5 M ir didesnei Gu-HCl koncentracijai, baltymas visiškai 

denatūruojamas [58, 74].  

 Rekombinantinis žAH (baltymo koncentracija 0,5 mg/ml, pH 6,5, 45 ºC temperatūroje) 

agreguoja esant 10 – 40 % propanolio koncentracijai. Pasteb÷ta, kad šių agregatų susidaro mažiau 

esant kambario temperatūrai [75]. 

 Didel÷s rekombinantinio žmogaus augimo hormono koncentracijos taip pat skatina  baltymo 

agregaciją [58]. Baltymų agregacijos slopinimui dažnai panaudojami detergentai. Tvinas-20, tvinas-

40 ir tvinas-80 yra nejoniniai detergentai, kurie neleidžia rekombinantiniam žAH agreguoti. 

Efektyviausiai hormono agregaciją slopina Tvinas-20 (junginio koncnetracija 225 µM, pH 6,0), kai 

junginio ir baltymo molinis santykis didesnis nei 4. Manoma, kad min÷ti junginiai slopina hormono 

agregaciją d÷l to, kad sąveikauja su hidrofobin÷mis baltymo dalimis [76].  

Manitolis, sorbitolis, laktoz÷, trehaloz÷ ir celobioz÷ taip pat mažina ržAH agregaciją ir 

stabilizuoja hormono antrinę struktūrą. Liofilizavimo metu min÷ti junginiai gali pakeisti vandenį ir 

suformuoti vandenilinius ryšius su išdžiovintu rekombinantiniu žmogaus augimo hormonu. 

Manitolis, sorbitolis efektyviausiai mažina ržAH agregaciją (baltymo koncentracija 1 mg/ml, pH, 

7,2, 28 dienas + 50ºC temperatūroje) esant atitinkamai 1 : 131 moliniams santykiams, o laktoz÷, 

trehaloz÷ ir celobioz÷ – 131 : 1 moliniams santykiams [77].   

 Rekombinantinio žmogaus augimo hormono stabilizavimas hidrofiliniais ciklodekstrinais 

priklauso ne tik nuo šių junginių struktūrų, savybių, bet ir nuo denatūracijos būdų. Po chemin÷s (4,5 

M GuHCl, baltymo koncentracija 4,73 mg/ml, pH 5,0, inkubuota 12 valandų) ir termin÷s (keliant 

temperatūrą nuo 10 ºC iki 105 ºC  1 ºC /min greičiu, baltymo koncentracija 3,54 mg/ml, pH 8,1) 

ržAH denatūracijų, renatūruojant šiuos hormonus 4 valandas 25 ºC temperatūroje jų agregaciją 

efektyviausiai mažina šakotų grandinių beta-ciklodekstrinai (6-O-maltozil-β-ciklodekstrinas, 6-O-

(4-O-D-gliukuronil)-D-gliukozil-β-ciklodekstrinas, 6-O-D-manozil-β-ciklodekstrinas) bei 2,6-di-O-

metil-β-ciklodekstrinas. O po rekombinantinių žmogaus augimo hormonų denatūracijos purtant (1 
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min., baltymo koncentracija 1,18 mg/ml, pH 8,1), renatūruojant šiuos hormonus 30 minučių 

kambario temperatūroje -  2-hidroksipropil-β-ciklodekstrinas ir dimetil-β-ciklodekstrinas. Min÷ti 

junginiai stabdo ržAH agregaciją, nes sąveikauja su hidrofobin÷mis baltymo dalimis [78]. 

Rūgštin÷je terp÷je, esant 1 M NaCl, ržAH agregaciją (baltymo koncentracija 22 µM, pH 2,5, 

inkubuota 1 valandą 25 ºC temperatūroje) efektyviausiai slopina mono-glikozil-β-ciklodekstrinas ir 

mono-maltozil-β-ciklodekstrinas. Branduolio magnetinio rezonanso tyrimai patvirtino, kad šie 

junginiai jungiasi su baltymo aromatin÷mis aminorūgštimis [79].  

   

 

1.1.4. Augimo hormonai ir metalų jonai 
 

Cinkas yra mikroelementas, būtinas nukleorūgščių metabolizmui ir baltymų sintezei. Šis 

mikroelementas yra kofaktorius daugiau nei 70 metalo fermentų tokių kaip: šarmin÷s fosfatz÷s, 

karboanhidrazių, karboksipeptidazių ir kt [11]. 1934 m. Pirmą kartą nustatyta, kad šis metalo jonas 

yra būtinas gyvūnų augimui [11, 80]. Augimo sul÷t÷jimas susijęs su cinko trūkumu žmogaus 

organizme [25, 81]. Vienuose literatūriniuose šaltiniuose [82-84, 14, 85, 86] teigiama, kad, esant 

cinko, vario, geležies, kadmio, chromo, magnio jonų trūkumui, žiurk÷s, kiaul÷s ir jaučio 

organizmuose sumaž÷ja cirkuliuojančio augimo hormono koncentracija, kituose [14, 87-90] – 

padid÷ja šio AH koncentracija. Iki šiol n÷ra tiksliai žinoma, kaip metalų jonai lemia augimo 

hormonų išskyrimą iš hipofizio liaukos [13-20] ir AH sukeltus ląstelinius atsakus [21]. 

 Žmogaus augimo hormonas, prieš išskiriant jį iš hipofizio liaukos, yra sintetinamas ir 

saugomas tam tikrose somatotrofų granul÷se [36]. Histochemin÷ hipofizio liaukos analiz÷ rodo, kad 

šiose granul÷se yra didel÷s cinko jonų koncentracijos [13, 36, 87]. Hipofizio liaukoje aptinkami ir 

vario jonai, kurie taip pat skatina augimą [9, 91].  

Stipriam žmogaus augimo hormono jungimuisi su žmogaus prolaktino receptoriumi yra 

būtinas cinko jonas [11]. 50 µM ZnCl2 šią sąveiką sustiprina 8000 kartų. Scatchardo analiz÷s 

rezultatai parod÷, kad vienam žAH ir prolaktino receptoriaus kompleksui susidaryti reikia vieno 

cinko jono [12]. Susidarant šiam kompleksui, cinko jonas jungiasi su prolaktino receptoriaus Asp-

187 ir His-188 bei žAH His-18 ir Glu-174 (7 pav.). Zn2+ nesijungia su žAH His-21, tačiau yra 

manoma, kad ši aminorūgštis lemia augimo hormono Glu-174 išsid÷stymą erdv÷je [10, 63]. Kitų 

metalų jonų (Ca2+, Mg2+, Cu2+, Mn2+, Co2+) poveikis žAH ir prolaktino recptoriaus sąveikos 

stiprumui kur kas mažesnis [10].  
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B. C. Cunninghamas ir kt. įrod÷, kad esant didesnei nei 1 µM žAH koncnetracijai, cinko 

jonai skatina žmogaus AH dimero susidarymą. Vienam žAH dimerui susidaryti kooperatyviu būdu 

reikia dviejų Zn2+. Scatchardo analiz÷s rezultatai parod÷, kad Zn2+ formuoja kompleksą su žAH 

santykiu 1:1 [12]. Cd2+, Hg2+, Ag+, Au3+, Au+, Pd2+, Ni2+, Pt2+ taip pat ne tik sudaro kompleksą su 

žAH, t.y. sąveikauja, bet ir skatina jo dimerizaciją. Kai kurie metalų jonai (Ni2+, Ag+, Au3+, Hg2+) su 

žAH sudaro tiek dimerus, tiek aukštesnius oligomerus [93].  

Manoma, kad Zn2+ - žAH bei Cu2+ - žAH dimerai – pagrindin÷s in vivo saugomos žmogaus 

augimo hormono formos [9, 12]. Šios dimerin÷s žmogaus augimo hormono formos pasižymi 

didesniu stabilumu nei monomerin÷s denatūruojant Gn-HCl [12, 36].  

1992 m. B. C. Cunninghamo ir kt. paskelbtame patente patvirtinama, kad Zn2+, Cu2+, Co2+ 

jungdamiesi su žAH stabilizuoja baltymo struktūrą [34-36]. Mutagenezine analize nustatyta, kad 

dvivalenčių metalų jonų jungimosi vieta žAH sudaro pirmos spiral÷s His-18, His-21 ir ketvirtos 

spiral÷s Glu-174 (8 pav.) [12, 67]. Yra žinoma, kad Zn2+ - žAH dimeruose baltymo antrin÷ struktūra 

išlieka nepažeista, o tretin÷ – nežymiai kinta [94]. 

B. C. Cunninghamo ir kt. patente taip pat teigiama, kad liofilizuotos ar skystos žmogaus 

augimo hormono vaistin÷s formuluot÷s, turinčios Zn2+ - žAH dimerų, ilgą laiką gali būti saugomos 

37 ºC ir žemesn÷je temperatūroje, išvengiant baltymo denatūravimo, proteoliz÷s ir agregacijos [36]. 

Remiantis šiuo patentu žmogaus augimo hormono stabilizavimas cinko jonais imtas plačiai taikyti 

tobulinant šio baltymo vaistinę formuluotę [34, 35, 37-42].  

Tobulinant jaučio AH vaistinę formuluotę pasteb÷ta, kad šis baltymas stabilesnis su 

dvivalenčiu cinku (Zn2+) [43]. Nustatyta, kad dvivalentis metalo jonas jungiasi su jaučio augimo 

hormono His-22 ir His-170 [95]. 

7 pav. Zn2+ jungimosi vieta žmogaus augimo hormono ir prolaktino receptoriaus komplekse [92] 

Prolaktino receptoriaus 
fragmentas 

žAH fragmentas 
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Metalų jonų poveikis rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonų stabilumui n÷ra 

žinomas.  

 

 

1.2. Baltymų ir ligandų jungimosi tyrimai terminio poslinkio ir izotermini o 

titravimo kalorimetrijos metodais  

 

1.2.1. Terminio poslinkio metodas 
 

Kiekvieno baltymo stabilumą lemia temperatūra. Baltymo stabilumo priklausomyb÷ nuo 

temperatūros gali būti matuojama terminio poslinkio metodu, skirtumin÷ žvalgos kalorimetrija, 

žiediniu dichroizmu, spektrofluorimetrija ir kt. [96, 97]. Terminio poslinkio metodu baltymo 

terminis stabilumas tiriamas matuojant solvatochrominio dažo (pvz., 1-anilino-8-naftaleno 

sulfonatas (ANS) ar 4-[5-[4-(dimetilamino)fenil]-2-oksazolil-benzensulfonatas (dapoksilo® 

sulfonatas) fluorescencijos intensyvumo pokyčius. Baltymas išsivynioja keliant tiriamojo 

makromolekul÷s tirpalo, turinčio šio dažo, temperatūrą. Atsiveria naujos baltymo hidrofobin÷s 

8 pav. Erdvin÷ rekombinantinio žmogaus augimo hormono struktūra ir metalo jono jungimosi vieta 

baltyme [67] 
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vietos, su kuriomis solvatochrominis dažas jungiasi ir fluoresuoja stipriau negu vandeniniame tirpale 

[98]. Baltymo – dažo komplekso fluorescencija, esant bet kuriai temperatūrai, aprašoma: 

RT

Gd
NU

N
U

e

yy
yy

+

−
+=

1

;             (1) 

kur GdU  - baltymo išsivyniojimo Gibso energijos pokytis. Ny  ir Uy  atitinkamai yra natyvaus ir 

išsivyniojusio baltymo-dažo komplekso fluorescencijos. Šių fluorescencijų tiesin÷s priklausomyb÷s 

(9 pav.) nuo temperatūrų aprašomos: 

)(, mNTNN TTmyy
m

−+= ;            (2) 

)(, mUTUU TTmyy
m

−+= ;            (3) 

kur 
mTNy ,  ir 

mTUy ,  atitinkamai yra natyvaus ir išsivyniojusio baltymo – dažo kompleksų 

fluorescencijų intensyvumų reikšm÷s, esant baltymo išsivyniojimo temperatūrai ( mT ), o Nm  ir Um  

jų fluorescencijų tiesių nuokrypio kampai.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Iš (1), (2) ir (3) lygčių gaunama: 
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9 pav. 0,05 mg/ml antros karboanhidraz÷s ir ANS tirpalo, esant įvairioms metazolamido koncentracijoms, 

kaitinto 1ºC/min greičiu, fluorescencijos intensyvumai [97] 

Išsivyniojusio 
baltymo-dažo 
kompleksų 
fluorescencijos 
intensyvumai 
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intensyvumai 

Temperatūra, ºC 
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Yra žinoma, kad baltymo išsivyniojimo laisvosios Gibso energijos pokytis gali būti aprašomas: 

))ln(()(
r

pUTUrpUTUTUTUU T

T
CdSdTTTCdHdSTdHdGd

rrrr
+−−+=−= ;     (5) 

kur rT  yra pasirinkta temperatūra, kuriai esant yra žinomi baltymo išsivyniojimo termodinaminių 

parametrų pokyčiai entropijos (
rTU Sd ), entalpijos (

rTU Hd ), šilumin÷s talpos ( pU Cd ).  

Kai pasirinkta temperatūra yra lygi baltymo išsivyniojimo temperatūrai ( mT ), išsivyniojimo 

konstanta lygi 1, o laisvosios Gibso energijos pokytis – nuliui. Tuomet gaunama tokia lygyb÷: 

m
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= .             (6) 

Iš (4), (5) ir (6) lygčių gaunama: 
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Glotninant šią šešių parametrų funkciją (
mTU Hd ,

mTUy , ,
mTNy , , Um , Nm , mT ), esant fluorescencijos 

intensyvumo priklausomybei nuo temperatūros sužinoma baltymo išsivyniojimo temperatūros 

reikšm÷ [96]. 

 Atitinkamo ligando jungimasis gali padidinti baltymo terminį stabilumą arba jį 

destabilizuoti. Ligandais vadinami substratai, inhibitoriai, metalų jonai, sintetiniai analogai, 

baltymai ir kt. Ligandai, kurie sąveikauja su natyviu baltymu, stabilizuoja jį, makromolekul÷s 

išsivyniojimo temperatūros reikšm÷ padid÷ja, o kurie destabilizuoja  - mažina baltymo Tm. 

Makromolekul÷s išsivyniojimo temperatūros pokytis yra proporcingas laisvo ligando koncentracijai 

ir jo jungimosi giminingumui. Tai panaudojama baltymų ir ligandų jungimosi konstantoms nustatyti 

[99, 100]. Tam gaunamos baltymų Tm reikšm÷s esant skirtingoms ligandų koncentracijoms. 

Braižomos priklausomyb÷s tarp šių išsivyniojimo temperatūrų ir ligandų koncentracijų dešimtainių 

logaritmų reikšmių. Ligandų jungimosi su baltymais konstantos gaunamos panaudojant modelius, 

susiejančius ligandų sukeliamus baltymų terminių stabilumų pokyčius su jų jungimosi konstantomis 

[101].  
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1.2.1.1. Ligandų jungimosi su baltymais konstantų nustatymas baltymų terminio stabilizavimo ir 

destabilizavimo ligandais modeliu 

 

Baltymų išsivyniojimo temperatūros padid÷ja, prisijungus daugeliui ligandų. Taip pat yra 

ligandų, kurie destabilizuoja šias makromolekules. Šie ligandai stipriau jungiasi su išsivyniojusiais 

baltymais nei su natyviais. P. Cimmpermano ir kt. publikacijoje [102] ligando jungimasis su 

dvejomis baltymo formomis vaizduojamas tokia schema: 

  

[UL] ↔ [L] + [U] ↔ [N] + [L] ↔ [NL];         (8) 

 

 

kur [UL] yra išsivyniojusio baltymo ir ligando komplekso, [U] – išsivyniojusio baltymo, [L] – laisvo 

ligando, [N] – natyvaus baltymo ir [NL] – natyvaus baltymo ir ligando komplekso koncentracijos. 

KU yra baltymo išsivyniojimo pusiausvyrin÷ konstanta nesant ligando, kuri aprašoma: 

][

][

L

U
KU = .              (9) 

Ligando jungimosi su natyviu ir išsivyniojusiu baltymu konstantos aprašomos: 

]][[

][

LN

NL
KbN =  ;             (10) 

]][[

][

LU

UL
KbU =  .              (11) 

Bendri baltymo ir ligando kiekiai išreiškiami: 

][][][][ ULNLUNPt +++= ;            (12) 

][][][ ULNLLLt ++= .            (13) 

Išsivyniojusio baltymo frakcija gali būti aprašoma: 

t
U P

ULU
f

][][ += .             (14) 

Sprendžiant (9 – 14) lygčių sistemą, gaunama bendro ligando kiekio išraiška: 
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Ši lygtis suspaprast÷ja, esant baltymo išsivyniojimo temperatūrai (Tm), nes tuomet išsivyniojusio 

baltymo frakcija lygi 0,5 (fU = 0,5). Gaunama pusiausvyros konstantų ir bendrų baltymo, ligando 

kiekių priklausomyb÷: 

( )
( ) 
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Yra žinoma, kad baltymo išsivyniojimo pusiausvyros konstantos priklausomyb÷ nuo temperatūros 

aprašoma: 

RTTTCdSdTTTCdHdRTSTdHdRTGd
U

rpUTrUrpUrTUTUTUTU eeeK
/)))/ln(()((/)(/ +−−+−−−− === ;          (17) 

kur TU Gd , TU Hd , TU Sd  ir pU Cd yra atitinkamai baltymo išsivyniojimo laisvoji Gibso energija, 

entalpija, entropija ir šilumin÷ talpa. R – universalioji dujų konstanta. Tr – baltymo išsivyniojimo 

temperatūra nesant ligando. Ligando jungimosi su natyviu ir išsivyniojusiu baltymu konstantų 

priklausomyb÷s nuo temperatūros aprašomos: 

RTTTCdSdTTTCdHdRTSTdHdRTGd
bN

pbNTbNpbNTbNTbNTbNTbN eeeK
/)))/ln(()((/)(/ 0000

+−−+−−−− === ;     (18) 

RTTTCdSdTTTCdHdRTSTdHdRTGd
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/)))/ln(()((/)(/ 0000

+−−+−−−− === ;     (19) 

kur TbNGd , TbN Hd , TbNSd , pbNCd  ir TbUGd , TbU Hd , TbU Sd , pbUCd  atitinkamai yra ligando 

jungimosi su natyviu ir išsivyniojusiu baltymu laisvoji Gibso energija, entalpija, entropija, šilumin÷ 

talpa. T0 – temperatūra, kuriai esant nustatomos ligando jungimosi konstantos. Iš (16 – 19) lygčių 

gaunama: 
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Šia lygtimi aprašoma ligando jungimosi su dvejomis baltymo formomis ir makromolekul÷s 

išsivyniojimo termodinaminių parametrų priklausomyb÷s bei susieja šiuos parametrus su bendrais 

baltymo ir ligando kiekiais. Tod÷l (20) lygtimi glotninami baltymų išsivyniojimo temperatūrų 

reikšmių priklausomyb÷s nuo ligandų koncentracijų dešimtainių logaritmų duomenys, norint 

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

Baltymų ir ligandų sąveikos tyrimui naudojami įvairūs metodai: kapiliarin÷ elektroforez÷, 

analitin÷ gelfiltracija, pusiausviroji dializ÷, žiedinis dichroizmas, ultracentrifugavimas, izoterminio 

titravimo kalorimetrija (ITK), įvairūs spektroskopiniai, fluorescenciniai tyrimai, skirtumin÷ žvalgos 

kalorimetrija, paviršiaus plazmonų rezonansas ir kt. [103]. Dauguma šių metodų makromolekul÷s ir 

ligando sąveikos termodinaminiai parametrai nustatomi netiesiogiai, t.y. remiantis teorin÷mis 

prielaidomis. Pavyzdžiui, entalpiją galima nustatyti vant Hoffo analize – matuojant jungimosi 

konstantos priklausomybę nuo temperatūros [104-106]. Izoterminio titravimo kalorimetrija (angl. 

isothermal titration calorimetry) – tai metodas, kuriuo tiesiogiai išmatuojama kiekvienos reakcijos 

metu išskiriama ar sugeriama šiluma, d÷l naujai susidarančių ar suardomų nekovalentinių jungčių 

sąveikaujant makromolekulei su ligandu [107, 108]. Biotechnologijoje šis metodas plačiai 

naudojamas, norint nustatyti jungimosi giminingumą (jungimosi konstantą), reakcijos stechiometriją 

[103, 108]. Jungimosi laisvąją Gibso energiją, entropiją galima apskaičiuoti panaudojant ITK gautus 

rezultatus ir termodinamines lygtis:  

dG = -RTlnKb;             (21) 

dG = dH – TdS;             (22) 

kur dG, dS, dH atitinkamai yra Gibso energijos, entropijos, entalpijos pokyčiai. R – universalioji 

dujų konstanta, T – absoliučioji temperatūra kelvinais, Kb – jungimosi konstanta. Teoriškai vienu 

izoterminio tiravimo kalorimetrijos eksperimentu galima nustatyti penkis ligando ir makromolekul÷s 

sąveikos parametrus (dG, dS, dH, Kb ir reakcijos stechiometriją)  [103, 109], kurie svarbūs, norint 

suprasti jų jungimosi mechanizmą, giminingumą, ligando sukeltus makromolekul÷s konformacinius 

pokyčius, jų įtaką makromolekul÷s funkcijoms, stabilumui ir kt. [110-113]. D÷l to izoterminio 

titravimo kalorimetrija naudojama ir vaistų kūrimo pramon÷je [107, 108, 110, 111, 114-117]. 

 ITK yra universalus metodas, naudojamas įvairių sąveikų tyrimui: antikūno-antigeno [118-

120], baltymo – peptido [121, 122], lipido – baltymo [123-125], baltymo – receptoriaus [126–128], 

baltymo – angliavandenio [129, 130], baltymo – nukleino rūgšties [131, 132], baltymo – baltymo 

[133–135], baltymo – mažo molekulinio svorio molekul÷s, vaisto [110, 136–138] ir kt. Pastaruoju 

metu izoterminio titravimo kalorimetrija plačiai naudojama tiriant metalų jonų ir makromolekulių 

sąveikas [105, 109, 139-152].  
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1.2.2.1. Izotermin÷s titravimo kalorimetrijos panaudojimas baltymo ir metalo jono sąveikos tyrimui  

 

 Kalorimetriniam eksperimente paprastai baltymas (P) titruojamas metalo jonų (M) tirpalu. 

Grįžtamas P ir M jungimasis aprašomas: 

P + M ↔ PM.              (23) 

Jei makromolekul÷je yra vieno tipo, identiški ir tarpusavyje nesąveikaujantys metalo jono surišimo 

centrai, tuomet M jungimosi su P konstanta aprašoma: 

( )[ ]M
Kb Θ−

Θ=
1

;             (24) 

kur Θ  yra dydis, nurodantis, kokia makromolekulių dalis yra susirišta su metalo jonais. [ ]M  yra 

laisvų metalo jonų koncentracija [109, 114]. Žinoma, kad laisvų metalų jonų koncentracija susijusi 

su bendromis metalų jonų [ ]TM  ir makromolekulių [ ]TP  koncentracijomis tokia lygtimi: 

[ ] [ ] [ ]TT PnMM Θ−= ;             (25) 

kur nyra makromolekul÷s ir metalo jono jungimosi stechiometrija. Iš (24) ir (25) lygčių gaunama: 
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kurios vienintelis prasmingas sprendinys yra:  
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Kalorimetriniame eksperimente stebimas šilumos pokytis )(dq  [112], vykstantis paprastai į 

makromolekul÷s tirpalą įšvirkšiant metalo jonų tirpalo. Šio pokyčio dydis priklauso nuo reakcijos 

tūrio )( 0V , reagentų koncentracijų, molin÷s jungimosi entalpijos ( )H∆ , jungimosi konstantos, 

stechiometrijos ir prieš tai prid÷to metalo jonų kiekio. Šilumos kiekis po i-osios injekcijos 

aprašomas: 

[ ] ( )10 −Θ−Θ= iiTi dHVPnq .            (28) 

Sigmoidin÷ kreiv÷ pagal (28) diferencialinę lygtį gali būti glotninama prie titravimo duomenų ( idq  

priklausomyb÷ nuo [ ] [ ]TT ML / ). Taip nustatoma jungimosi entalpija, konstanta ir stechiometrija 

[113, 153].  
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 Norint gauti tikslias jungimosi konstantos ir laisvosios Gibso energijos reikšmes yra svarbus 

c faktorius [154], kurio reikšm÷ turi būti intervale nuo 5 iki 500 (10 pav.). c faktorius yra 

proporcingas makromolekul÷s koncentracijai kiuvet÷je ])([ TM  ir jungimosi konstantai:  

bT KMc ][= .              (29) 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 Kalorimetriniu eksperimentu matuojama šiluma susideda iš jungimosi, makromolekul÷s 

skiedimo, maišymo ir kitų šilumų, tod÷l pašalin÷s šilumos pašalinamos kontroliniu eksperimentu: 

buferinio tirpalo titravimu metalo jonų tirpalu [107, 153]. 

 

 

1.2.2.2. Baltymų ir metalų jonų sąveikų tyrimo izotermine titravimo kalorimetrija pavyzdžiai 

 

 Baltymų ir metalų jonų sąveikos tiriamos norint išsiaiškinti mechanizmus atsakingus už 

įvairių metalų jonų kiekių atsiradimus reikiamais momentais tam tikrose organzimo vietose, metalų 

jonų jungimosi giminingumus, jų poveikį baltymų stabilumui, funkcijoms, sunkiųjų metalų jonų 

detoksikacijos mechanizmus ir kt. [155, 156]. Baltymus, kurių sąveikos su metalų jonais yra 

tiriamos panaudojant ITK, galima suskirstyti į dvi grupes. Pirmai grupei priskiriami baltymai: a) 

saugantys metalų jonus (pvz., feritinas), b) aprūpinantys metalo baltymus ir ląsteles metalų jonais 

(pvz., UreE bei YiiP), c) nešikliai (pvz., albuminas, transferinas), d) dalyvaujantys metalų jonų 

detoksikacijoje (pvz., tioredoksinas, MerR, CusF). Antrą grupę sudaro metalo baltymai 

 

10 pav. Teorin÷s titravimo kreiv÷s esant įvairioms c faktoriaus reikšm÷ms [54] 
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(konkavalinas A, karboanhidraz÷s, azurinas), t.y. baltymai, kurių funkcijų atlikimui būtini metalų 

jonai.  

 Yiip yra apie 130 kDa molekulinio svorio Escherichia coli baltymas. Kalorimetriniu 

eksperimentu (baltymo koncentracija 0,032 – 0,09 mM, titranto koncentracija 1 – 3 mM, pH 7,0, 25 

ºC temperatūroje) nustatyta, kad šis baltymas turi vieną bendrą Zn2+, Hg2+, Cd2+ jungimosi vietą. 

Zn2+, Hg2+, Cd2+ stebimos jungimosi su šia vieta konstantos ir entalpijos pokyčiai atitinkamai yra 3 

µM, 1,04 nM, 0,12 µM ir -4,5 kcal/mlol, -22,5 kcal/mol, -6.5 kcal/mol. Iš gautų rezultatų matoma, 

kad Hg2+ jungiasi kur kas stipriau ir šio metalo jono jungimasis sukelia didesnius baltymo struktūros 

pokyčius nei Cd2+ar Zn2+. Taip pat kalorimetriniu eksperimentu nustatyta, kad jungiantis vienam 

Cd2+ su bendra jungimosi vieta išlaisvinama 1,23 protono. Taip gali būti d÷l dalin÷s histidino 

imidazolo ir cisteino tiolin÷s grupių protonizacijos esant neutraliai pH reikšmei. Be aukščiau 

min÷tos bendros jungimosi vietos, su kuria jungiasi Hg2+, Cd2+ bei Zn2+, baltymas dar turi ir atskiras 

šių metalų jonų jungimosi vietas. Hg2+, Cd2+ bei Zn2+ jungimosi su šiomis vietomis entalpijos 

pokyčiai atitinkamai yra -4,1 kcal/mol, -6,1 kcal/mol, +12,5 kcal/mol. Matoma, kad Zn2+ jungimasis 

sukelia didesnius baltymo struktūros pokyčius [157].  

 E. coli tioredoksinas yra mažo molekulinio svorio (11,7 kDa) fermentas. Manoma, kad šis 

baltymas dalyvauja Cd2+ detoksikacijoje. Tirta E. coli tioredoksino sąveika su kadmio jonais, esant 

pH reikšm÷ms 6,4, 7,5, 8,0, panaudojant ITK (fermento koncentracija kiuvet÷je 14 – 50 µM, Cd2+ 

koncentracija švirkšte 150 – 2000 µM, 25 ºC temperatūroje) (11 pav.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

11 pav. 50 µM E.coli tioredoksino izoterminio titravimo 500 µM CdCl2 tirpalu kreiv÷ (0,1 M MOPS, pH 

7,5, injekuota po 7 µl 25 ºC temperatūroje) [151] 
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Nustatyta, kad fermentas turi du Cd2+ surišimo centrus, esant pH reikšm÷ms 7,5 ar 8,0. Šio metalo 

jono ir pirmojo metalo jono surišimo centro egzoterminio jungimosi entalpijos pokytis yra -13,7 

kJ/mol, jungimosi konstanta 1,03 · 107 M-1, o antrajame surišimo centre vyksta endotermin÷ sąveika 

- +48,5 kJ/mol, jungimosi konstanta 1,11 · 106 M-1. Taip pat nustatyta, kad jungiantis Cd2+ prie 

pirmojo ar antrojo metalo jono surišimo centro išsiskiria apie 1 protoną [151].  

UreE yra metalo šaperonas, kuris aprūpina apoureaz÷s aktyvų centrą nikelio jonais. ITK 

(baltymo koncentracija kiuvet÷je 6 – 25 µM, metalų jonų koncentracija švirkšte 0,25 – 1 mM, pH 

7,45, 25ºC temperatūroje) tirta Ni2+, Cu2+, Zn2+ sąveika su H144*UreE iš Klebsiella aerogenes, Ni2+ 

su UreE iš K. Aerogenes (KaUreE) ir UreE iš Bacillus pasteurii (BpUreE) (12 pav.).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nustatyta, kad 2 Ni2+ jungiasi su BpUreE, tačiau 5,0 – 5,5 – su KaUreE dimerais. Du nikelio, 

vario, cinko jonai jungiasi ir su H144*UreE dimeru. Esant didesnei nei 10 µM šio baltymo 

koncentracijai, formuojasi H144*UreE tetrameras (dimerų dimeras), kuriame trys Cu2+ ar Ni2+ 

susijungę su vienu baltymo dimeru. Nikelio jonų su KaUreE jungimąsi lemia entalpin÷s j÷gos (dH = 

-14 kcal/mol, dS = -8 cal/mol·K), o su BpUreE – entropin÷s (dH = -3 kcal/mol, dS = +26 cal/mol·K). 

Šie rezultatai rodo, kad Ni2+ yra skirtingai koordinuojami šiuose baltymuose. Nikelio ir vario jonų 

12 pav. 10 µM KaUreE izoterminio titravimo 0,63 mM Ni2+ tirpalu kreiv÷ (0,1 M Tris-HCl, pH 7,45, 25 ºC 

temperatūroje) [150] 
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jungimosi su H144*UreE, esant mažesnei nei 10 µM baltymo koncentracijai, mažų, neigiamų 

šiluminių talpų pokyčių reikšm÷s (atitinkamai -30 kcal/mol·K ir -70 kcal/mol·K) susijusios su 

mažais baltymo struktūros pokyčiais, t.y. su šių metalų jonų ir tam tikrų baltymo paviršiuje esančių 

aminorūgščių radikalų sąveikomis [150].  

Azurinas yra metalo baltymas, kuris stipriai jungiasi su Cu2+. Tiriant vario jonų jungimąsi su 

apoazurinu izoterminio titravimo kalorimetriniu eksperimentu (baltymo koncentracija švirkšte 50 

nM , pH 7,0, 25ºC temperatūroje), apskaičiuota 4 · 1013 M-1 jungimosi konstanta ir nustatytas -10,2 

± 1,6 kcal/mol entalpijos pokytis. Gauti Cu2+ tirpalo titravimo baltymo tirpalu duomenys, panaudoti 

apskaičiuojant jungimosi metu vykstančių dviejų reakcijų greičio konstantas bei entalpijos, 

entropijos pokyčius (k1 = 2,2 ± 1,0 · 103 M-1· s-1, k2 = 0,024 ± 0,010 s-1, dH1 = -19 ± 3 kcal/mol, dH2 

= +9 ± 3 kcal/mol). Šie rezultatai rodo, kad Cu(OH2)5
2+ jungiasi su apoazurinu, išsiskiriant vienai ar 

dviems vandens molekul÷ms (dS1 = -8 ± 10 cal/mol·K). Yra žinoma, kad vienos hidratacinio 

apvalkalo vandens molekul÷s išlaisvinimo iš metalo jono komplekso entropijos pokytis yra lygus 9,5 

cal/mol·K. Šios Cu-OH2 jungtys pakeičiamos stirpresn÷mis ar papildomomis jungtimis tarp baltymo 

ir Cu2+, tod÷l yra tokia didel÷ reakcijos entalpijos pokyčio reikšm÷. Esant tokiai tarpinei apoazurino 

formai, l÷tai vyksta baltymo konformaciniai pokyčiai (kalorimetrinio eksperimento kreiv÷je (13 

pav.) matomos išsipl÷tusios po kiekvienos injekcijos vykstančių endoterminių porcesų smail÷s), 

išsiskiriant likusioms 4 ± 1 vandens molekul÷ms iš metalo jono komplekso (dS2 ≥ +37 ± 10 

cal/mol·K), baltymui įgaunant jo natūralią būseną [158]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
13 pav. Vario jonų tirpalo izoterminio titravimo 50 nM apoazurino tirpalu  kreiv÷ (pH 7,0, 25 ºC 

temperatūroje) [158] 
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Karboanhidraz÷s (CA) yra cinko metalofermentai, katalizuojantys grįžtamą anglies dioksido 

hidratacijos reakciją. Izotermin÷ titravimo kalorimetrija panaudota tiriant Zn2+, Cu2+, Co2+ sąveikas 

su žmogaus apo-CAII (baltymo koncentracija kiuvet÷je 50 – 303 µM, Zn2+, Cu2+, Co2+ tirpalų 

koncentracijos švirkšte 2 – 5 mM, pH 7,0, 25 ºC temperatūroje) [159]. Gauti rezultatai pateikti 1 

lentel÷je.  

 

 

 

Metalo jonas Kjung. (M
-1)a dHsteb. (kcal/mol) Stechiometrija 

Co2+        (5 ± 3,5) · 107 -18 ± 1 1 

Zn2+        (1,2 ± 0,2) · 1012 -8,6 ±0,2 1 

Cu2+        (5,9 ± 1,4) · 1013 -5 ±0,2 2 

 

 

Cu2+ su apo-CAII jungiasi greičiau ir stipriau, o Co2+ l÷čiau ir silpniau nei Zn2+. Yra žinoma, 

kad du vario jonai jungiasi su šiuo fermentu. Žmogaus apo-CAII ir antrojo Cu2+ silpnesnio 

jungimosi konstanta yra 1 · 105 M-1 ir stebimas entalpijos pokytis yra -2,5 ± 0,4 kcal/mol. Be to, tik 

esant didesn÷ms nei 250 µM fermento koncentracijoms, šiame baltyme aptinkamos ir dvi Co2+ 

jungimosi vietos [159].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 lentel÷. Žmogaus antrosios apo-CA izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu titruojant metalų jonų 

tirpalais ir pusiausvirosios dializ÷s metodu gauti parametrai [159] 

a – pusiausvyrosios dializ÷s rezultatai  
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2. METODINö DALIS 

2.1. Medžiagos ir prietaisai 

2.1.1. Medžiagos 

 

1. Rekombinantinis žmogaus augimo hormonas SICOR Biotech 

2. Tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris-HCl) BIO – RAD 

3. EDTA Sigma 

4. Fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF) Fluka 

5. Natrio chloridas (NaCl) Reachim 

6. Šlapalas Reachim, Lachema 

7. Redukuotas glutationas (GSH) Roche 

8. Oksiduotas glutationas (GSSG) Roche 

9. Sefadeksas G – 25  Pharmacia Fine Chemicals 

10. Q – sefaroz÷  Amersham Biosciences 

11. Fenilsefaroz÷ Amersham Biosciences 

12. Trifluoracto rūgštis (TFA) Merck 

13. Acetonitrilas  Roth 

14. Akrilamidas (C3H5NO) Fluka 

15. Bis (N,N’ – metil – bis – akrilamidas) (BIS)      

((CH2 : CHCONH2)2CH2) 

BIO – RAD 

16. Natrio dodecilsulfatas (SDS) 

(C12H25O4S×Na) 

Serva 

17. Amonio persulfatas (APS) BIO – RAD 

18. Glicinas  BIO – RAD 

19. Glicerolis Fluka 

20. Bromfenolio m÷lis BIO – RAD 

21. β– merkaptoetanolis BIO – RAD 

22. Coomassie Brilliant Blue R – 250 (CBB R – 

250) 

BIO – RAD 

23. Etanolis Vilniaus degtin÷  

24. Ledin÷ acto rūgštis Lachema 
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25. Vario chloridas (CuCl2 × 2H2O) Fisher Scientific 

26. Mangano chlorides (MnCl2 × 4H2O) Allied Chemical 

27. Kobalto chloridas (CoCl2 × 6H2O) Aldrich 

28. Cinko chloridas (ZnCl2) Merck 

29. Cinko sulfatas (ZnSO4 × 7H2O) Mallinckrodt 

30. Nikelio chloridas (NiCl2 × 6H2O) Reachim 

31. Kadmio nitratas (Cd(NO3)2 × 4H2O) Mallinckrodt 

32. Dapoksilo sulfonatas (dapoksilas) Molecular Probes 

33. L-cisteinas  Sigma 

34. Ditiotreitolis (DTT) Sigma 

35. Magnio chloridas (MgCl2 × 6H2O) Mallinckrodt 

36. Kalcio chloridas (CaCl2) Carl Roth 

37. Stroncio chloridas (SrCl2 × 6H2O) Mallinckrodt 

38. Bario chloridas (BaCl2 × 2H2O) Columbus Chemical 

39. Kalio chloridas (KCl) Merck 

40. Ličio chloridas (LiCl) Roth 

41. Natrio tiocianatas (NaSCN) Fluka 

42. Natrio fluoridas (NaF) Sigma 

43. Natrio bromidas (NaBr) Allied Chemical 

44. Natrio jodidas (NaI) Fisher Scientific 

45. Natrio sulfatas (Na2SO4) Roth 

46. Natrio nitratas (NaNO3) Reachim 

47. Natrio hidro karbonatas (NaHCO3) Carl Roth 

48. Gliukoz÷  Carl Roth 

49. Dimetilsulfoksidas (DMSO) Roth 

50. Guanidino hidrochloridas (Gu-HCl) Fluka 

51. HEPES Biochrom 

52. Natrio fosfatas (Na3PO4 × 12H2O) Fisher Scientific 

53. Natrio citratas  Carl Roth 

54. Dinatrio karbonatas (Na2CO3) Roth 

55. Imidazolas Sigma 
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56. Natrio sukcinatas  Reachim 

57. Natrio acetates (CH3COONa) Serva 

58. Natrio formatas (NaHCOO) Mallinckrodt 

59. PIPES Roth 

 

2.1.2. Prietaisai 
 

1. Ultragarsinis dezintegratorius „Vibra cell 

VCX 750” 

SONICS 

2. Centrifugos Hettich, Eppendorf 5810R 

3. Šaldymo spinta GILSON – 852 

4. Magnetin÷ maišykl÷ MM 3M 

5. Gradifrac baltymų chromatografin÷ sistema  Pharmacia Biotech 

6. Atvirkščių fazių chromatografin÷ kolon÷l÷ 

“Protein C4” 

Vydac 

7. UV detektorius „Waters 2487 Dual λ 

8. absorbance detector” 

Waters 

9. Baltymų elektroforez÷s sistema Labtech 

10. Srov÷s šaltinis Consort 1200 V-500 mA E815 

11. pH – metras METTLER TOLEDO 

12. Didelio efektyvumo chromatografijos 

sistema 

Waters 

13. Automatin÷s pipet÷s GILSON 

14. Spektrofotometras „Ultrospec 4000” Pharmacia Biotech 

15. „Centriplus YM - 3“ koncentravimo 

m÷gintuv÷liai   

MILLIPORE 

16. Svarstykl÷s SCALTEC SPO 61 (Max 3100 g, d = 0,1 g) 

17. Realaus laiko polimerazin÷s grandinin÷s 

reakcijos plokštel÷s 

Thermo Scientific 

18. Analitin÷s svarstykl÷s SCALTEC SBA 31 (Max 220 g, d = 0,0001 g) 

19.  Nano-ITC III CSC 5300 Calorimetry Sciences Corporation 

20. Realaus laiko polimerazin÷s grandinin÷s BIO – RAD 
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reakcijos įrenginys „iCycler iQ Real Time 

Detection System“ 

 

2.1.3. Kompiuterin÷s programos 
 

1. Waters Breeze 

2. Microsoft Office programin÷ įranga 
3. ThermoFluor++ 

4. BindWorks 3.1 

5. Analyse 

6. CSC Analyze 

7. Origin 7.0 

8. Viewer Lite 

9. ITC Run 

 

 

2.2. Tyrimo metodai 

 

2.2.1. Rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonų gryninimas 
 

2.2.1.1. Biomas÷s ardymas 

 

4 g atitinkamų, rekombinantinių E.coli ląstelių biomas÷s suspenduojama 40 ml ardymo 

buferiniame tirpale pH 7,2, turinčio 0,1 M Tris-HCl, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF. Ardoma 5 minutes 

ultragarsiniu dezintegratoriumi šaldant (maksimali temperatūra 10 ºC). Suardytų ląstelių suspensija 

centrifuguojama 25 minutes 4 ºC temperatūroje (10000 aps./min).  

 

2.2.1.2. Intarpinių kūnelių plovimas 

 

 Supernatantas nupilamas, nuos÷dos suspenduojamos 40 ml vandens. Suspensija 

centrifuguojama 25 minutes 4 ºC temperatūroje (10000 aps./min). Supernatantas nupilamas, 

nuos÷dos suspenduojamos 40 ml buferiniame tirpale pH 9,0, turinčio 0,1 M Tris-HCl, 2 M šlapalo, 5 



 40 

mM EDTA, 1M NaCl, 1 mM PMSF. Suspensija analogiškai centrifuguojama. Supernatantas 

nupilamas, nuos÷dos suspenduojamos 40 ml vandens. Ši suspensija analogiškai centrifuguojama.  

 

2.2.1.3. Intarpnių kūnelių tirpinimas 

 

 Supernatantas nupilamas, nuos÷dos suspenduojamos 40 ml tirpinimo buferiniame tirpale pH 

9,0, turinčio 0,1 M Tris-HCl, 8 M šlapalo, 20 mM GSH. Suspensija homogenizuojama 

homogenizatoriumi. Gautas tirpalas 20 minučių l÷tai maišomas 4 ºC temperatūroje. Tuomet jis 25 

minutes centrifuguojamas  4 ºC temperatūroje (10000 aps./min). 

 

2.2.1.4. Rekombinantinių hormonų renatūravimas 

 

 Supernatantas skiedžiamas renatūravimo buferiniu tirpalu pH 9,0, turinčiu 0,1 M Tris-HCl, 6 

mM GSSG, iki galutin÷s 3 M šlapalo koncentracijos ([GSH] + [GSSG] = 11 mM, [GSH] : [GSSG] 

= 2 :1). Renatūracija atliekama l÷tai maišant baltymo tirpalą 4 ºC temperatūroje. Po 20 val. tirpalas 

25 minutes centrifuguojamas  4 ºC temperatūroje (10000 aps./min). 

 

2.2.1.5. Rekombinantinių baltymų gryninimas gelfiltracija bei jonų mainų, hidrofobin÷s sąveikos 

chromatografiniais metodais 

 

 Gelfiltracin÷ kolona, pripildyta 400 ml (2,5 x 80,5 cm) G-25 sefadekso, lygsvarinama 4 

tūriais 25 mM Tris-HCl buferiniu tirpalu pH 8,5 1,5 ml/min greičiu. Užnešus po renatūravimo gautą 

tirpalą, kolona plaunama tuo pačiu buferiniu tirpalu. Baltymai detektuojami esant 280 nm bangos 

ilgiui. Tikslinio baltymo frakcijos apjungiamos.  

 Stiklin÷ kolona, pripildyta 60 ml (2,5 x 11,8 cm) Q sefaroz÷s, lygsvarinama 15 tūrių 25 mM 

Tris-HCl buferiniu tirpalu pH 8,5 2,0 ml/min greičiu. Užnešus po gelfiltracijos apjungtas frakcijas, 

kolona plaunama tuo pačiu buferiniu tirpalu. Baltymai desorbuojami linijiniu gradientu didinant 

NaCl koncentraciją 25 mM Tris-HCl buferiniame tirpale pH 8,5: 

• 1 kolonos tūriu NaCl koncentracija kinta nuo 0 M iki 0,15 M; 

• 2  kolonos tūriais NaCl koncentracija kinta nuo 0,15 M iki 0,3 M; 

• 1,2 kolonos tūriais NaCl koncentracija kinta nuo 0,3 M iki 1 M. 
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Baltymai detektuojami esant 280 nm bangos ilgiui. Tikslinio baltymo frakcijos apjungiamos. Į gautą 

tirpalą pridedama NaCl iki 2 M galutin÷s koncentracijos.  

 Stiklin÷ kolon÷l÷, pripildyta 25 ml (1,5 x 13,7 cm) fenilsefaroz÷s, lygsvarinama 15 tūrių 25 

mM Tris-HCl buferiniu tirpalu pH 8,5, turinčiu 2 M NaCl, 1,0 ml/min greičiu. Užnešus po jonų 

mainų chromatografijos apjungtas frakcijas, kolon÷l÷ plaunama tuo pačiu buferiniu tirpalu. Tikslinio 

baltymo desorbcija atliekama 10 kolon÷l÷s tūrių linijiniu gradientu, mažinant NaCl koncentraciją 

(nuo 0,8 M iki 0,2 M) 25 mM Tris-HCl buferiniame tirpale pH 8,5. Baltymai detektuojami esant 280 

nm bangos ilgiui. Tikslinio baltymo frakcijos apjungiamos, išmatuojamas gauto tirpalo tūris ir 

paimamas m÷ginys baltymo koncentracijai matuoti.  

 

2.2.2. Rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonų grynumo nustatymas 

 

2.2.2.1. Atvirkščių fazių didelio sl÷gio skysčių chromatografija 

 

 Naudojami tirpikliai: A – 0,1 % TFA vandenyje, B - 0,1 % TFA acetonitrile. Atvirkščių 

fazių „Protein C4” (250 x 4,6 mm, “Vydac”) kolona lygsvarinama 9 % B tirpikliu 1 ml/min greičiu. 

Užnešus analizuojamo baltymo tirpalą, jo desorbcija atliekama linijiniu gradientu:  

• 3 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 9 % iki 41 %; 

• 10 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 41 % iki 49 %; 

• 40 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 49 % iki 58 %; 

• 10 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 58 % iki 68 %; 

• 1 min, B tirpiklio koncentracija kinta nuo 68 % iki 81 %. 

Absorbcija matuojama 215 nm bangoje, naudojant „Waters 2487 Dual λ“ detektorių, o duomenys 

analizuojami panaudojant „Waters Breeze“ chromatografinę programą. 

 

2.2.2.2. SDS – PAGE 

 

 Naudojami tirpalai: 

 

• 30% akrilamidas + BIS 

Vandenyje ištirpinama 29,2 g akrilamido ir 0,8 g BIS (N,N’ – Metilen – bis – akrilamidas) ir 

praskiedžiama iki 100 ml. 
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• 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

70 ml vandens ištirpinama 18,15 g Tris-HCl (hidroksimetil) – aminometano. Tirpalo pH turi buti 

8,8. Praskiedžiama iki 100 ml. 

• 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

70 ml vandens ištirpinama 6,0 g Tris-HCl (hidroksimetil) – aminometano. Tirpalo pH turi buti 6,8. 

Praskiedžiama iki 100 ml. 

• 10% natrio dodecilsulfatas (SDS) 

50 ml vandens ištirpinama 5,0 g natrio dodecilsulfato. 

• 10% amonio persulfatas (APS) 

1 ml vandens ištirpinama 100 mg amonio persulfato. 

• Elektrodinis buferinis tirpalas (penkis kartus koncentruotas) 

Vandenyje ištirpinama 30 g Tris-HCl (hidroksimetil) – aminometano, 144 g glicino, 10 g natrio 

dodecilsulfato ir praskiedžiama iki 2 l. Tirpalo pH turi būti 8,3 – 8,6; koreguoti negalima. Laikoma 

4ºC temperaturoje. Prieš naudojimą tirpalas distiliuotu vandeniu skiedžiamas 5 kartus. 

• Pavyzdžio buferinis tirpalas (keturis kartus koncentruotas) 

8 ml vandens ištirpinama 800 mg natrio dodecilsulfato (SDS), įpilama 2,5 ml 1 M Tris–HCl, pH 6, 

8,4 ml glicerolio ir 0,1 ml 0,5% Bromfenolio m÷lio. Tirpalas užšaldomas. 

• Redukuotas pavyzdžio buferinis tirpalas 

Į 30 µl keturis kartus koncentruoto pavyzdžio buferinio tirpalo dedama 10 µl β – merkaptoetanolio. 

• Neredukuotas pavyzdžio buferinis tirpalas 

Į 30 µl keturis kartus koncentruoto pavyzdžio buferinio tirpalo dedama 10 µl distiliuoto vandens. 

• Dažas Coomassie Brilliant Blue R 250 (CBB R – 250) 

200 ml etanolio tirpinama 0,5 g CBB R – 250, pridedama 50 ml ledin÷s acto rugšties ir 

praskiedžiama vandeniu iki 0,5 l. 

• Blukalas 

Sumaišoma 300 ml etanolio, 100 ml ledin÷s acto rugšties ir praskiedžiama vandeniu iki 1 l. 

 

M÷ginio paruošimas: 

Į tris dalis m÷ginio (baltymo) tirpalo dedama 1 dalis redukuoto ar neredukuoto pavyzdžio buferinio 

tirpalo. Pavirinama 5 minutes. 

 

Gelių paruošimas: 
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Skiriamasis 15 % poliakrilamidinis gelis  Koncentruojantis 4% poliakrilamidinis gelis 

 

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

2,5 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8;    2,5 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8; 

2,3 ml H2O;      6,1 ml H2O; 

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. 

 

 Paruoštas skiriamojo gelio tirpalas pilamas į sukonstruotą formą iki tam tikros, pažym÷tos 

vietos ir atsargiai užpilama vandens. Polimerizacija vyksta apie 40 min. 

 Ant sustingusio skiriamojo gelio pilamas koncentruojančio gelio tirpalas ir įstatomos šukos. 

Polimerizcija vyksta apie 1 val. Jai pasibaigus, šukos ištraukiamos, šulin÷liai praplaunami praskiestu 

penkis kartus koncentruotu elektrodiniu buferiniu tirpalu ir forma įstatoma į aparatą. 

 Formos ir aparato rezervuarai užpildomi vienkartiniu elektrodiniu buferiniu tirpalu, gautu 

200 ml penkis kartus koncentruotą buferinį tirpalą praskiedus iki 1 l. Į šulin÷lius įnešami m÷giniai. 

Elektroforez÷ vykdoma pastovios srov÷s r÷žime: 20 min teka 20 mA srov÷, po to iki elektroforez÷s 

pabaigos – 25 mA srov÷. Dažo frontui priart÷jus 0,5 cm iki apatinio stiklo krašto, laukiama apie 5 

min ir srov÷s šaltinis išjungiamas. 

 Nupjovus koncentruojantį gelį, skiriamasis dedamas į vonelę su CBB R – 250 dažu. Dažoma 

per naktį. V÷liau gelis blukinamas blukalo tirpale. 

 

2.2.3. Rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono koncentravimas 

 

 Rekombinantiniai kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonai koncentruojami naudojant 

„Centriplus“ koncentravimo m÷gintuv÷lius turinčius membraną praleidžiančią ne didesnius kaip 

3000 Da junginius. Koncentruojama iki norimo baltymo kiekio vienam mililitre 4 ºC temperatūroje 

ir 3000 g, pastoviai papildant viršutinį m÷gintuv÷lio rezervuarą atitinkamo baltymo tirpalu.  
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2.2.4. Rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonų spektrofotometrinis 

koncentracijos nustatymas 

 

Atitinkamo baltymo tirpalas išdializuotas per naktį 50 mM Trsi-HCl buferiniame tirpale pH 

7,5 perfiltruojamas per 0,2 µm porų PVDF “Carl Roth” filtr ą. Matuojamos filtrato sugertys, esant 

280 nm ir  340 nm bangų ilgiams, panaudojant „Milli Q“ vandenį kaip kontrolę. Baltymo tirpalo 

sugertis gaunama iš optinio tankio reikšm÷s esant 280 nm bangos ilgiui at÷mus optinio tankio 

reikšmę, gautą 340 nm bangoje [153]. Hormono koncentracija apskaičiuojama pagala Bugerio - 

Beero – Lamberto d÷snį: 

A = C · ε · l 

kur A – baltymo sugertis, OV; ε – jo ekstinkcijos koeficientas, M-1·cm-1, gautas “ProtParam” 

programa, panaudojant pirminę baltymo seką (εkAH = 15930 M-1·cm-1, εaAH = 15930 M-1·cm-1, εžAH = 

17420 M-1·cm-1); l – kiuvet÷s ilgis, cm; C – molin÷ baltymo koncentracija, M. 

 

2.2.5. Įvairių reagentų įtakos rekombinantinių kaiul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonų 

terminiam stabilumui tyrimas  

 

 Į realaus laiko polimerazin÷s grandinin÷s reakcijos (RL – PGR) plokštel÷s 76 šulin÷lius 

įpilama po 5 µl paruoštų įvairių reagentų skirtingų koncentracijų vandeninių tirpalų. Dar trys 

plokštel÷s šulin÷liai, turintys po 5 µl „Milli Q“ vandens, yra kontroliniai (2 lentel÷). Į 79 šios 

plokštel÷s šulin÷lius įpilama 5 µl 40 µM rekombinantinio žmogaus augimo hormono, prieš tai 

išdializuoto 50 mM Tris-HCl buferiniame tirpale, pH 7,5, praskiesto vandeniu iki reikiamos baltymo 

koncentracijos ir turinčio 200 µM dapoksilo® sulfonato. Į kiekvieną plokštel÷s šulin÷lį įpylama 2,5 

µl silikonin÷s alyvos ir ji centrifuguojama 1 min 1000 aps/min greičiu. RL – PGR įrenginyje 

plokštel÷ kaitinama nuo 25 ºC iki 97 ºC 1 ºC/min greičiu ir matuojamas dapoksilo sulfonato 

fluorescencijos intensyvumas kiekviename šulin÷lyje. Duomenys apdorojami „ThermoFluor++“ 

programa, gaunamos baltymo išsivyniojimo temperatūros, esant įvairių koncentracijų skirtingiems 

reagentams ir jiems nesant.  

 Analogiškai atliekami eksperimentai su 20 µM rekombinanitnių kiaul÷s, audin÷s augimo 

hormonų vandeniniais tirpalais, turinčiais 100 µM dapoksilo sulfonato. Kiekvienas eksperimentas 

kartojamas po tris kartus.    
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 5 mM NaCl 15 mM NaCl 50 mM NaCl 

150 mM 

NaCl 

500 mM 

NaCl 

1 M 

NaCl 

100 mM 

Tris-HCl, 

pH 7,0 

100 mM 

Tris-HCl, 

pH 7,5 

100 mM 

Tris-HCl, 

pH 8,0 

100 mM 

Tris-HCl, 

pH 8,5 

100 mM 

Tris-HCl, 

pH 9,0 

100 mM 

glicino, pH 

9,5 

B 5 mM MgCl2 5 mM CaCl2 5 mM SrCl2 

5 mM 

BaCl2 

5 mM 

cisteino 

5 mM 

DTT 

100 mM 

HEPES, pH 

6,5 

100 mM 

HEPES, pH 

7,5 

100 mM 

HEPES, pH 

8,5 

100 mM 

natrio 

fosfato, pH 

6,0 

100 mM 

natrio 

fosfato, pH 

7,0 

100 mM 

natrio 

fosfato, pH 

8,0 

C 100 mM KCl 100 mM LiCl 100 mM NaCl 

100 mM 

NaSCN 

100 mM 

NaF 

100 mM 

NaBr 

100 mM 

natrio 

citrato, 

pH3,5 

100 mM 

natrio 

citrato, pH 

4,5 

100 mM 

natrio 

citrato, pH 

5,5 

100 mM 

natrio 

citrato, pH 

6,5 

100 mM 

natrio 

citrato, pH 

7,5 

100 mM 

natrio 

karbonato, 

pH 10,0 

D 100 mM NaI 100 mM Na2SO4 

100 mM 

NaNO3 

100 mM 

NaHCO3 

100 mM 

gliukoz÷s vandens 

100 mM 

MES, pH 

5,0 

100 mM 

MES, pH 

6,0 

100 mM 

MES, pH 

7,0 

100 mM 

PIPES, pH 

6,5 

100 mM 

PIPES, pH 

7,5 vandens 

E 2 % DMSO 5 % DMSO 10 % DMSO 

2% 

glicerolio 

5 % 

glicerolio 

10 % 

glicerolio 

100 mM 

imidazolo, 

pH 7,0 

200 mM 

imidazolo, 

pH 7,0 

300 mM 

imidazolo, 

pH 7,0 

100 mM 

natrio 

sukcinato, 

pH 6,5 

100 mM 

natrio 

sukcinato, 

pH 7,0 

100 mM 

CH3COONa 

pH 4,0 

F 

0,05 mM 

dapoksilo 

sulfonato, 0,5 

% DMSO 

0,1 mM dapoksilo 

sulfonato, 0,5 % 

DMSO 

0,15 mM 

dapoksilo 

sulfonato, 0,5 

% DMSO 

250 mM 

šlapalo 

500 mM 

šlapalo 

1 M 

šlapalo 

100 mM 

CH3COONa 

pH 4,5 

100 mM 

CH3COONa 

pH 5,0 

100 mM 

CH3COONa 

pH 5,5 

100 mM 

Natrio 

formiato, 

pH 3,0 

100 mM 

Natrio 

formiato, 

pH 3,5 

100 mM 

Natrio 

formiato, pH 

4,0 

G 2 M šlapalo 250 mM Gu-HCl 

500 mM Gu-

HCl 

1000 

mM Gu-

HCl 

2000 mM 

Gu-HCl vandens -  -   -   -   -   -  

 
 

2 lentel÷. Įvairių reagentų skirtingų koncentracijų supilimo į  RL – PGR plokštelę schema 
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2.2.6. Metalų jonų įtaka rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonų 

terminiam stabilumui 

 

 Iš 4 mM MnCl2, CoCl2, NiCl2, Cd(NO3)2, CuCl2, ZnCl2, ZnSO4 tirpalų 50 mM Tris-HCl 

buferiniuose tirpaluose pH 7,5, skiedžiant juos šiuo buferiniu tirpalu, RL – PGR plokštel÷s 

šulin÷liuose paruošiama po 10 µl 2000 µM, 1000 µM, 500 µM, 250 µM, 125 µM, 62,5 µM, 31,2 

µM, 15,6 µM, 7,8 µM, 3,9 µM, 1,9 µM šių metalų jonų tirpalų. Į plokštel÷s dvylikto kontrolinio 

stulpelio šulin÷lius įpilama 10 µl 50 mM Tris-HCl buferinio tirpalo pH 7,5. Į kitos analogiškos 

plokštel÷s kiekvieną šulin÷lį įpilama 5 µl atitinkamo tirpalo iš paruoštos plokštel÷s ir 5 µl 40 µM 

rekombinantinio žmogaus augimo hormono tirpalo 50 mM Tris-HCl buferiniame tirpale pH 7,5, 

turinčio 100 mM NaCl ir 200 µM dapoksilo sulfonato. Į kiekvieną gautos plokštel÷s šulin÷lį įpylama 

2,5 µl silikonin÷s alyvos ir ji centrifuguojama 1 min 1000 aps/min greičiu. Po to RL – PGR 

įrenginyje plokštel÷ kaitinama nuo 25 ºC iki 97 ºC 1 ºC/min greičiu ir matuojamas dapoksilo 

sulfonato fluorescencijos intensyvumas kiekviename šulin÷lyje. Duomenys apdorojami 

„ThermoFluor++“ programa, gaunamos baltymo išsivyniojimo temperatūros, esant įvairių 

koncentracijų metalų jonams ir jiems nesant. Eksperimentas kartojamas tris kartus. Braižomos 

priklausomyb÷s tarp baltymo vidurkinių išsivyniojimo temperatūrų ir metalų jonų koncentracijų 

dešimtainių logaritmų reikšmių, panaudojant Microsoft® Office Excel 2003 programą.

 Analogiškai atliekami eksperimentai su 20 µM rekombinanitnių kiaul÷s, audin÷s augimo 

hormonų tirpalais 50 mM Tris-HCl buferiniuose tirpaluose pH 7,5, turinčiais 100 mM NaCl ir 100 

µM dapoksilo sulfonato. Metalų jonų jungimosi su rkAH, raAH konstantos gaunamos  
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lygtį (1.2.1.1. skyrius) glotninant prie gautų duomenų mažiausių kvadratų metodu Origin 7.0 

programa. 
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2.2.7. Zn2+ įtakos rekombinantinių žmogaus, kiaul÷s, audin÷s augimo hormonų terminiam 

stabilumui, esant skirtingoms baltymų koncentracijoms, tyrimas 

 

Į RL – PGR plokštel÷s A – D eilučių 11 šulin÷lių įpilama po 5 µl 2000 µM, 1000 µM, 500 

µM, 250 µM, 125 µM, 62,5 µM, 31,2 µM, 15,6 µM, 7,8 µM, 3,9 µM, 1,9 µM ZnSO4 tirpalų 50 mM 

Tris-HCl buferiniuose tirpaluose pH 7,5. Į šios plokštel÷s E – H eilučių šulin÷lius analogiškai 

įpilama tokių pačių koncentracijų ZnCl2 tirpalų 50 mM Tris-HCl buferiniuose tirpaluose pH 7,5. 

Plokštel÷s dvylikto stulpelio šulin÷liai, turintys po 5 µl 50 mM Tris-HCl buferinio tirpalo pH 7,5, 

yra kontroliniai. Paruošiama 150 µl 80 µM, 40 µM, 20 µM bei 10 µM rekombinantinio žmogaus 

augimo hormono tirpalų 50 mM Tris-HCl buferiniame tirpale pH 7,5, turinčių 100 mM NaCl ir 200 

µM dapoksilo sulfonato. Po 5 µl šių baltymo tirpalų atitinkamai įpilama į plokštel÷s A ir E, B ir F, C 

ir G bei D ir H eilučių šulin÷lius. Galutin÷s baltymo ir ZnSO4, ZnCl2 koncentracijos plokštel÷je 

pateiktos 3 lentel÷je. Į kiekvieną gautos plokštel÷s šulin÷lį įpilama 2,5 µl silikonin÷s alyvos ir ji 

centrifuguojama 1 min 1000 aps/min greičiu. Po to RL – PGR įrenginyje plokštel÷ kaitinama nuo 25 

ºC iki 97 ºC 1 ºC/min greičiu ir matuojamas dapoksilo sulfonato fluorescencijos intensyvumas 

kiekviename šulin÷lyje. Duomenys apdorojami „ThermoFluor++“ programa, gaunamos baltymo 

išsivyniojimo temperatūros, esant įvairioms Zn2+ koncentracijoms ir jiems nesant.  

Analogiškai atliekami eksperimentai su tokiais pačiais rekombinantnių kiaul÷s ir audin÷s 

augimo hormonų tirpalais. Kiekvienas eksperimentas kartojamas po tris kartus. 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 

40 µM 
ržAH, 
1000 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
500 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
250 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
125 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
62,5 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
31,2 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
15,6 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
7,8 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
3,9 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
1,9 µM 
ZnSO4 

40 µM 
ržAH, 
1,0 µM 
ZnSO4 

40 µM ržAH, 
50 mM Tris-
HCl pH 7,5 

B 

20 µM 
ržAH, 
1000 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
500 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
250 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
125 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
62,5 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
31,2 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
15,6 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
7,8 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
3,9 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
1,9 µM 
ZnSO4 

20 µM 
ržAH, 
1,0 µM 
ZnSO4 

20 µM ržAH, 
50 mM Tris-
HCl pH 7,5 

C 

10 µM 
ržAH, 
1000 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
500 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
250 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
125 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
62,5 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
31,2 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
15,6 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
7,8 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
3,9 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
1,9 µM 
ZnSO4 

10 µM 
ržAH, 
1,0 µM 
ZnSO4 

10 µM ržAH, 
50 mM Tris-
HCl pH 7,5 

D 

5 µM 
ržAH, 
1000 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
500 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
250 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
125 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
62,5 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
31,2 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
15,6 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
7,8 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
3,9 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
1,9 µM 
ZnSO4 

5 µM 
ržAH, 
1,0 µM 
ZnSO4 

5 µM ržAH, 
50 mM Tris-
HCl pH 7,5 

E 

40 µM 
ržAH, 
1000 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
500 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
250 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
125 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
62,5 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
31,2 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
15,6 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
7,8 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
3,9 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
1,9 µM 
ZnCl2 

40 µM 
ržAH, 
1,0 µM 
ZnCl2 

40 µM ržAH, 
50 mM Tris-
HCl pH 7,5 

F 

20 µM 
ržAH, 
1000 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
500 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
250 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
125 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
62,5 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
31,2 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
15,6 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
7,8 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
3,9 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
1,9 µM 
ZnCl2 

20 µM 
ržAH, 
1,0 µM 
ZnCl2 

20 µM ržAH, 
50 mM Tris-
HCl pH 7,5 

G 

10 µM 
ržAH, 
1000 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 
500 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 
250 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 
125 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 
62,5 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 
31,2 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 
15,6 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 

7,8 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 

3,9 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 

1,9 µM 
ZnCl2 

10 µM 
ržAH, 

1,0 µM 
ZnCl2 

10 µM ržAH, 
50 mM Tris-
HCl pH 7,5 

H 

5 µM 
ržAH, 
1000 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 
500 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 
250 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 
125 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 
62,5 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 
31,2 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 
15,6 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 

7,8 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 

3,9 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 

1,9 µM 
ZnCl2 

5 µM 
ržAH, 

1,0 µM 
ZnCl2 

5 µM ržAH, 
50 mM Tris-
HCl pH 7,5 

3 lentel÷. Galutin÷s ržAH ir ZnSO4, ZnCl2 koncentracijos plokštel÷je, tiriant Zn2+ įtaką šio baltymo terminiam stabilumui 
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2.2.8. Zn2+ ir rekombinantini ų žmogaus, kiaul÷s, audin÷s augimo hormonų sąveikos 

parametrų nustatymas izoterminio titravimo kalorimetrija 

 
Izoterminio titravimo kalorimetro lyginamoji kiuvet÷ užpildoma „Milli Q“ vandeniu. 1,5 ml 

nudujinto vakuuminiame inde 10 µM, 45 µM, 63 µM, 74 µM, 80 µM, 100 µM ar 130 µM 

rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono tirpalo išdializuoto 50 mM Tris-HCl buferiniame tirpale 

pH 7,5, turinčio 50 mM NaCl, pilama į m÷ginio kiuvetę. Atitinkamai 100 µM, 450 µM, 630 µM, 

740 µM, 800 µM, 1000 µM ar 1300 µM nudujintu Zn2+ tirpalu dializ÷s 50 mM Tris-HCl 

buferiniame tirpale pH 7,5, turinčiu 50 mM NaCl, užpildomas 250 µl švirkštas, kuris įtvirtinamas 

biuret÷je ir įmerkiamas į m÷ginio kiuvetę. Įjungiamas baltymo tirpalo kiuvet÷je 150 sūk./min. 

greičiu maišymas. Nusistov÷jus bazinei linijai (po 45 – 60 min.), kas 180 ar 240 s į m÷ginio kiuvetę 

injekuojama po 10 µl cinko jonų tirpalo. ITCRun programa registruojami šiluminiai pokyčiai 

vykstantys kiuvet÷je po kiekvienos injekcijos.   

Analogiškai atliekami kontroliniai ekperimentai vietoj rkAH tirpalo įpilant atitinkamą kiekį 

dializ÷s 50 mM Tris-HCl buferinio tirpalo pH 7,5. 

Pradiniai Zn2+ jungimosi su hormonu duomenys gaunami iš rekombinantinio kAH 

izoterminio titravimo cinko jonų tirpalu duomenų atimant kontrolinio eksperimento duomenis 

BindWorks 3.1.5 programoma. Gauti pradiniai duomenys integruojami CSCAnalyze programa. Zn2+ 

jungimosi su rekombinantiniu kiaul÷s augimo hormonu konstanta, stechiometrija ir stebimas 

entalpijos pokytis nustatomi [ ] ( )10 −Θ−Θ= iiTi dHVPnq  lygtį (1.2.2.1. skyrius) glotninant prie gautų 

duomenų CSCAnalyze programa. 

Analogiškai atliekami eksperimentai su rekombinantiniais 63 µM, 100 µM audin÷s ir 100 

µM, 110 µM žmogaus augimo hormonų tirpalais, injekuojant į juos kas 180 s 10 kartų didesn÷s nei 

hormono koncentracijos Zn2+ tirpalą. 
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3. REZULTATAI IR J Ų APTARIMAS 

 

1992 m. B. C. Cunninghamas ir kt. nustat÷, kad Zn2+, Co2+ jungdamiesi su žmogaus augimo 

hormonu stabilizuoja baltymo struktūrą [34-36]. V÷liau, 2000 m. buvo parodyta, kad Zn2+, Cd2+, 

Co2+, Cu2+, Hg2+, Ag+, Au3+, Au+, Pd2+, Ni2+, Pt2+ sąveikauja su žAH ir skatina jo dimerizaciją. 

Žmogaus augimo hormono stabilizavimas cinko jonais imtas plačiai taikyti tobulinant šio baltymo 

vaistinę formuluotę [34, 35, 37-42]. Taip pat daug÷ja publikacijų, kuriose tiriamos ržAH ir skirtingų 

metalų jonų sąveikos, nustatomi jų jungimosi su baltymu kinetiniai ir termodinaminiai parametrai, 

jų įtaka baltymo erdvinei struktūrai [160-164].  

Rekombinantinio žAH aminorūgščių sekos homologiškumas su rekombinantiniais kiaul÷s ir 

audin÷s AH atitinkamai yra 68 % ir 66,7 % [44]. Evoliuciniu požiūriu metalų jonų sąveika su 

rekombinantiniais kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonais yra įdomi, nes yra keleta svarbių žAH ir 

kiaul÷s, audin÷s AH skirtumų. Pavyzdžiui, tik žmogaus ir kitų primatų augimo hormonams būdingas 

laktogeninis aktyvumas [8]. D÷l šios priežasties ir norint išsiaiškinti, ar metalų jonai gali būti taip 

pat panaudojami tobulinant ir rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonų vaistines 

formuluotes, šiame darbe tiriama skirtingų metalų jonų ir rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir 

žmogaus augimo hormonų sąveika. 

Tiriant makromolekulių ir ligandų sąveikas yra labai svarbu, kad būtų naudojami grynų 

medžiagų tirpalai [153], tod÷l visi tirpalai, reikalingi tiriant metalų jonų ir rekombinantinių augimo 

hormonų sąveiką, ruošti naudojant „Milli Q“ vandenį, o baltymų grynumas įvertintas SDS-PAGE 

metodu ir RP-HPLC analize (14 pav. A, B, C). Eksperimentai atlikti  naudojant raAH ir rkAH, kurių 

grynumas ne mažesnis nei 96 %, ržAH - 99 %.  
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14 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A, D), audin÷s (B, E), žmogaus (C, F) AH grynumo įvertinimas SDS-

PAGE (15 %) metodu (A, B, C) ir RP-HPLC analize (kolon÷l÷ „Protein C4“, 250 × 4,6 mm, Vydac) (D, E, 

F). (A) 1 takelis – molekulinių masių standartai, 2 ir 3 – įnešta 6 µg rkAH atitinkamai neredukuotomis ir 

redukuotomis sąlygomis. (B) 1 takelis – molekulinių masių standartai, 2 ir 3 – įnešta 4 µg raAH 

atitinkamai redukuotomis ir neredukuotomis sąlygomis. (C) 1 takelis – molekulinių masių standartai, 2 ir 3 

– atitinkamai įnešta 10 µg ir 15 µg ržAH redukuotomis sąlygomis, 4 ir 5 - atitinkamai įnešta 10 µg ir 15 µg 

ržAH neredukuotomis sąlygomis 
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3.1. Įvairių reagentų įtaka rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo 

hormonų terminiam stabilumui 

 

 Norint tirti metalų jonų ir trijų rekombinantinių augimo hormonų sąveiką terminio poslinkio 

ir izotermin÷s titravimo kalorimetrijos metodais, paranku prieš nustatant eksperimentines sąlygas 

pasižiūr÷ti, kokie ligandai ir kokios jų koncentracijos stabilizuoja ar destabilizuoja šiuos augimo 

hormonus. Kadangi terminio poslinkio metodu hormonų terminis stabilumas tiriamas matuojant 

dapoksilo® sulfonato ir baltymo komplekso fluorescencijos intensyvumo pokyčius keliant 

temperatūrą, buvo tirta šio solvatochrominio dažo įtaka rekombinantiniams kiaul÷s, audin÷s ir 

žmogaus augimo hormonams. Rekombinantiniai kiaul÷s ir audin÷s AH nežymiai destabilizuojami 

esant 150 µM solvatochrominio dažo koncentracijai (šių baltymų išsivyniojimo temperatūros 

sumaž÷ja apie 1,3 ºC), tačiau esant tokiam ar mažesniam dažo kiekiui rekombinantinio žAH 

stabilumas nekinta (15 pav. A, B, C).  

 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

15 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A), audin÷s (B), žmogaus (C) augimo hormonų, esančių vandeniniuose 

tirpaluose, išsivyniojimo temperatūrų priklausomyb÷ nuo dapoksilo® sulfonato koncentracijų. (A), (B) 

rkAH, raAH koncentracija - 10 µM, pradin÷ dapoksilo® sulfonato - 50 µM; (C) ržAH koncentracija - 20 µM, 

šio dažo - 100 µM. Abscisių ašyje atid÷tos dažo koncentracijos, neįskaitant jo pradin÷s koncentracijos   
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D÷l šios priežasties tiriant metalų jonų įtaką rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s, žmogaus augimo 

hormonų terminiam stabilumui terminio poslinkio metodu naudotos galutin÷s 50 µM ir 100 µM 

dapoksilo® sulfonato koncentracijos. 

Taip pat ištirtas šių rekombinantinių augimo hormonų stabilumas įvairiose pH reikšm÷se ir 

buferin÷se sistemose. Rekombinantiniai kaul÷s ir audin÷s augimo hormonai destabilizuojami esant 

rūgštin÷je terp÷je (pH 5,0 ir mažiau), o stabilizuojami tirpaluose, kurių pH reikšm÷s yra 6,5 - 9,5 (16 

pav. A, B). ržAH terminis stabilumas maž÷ja esant rūgštiniuose tirpaluose (pH 5,0 ir mažesniai), 

tirpaluose, kurių pH reikšm÷s yra 6,5 - 9,5 – praktiškai nekinta (16 pav. C).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

16 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A), audin÷s (B), žmogaus (C) augimo hormonų išsivyniojimo 

temperatūrų priklausomyb÷s nuo skirtingų 100 mM buferinių tirpalų pH reikšmių. � - 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, 4,0; � - PIPES, pH 

6,5, 7,5; � - natrio acetatas, pH 4,0, 4,5, 5,0, 5,5; ○ – imidazolas, pH 7,0; ▲ – MES, pH 5,0, 6,0, 7,0; □ – 

natrio citratas, pH 3,5, 4,5, 5,5, 6,5, 7,5; ■ – glicinas, pH 9,5; ∆ – HEPES, pH 6,5, 7,5, 8,5; ▬ - Tris-HCl, 

pH 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0. (A), (B) rkAH, raAH koncentracija - 10 µM (0,22 mg/ml); (C) ržAH 

koncentracija - 20 µM (0,45 mg/ml). Išsivyniojimo temperatūrų variacijos koeficientas neviršija 9 
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Atsižvelgus į gautus rezultatus ir žinant, kad gyvūnų kraujo pH yra 7,2-7,4 [166], terminio poslinkio 

ir ITK eksperimentuose naudoti 50 mM Tris-HCl buferiniame tirpale, pH 7,5 išdializuoti 

rekombinantiniai kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonai.  

 rkAH, raAH, ržAH stabilumas did÷ja did÷jant natrio chlorido koncentracijoms (17 

pav. A, B, C). Ypač jonin÷s j÷gos didinimas įtakoja rekombinantinio žAH terminį stabilumą. 

Mažesn÷s šios druskos koncentracijos neįtakoja hormonų terminio stabilumo. Tod÷l norint 

sumažinti nespecifinių sąveikų tikimybę atliekant izoterminio titravimo kalorimetrijos ir terminio 

poslinkio eksperimentus rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonų m÷giniai 

buvo ruošiami taip, kad galutin÷ natrio chlorido koncentracija būtų 50 mM. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Dimetilsulfoksidas ir glicerolis stabilizuoja rkAH, raAH (baltymų koncentracija – 10 µM) 

esant nuo 5 % iki 10 % jų koncentracijoms (18 pav. A, B), o ržAH (baltymų koncentracija – 20 µM) 

- esant 10 % šių reagentų koncentracijoms (18 pav. C).  

 

17 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A), audin÷s (B), žmogaus (C) augimo hormonų išsivyniojimo 

temperatūrų priklausomyb÷s nuo natrio chlorido koncentracijos. (A), (B) rkAH, raAH koncentracija -  10 

µM; (C) ržAH koncentracija - 20 µM 
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Kadangi šiame darbe naudojami augimo hormonai gryninami iš intarpinių E. coli kūnelių 

panaudojant šlapalą, buvo tirta denatūrantų įtaka šiems baltymams. Nustatyta, kad esant iki 1 M 

guanidino hidrochlorido koncentracijai rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo 

hormonų stabilumas nekinta, o iki 2 M šlapalo koncentracijos stabilizuoja šiuos baltymus (19 pav. 

A, B, C). Taip pat nustatyta, kad esant 100 mM gliukoz÷s koncentracijai ir iki 300 mM imidazolo 

koncentracijoms visų trijų rekombinantių augimo hormonų terminis stabilumas nekinta (19 pav. A, 

B, C). 

20 pav. A, B, C pateikti trijų augimo hormonų išsivyniojimo temperatūrų skirtumai esant 

100 mM skirtingų anijonų ir jiems nesant. Kaip matyti, Cl-, Br-, I-, F-, SO4
2-, NO3

-, SCN- stabilizuoja 

rkAH. Šie anijonai stabilizuoja ir raAH, tačiau išskyrus Br-. Tuo tarpu ržAH stabilizavimas I-, SCN- 

yra mažesnis lyginant su rekombinantiniais kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonais. Be to, Cl-, Br-, F-, 

SO4
2-, NO3

- ko gero neįtakoja rekombinantinio žAH terminio stabilumo.  

 

18 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A), audin÷s (B), žmogaus (C) AH išsivyniojimo temperatūrų 

priklausomyb÷ nuo dimetilsulfoksido ir glicerolio koncentracijų. ■ – DMSO, □ – glicerolis. (A), (B) 

rkAH, raAH koncentracija -  10 µM; (C) ržAH koncentracija - 20 µM  
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Buvo tiriama, kaip kinta rkAH, raAH, ržAH išsivyniojimo temperatūros, esant ir 100 mM 

K+, Na+ir Li + koncentracijoms. Iš 21 pav. C pateiktų rezultatų matoma, kad šie katijonai neįtakoja  

rekombinantinio žAH terminio stabilumo. Rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonų 

terminį stabilumą didina K+, mažiau Na+, tačiau esant 100 mM Li+ koncentracijai šių baltymų 

išsivyniojimo temperatūros nekinta (21 pav. A, B).  

 Taip pat nustatyta, kad rkAH ir raAH išsivyniojimo temperatūros nekinta, atitinkamai esant 

5 mM Mg2+, Ba2+ ir 5 mM Sr2+, Mg2+, Ba2+ koncentracijoms. Tokie patys Ca2+ kiekiai destabilizuoja 

rekombinantinį audin÷s augimo hormoną ir tokie patys Ca2+, Sr2+ - rekombinantinį kiaul÷s augimo 

hormoną (22 pav. A, B). Rekombinantinio žAH stabilumą mažina visi min÷ti katijonai (22 pav. C).   

 

 

 

 

19 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A), audin÷s (B), žmogaus (C) AH išsivyniojimo temperatūrų 

priklausomyb÷ nuo prid÷tų reagentų koncentracijų. ■ – guanidino hidrochloridas, □ – šlapalas, ● – 

imidazolas, ○ - gliukoz÷. (A), (B) rkAH, raAH koncentracija -  10 µM; (C) ržAH koncentracija - 20 µM 
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20 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A), audin÷s (B), žmogaus (C) augimo hormonų esant 100 mM skirtingų 

anijonų ir jiems nesant išsivyniojimo temperatūrų skirtumai. (A), (B) rkAH, raAH  išsivyniojimo 

temperatūros vandenyje atitinkamai – (63,0 ± 0,2) ºC, (61,1 ± 0,3) ºC, baltymų koncentracija - 10 µM; (C) 

ržAH išsivyniojimo temperatūra vandenyje – (79,7 ± 0,1) ºC, baltymo koncentracija - 20 µM. Rezultatai 

pateikti kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis ir gauti iš 3 identiškai atliktų eksperimentų. 
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21 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A), audin÷s (B), žmogaus (C) augimo hormonų esant 100 mM skirtingų 

katijonų ir jiems nesant išsivyniojimo temperatūrų skirtumai. (A), (B) rkAH, raAH išsivyniojimo 

temperatūros vandenyje atitinkamai – (63,0 ± 0,2) ºC, (61,1 ± 0,3) ºC, baltymų koncentracija - 10 µM; (C) 

ržAH išsivyniojimo temperatūra vandenyje – (79,7 ± 0,1) ºC, baltymo koncentracija - 20 µM. Rezultatai 

pateikti kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis ir gauti iš 3 identiškai atliktų eksperimentų 
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rkAH, raAH išsivyniojimo temperatūros maž÷ja, esant 5 mM cisteino ir 5 mM ditiotreitolio 

koncentracijoms (23 pav. A, B), kadangi suardomi augimo hormonų struktūrą stabilizuojantys 

disulfidiniai tilteliai. Esant 5 mM cisteino koncentracijai rekombinantinio žmogaus augimo hormono 

terminis stabilumas lyginant su rekombinantiniais kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonais praktiškai 

nekinta, o esant tokiai pačiai DTT koncentracijai šio baltymo terminis stabilumas maž÷ja (23 pav. 

C). Tai rodo, kad rekombinantinis žAH yra stabilesnis baltymas nei rekombinantiniai kiaul÷s, 

audin÷s augimo hormonai.  

 

 

 

 

 

22 pav. Rekombinantinių kiaul÷s (A), audin÷s (B), žmogaus (C) augimo hormonų esant 5 mM skirtingų 

katijonų ir jiems nesant išsivyniojimo temperatūrų skirtumai. (A), (B) rkAH, raAH išsivyniojimo 

temperatūros vandenyje atitinkamai – (63,0 ± 0,2) ºC, (61,1 ± 0,3) ºC, baltymų koncentracija - 10 µM; (C) 

ržAH išsivyniojimo temperatūra vandenyje – (79,7 ± 0,1) ºC, baltymo koncentracija - 20 µM. Rezultatai 

pateikti kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis ir gauti iš 3 identiškai atliktų eksperimentų 
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3.2. Metalų jonų įtaka rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo 

hormonų stabilumui 

 

Zn2+, Cu2+, Ni2+, Co2+, Cd2+, Mn2+ ir trijų rekombinantinių AH sąveika tirta terminio 

poslinkio metodu ne tik norint sužinoti metalų jonų įtaką baltymų terminiam stabilumui, bet taip pat 

norint nustatyti šių katijonų jungimosi su hormonais konstantas. Pasirinkti tie metalų jonai, kurie 

buvo panaudoti tiriant metalų jonų įtaką rekombinantinių žmogaus, kiaul÷s ir audin÷s augimo 

hormonų oligomerizacijai vandeniniame tirpale [93, 59, 165].  

Keliant temperatūrą 1 ºC/min. greičiu, pirmiausia buvo matuojami 10 µM rkAH ir dapoksilo 

sulfonato komplekso fluorescencijos intensyvumai, nesant ir esant nuo 0,98 µM iki 1000 µM metalų 

jonų koncentracijoms. Šio hormono ir solvatochrominio dažo komplekso fluorescencijos 

intensyvumo priklausomyb÷s nuo temperatūros duomenis glotninant  
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23 pav. rkAH (A), raAH (B), ržAH (C) esant esant 5 mM reduktorių ir jiems nesant išsivyniojimo 

temperatūrų skirtumai. (A), (B) rkAH, raAH išsivyniojimo temperatūros vandenyje atitinkamai – (63,0 ± 

0,2) ºC, (61,1 ± 0,3) ºC, baltymų koncentracija - 10 µM; (C) ržAH išsivyniojimo temperatūra vandenyje – 

(79,7 ± 0,1) ºC, baltymo koncentracija - 20 µM. Rezultatai pateikti kaip vidurkis ± standartinis 

nuokrypis ir gauti iš 3 identiškai atliktų eksperimentų 
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lygtimi (1.2.1. skyrius) „ThermoFluor++“ programa ( pU Cd = 2500 cal/mol·K, R = 1,9872 

cal/mol·K), gaunamos baltymo išsivyniojimo temperatūros, esant atitinkamoms eksperimentin÷ms 

sąlygoms. 24 pav. pateikti rkAH denatūracijos kreivių pavyzdžiai.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Norint nustatyti Zn2+, Cu2+, Ni2+, Co2+, Cd2+ jungimosi su rekombinantiniu kAH konstantas, 

braižomos hormono vidurkinių išsivyniojimo temperatūrų priklausomyb÷s nuo skirtingų metalų jonų 

koncentracijų dešimtainių logaritmų reikšmių ir gauti duomenys glotninami  
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24 pav. Rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono ir dapoksilo® sulfonato komplekso fluorescencijos 

intensyvumų priklausomyb÷s nuo temperatūros nesant ir esant 1000 µM, 62,5 µM, 3,9 µM ZnSO4 50 mM 

Tris-HCl buferiniame tirpale, pH 7,5. Galutin÷ rkAH koncentracija - 10 µM, dapoksilo® sulfonato - 50 

µM, ■ - 1000 µM ZnSO4, □ - 62,5 µM ZnSO4, ● - 3,9 µM ZnSO4, ○ – 0 µM ZnSO4.   
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lygtimi (1.2.1.1. skyrius). Iš gautų duomenų, pateiktų 25 pav. matoma, kad  Zn2+, Cu2+, Ni2+, Co2+, 

Cd2+ destabilizuoja rkAH, t.y. šie metalų jonai stipriau jungiasi su nenatyvia baltymo forma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Labiausiai baltymą destabilizuoja cinko jonai. Pavyzdžiui, esant 15,6 µM, 62,5 µM ZnSO4, 

rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono išsivyniojimo temperatūa sumaž÷ja atitinkamai apie 3 ir 6 

ºC (25 pav.). Esant ZnSO4 ir ZnCl2, Zn2+ jungimosi su nenatyviu rekombinanitniu kAH jungimosi 

konstantos aitinkamai yra (2,4 ± 0,5)·106 M-1 ir (1,8 ± 0,3)·106 M-1
.  Gana didel÷ Zn2+ jungimosi 

konstanta rodo, kad rkAH turi cinko jungimosi vietą, kuri prieinama šiems jonams baltymui esant 

nenatyvioje būsenoje. Nors cinko jonas stipriau jungiasi su nenatyvia hormono forma, tačiau gali 

būti, kad šis metalo jonas jungiasi ir su natyvia baltymo forma. Kadangi Zn2+ ir nenatyvios rkAH 

formos jungimosi konstanta yra kur kas didesn÷ nei šio metalo jono ir natyvios baltymo formos 

jungimosi konstanta (KbN), tod÷l (20) lygtimi nustatyta KbN n÷ra tiksli. Zn2+ ir natyvios rkAH 

formos jungimosi konstanta gali būti nuo 0 iki 104 M-1. Kitus metalų jonus galima išd÷styti 

rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono destabilizavimo maž÷jimo tvarka: Cu2+, Ni2+, Cd2+, Co2+. 

Atitinkamai jų jungimosi su nenatyviu šiuo hormonu konstantos yra: (2,0 ± 0,3)·106 M-1, (3,9 ± 

25 pav. Rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono išsivyniojimo temperatūrų priklausomyb÷s nuo 

skirtingų metalų jonų koncentracijų dešimtainių logaritmų reikšmių. Galutin÷ baltymo koncentracija - 10 

µM, NaCl – 50 mM, solvatochrominio dažo -50 µM, 50 mM Tris-HCl buferinis tirpalas, pH 7,5. ■ - 

ZnSO4, □ - ZnCl2, ∆ - NiCl2, ○ – Cd(NO3)2, ● – CoCl2, ▲ – CuCl2. Konstantos gautos, panaudojant tokias 

parametrų reikšmes: duHTr = 630 kJ/mol, dbuHT0 = -21 kJ/mol, Tr = 64,5 ºC, dUCp = 10 kJ/(mol·K), dbNCp = 

-1,3 kJ/(mol·K) 
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0,5)·104 M-1, (4,8 ± 0,4)·104 M-1, (2,5 ± 0,6)·104 M-1. Rezultatai pateikti kaip vidurkis ± standartin÷ 

paklaida ir gauti iš 3 identiškai atliktų eksperimentų. Baltymo išsivyniojimo temperatūrų pokyčiai 

esant skirtingoms MnCl2 koncentracijoms yra maži, tod÷l gali būti, kad šis metalo jonas nesijungia 

su rkAH. Yra žinoma, kad Mn2+ neskatina ir ržAH dimerų susidarymo [93].  

 Bakalauriniame darbe panaudojant cheminio susiuviklio 1,3,5-triakriloil-heksahidro-s-

triazino ir SDS-PAGE metodus tirta Zn2+, Cd2+, Cu2+, Ni2+ įtaka rekombinantinio kiaul÷s augimo 

hormono oligomerizacijai vandeniniam tirpale. Nustatyta, kad efektyviausiai rkAH dimerų 

susidarymą skatina cinko ir vario jonai, mažiau efektyvūs yra nikelio, kadmio jonai (4 lentel÷) [165]. 

Taigi, kuo metalo jonas stipriau jungiasi su rekombinantiniu kiaul÷s augimo hormonu, tuo daugiau 

baltymas yra destabiluojamas ir tuo daugiau susidaro jo dimerin÷s formos.  

 

 

 

 

[rkAH]/[katijono] molinis santykis 
Katijonas 

1 : 10 1 : 100 

Zn2+ 13,9 ± 3,8b  14,4 ±0,8b 

Cu2+ 9,4 ± 3,4b - 

Ni2+ 7,2 ± 1,0b 7,3 ± 1,4b 

Cd2+ 4,9 ± 1,1b 9,6 ±1,5b 

 

 

Analogiškai atlikus eksperimentą su rekombinantiniu audin÷s augimo hormonu, stebimas šio 

baltymo destabilizavimas esant Zn2+, Cu2+, Ni2+, Cd2+, Co2+ (26 pav.). Šie metalų jonai taip pat 

stipriau jungiasi su nenatyvia baltymo forma. A. Statkut÷s magistro darbe panaudojant cheminio 

susiuviklio 1,3,5-triakriloil-heksahidro-s-triazino ir SDS-PAGE metodus nustatyta, kad esant Zn2+, 

Cu2+, Ni2+, Cd2+, Co2+ susidaro rekombinantinio audin÷s augimo hormono aukštesni oligomerai 

[59]. Atitinkamai jų jungimosi su nenatyviu šiuo hormonu konstantos yra: (9,9 ± 1,5)·105 M-1 (esant 

ZnSO4) ir (6,7 ± 0,8)·105 M-1 (esant ZnCl2), (6,9 ± 0,5)·105 M-1, (2,8 ± 0,2)·104 M-1, (2,1 ± 0,4)·104 

M-1, (1,4 ± 0,4)·104 M-1. Rezultatai pateikti kaip vidurkis ± standartin÷ paklaida ir gauti iš 3 

identiškai atliktų eksperimentų. Nors rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonų pirmin÷s 

struktūros skiriasi tik trimis aminorūgštimis, iš gautų rezultatų matoma, kad metalo jonai silpniau 

4 lentel÷. rkAH dimerų, susiūtų TAT, procentins kiekis (nuo viso įnešto į elektroforezinio gelio takelį 

rkAH kiekio)a, esant įvairiems katijonams (dimerų kiekis yra apskaičiuotas at÷mus dimerų kiekį, 

esantį kontroliniame reakcijos mišinyje be Zn2+ jonų) [165] 

a – pH 9,2, 3 val. 30ºC temperatūroje, rkAH koncentracija – 14 µM. b – Standartiniai nuokrypiai apskaičiuoti iš 3 identiškai atliktų eksperimentų. 
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jungiasi su nenatyviu raAH nei su nenatyviu rkAH. Nors labiausiai rekombinantinį audin÷s augimo 

hormoną destabilizuojantis cinko jonas jungiasi su nenatyvia šio baltymo forma, tačiau gali būti, kad 

šis metalo jonas taip pat jungiasi ir su natyvia baltymo forma. D÷l aukščiau min÷tos pirežasties (20) 

lygtimi nustatoma Zn2+ ir natyvios raAH formos jungimosi konstanta n÷ra tiksli, tačiau jos reikšm÷ 

gali būti nuo 0 iki 105 M-1. Taip pat d÷l aukščiau min÷tų priežasčių gali būti, kad Mn2+ nesijungia ir 

su rekombinantiniu aAH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tokiomis pačiomis sąlygomis atlikus eksperimentą su 20 µM rekombinanitniu žmogaus 

augimo hormonu pirmiausiai pasteb÷ta, kad šis baltymas yra kur kas stabilesnis nei rekombinantiniai 

kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonai. 20 µM rekombinantinio žAH 50 mM Tris-HCl buferiniame 

tirpale pH 7,5 išsivyniojimo temperatūra yra (79,5 ± 0,3) ºC, o 10 µM rekombinantinių kiaul÷s ir 

audin÷s AH tame pačiame buferiniame tirpale atitinkamai – (64,4 ± 0,5) ºC ir (63,4 ± 0,4) ºC. 

Rezultatai pateikti kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis ir gauti iš 21 identiškai atliktų 

eksperimentų. Iš 27 pav. pateiktų rezultatų matyti, kad Zn2+, Cd2+, Co2+ ir Ni2+ stabilizuoja ržAH 

26 pav. Rekombinantinio audin÷s augimo hormono išsivyniojimo temperatūrų priklausomyb÷s nuo 

skirtingų metalų jonų koncentracijų dešimtainių logaritmų reikšmių. Galutin÷ baltymo koncentracija - 10 

µM, NaCl – 50 mM, solvatochrominio dažo -50 µM, 50 mM Tris-HCl buferinis tirpalas, pH 7,5. ■ - 

ZnSO4, □ - ZnCl2, ∆ - NiCl2, ○ – Cd(NO3)2, ● – CoCl2, ▲ – CuCl2. Konstantos gautos, panaudojant tokias 

parametrų reikšmes: duHTr = 630 kJ/mol, dbuHT0 = -21 kJ/mol, Tr = 63,4 ºC, dUCp = 10 kJ/(mol·K), dbNCp = 

-1,3 kJ/(mol·K) 
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esant šių metalų jonų įvairiems mažesnių koncentracijų intervalams, tačiau esant didesn÷ms katijonų 

koncentracijoms baltymas destabilizuojamas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

G. Dienys ir kt., tiriant rekombinantinio žmogaus augimo hormono oligomerinę būseną 

vandeniniame tirpale, panaudojant baltymo subvienetų susiuvimą cheminiu susiuvikliu TAT ir SDS-

PAGE metodą, nustat÷, kad  efektyviausiai šio hormono dimerų susidarymą skatina cinko ir kadmio 

jonai, mažiau efektyvūs yra nikelio, kobalto jonai (5 lentel÷) [93]. Tuo tarpu Mn2+ ir Cu2+ panašu, 

kad neturi įtakos ržAH stabilumui, tačiau esant 250 µM ir didesn÷ms šių katijonų koncentracijoms 

baltymas taip pat destabilizuojamas. Zn2+, Cd2+, Co2+, Ni2+ stabilizuoja rekombinantinį žmogaus 

augimo hormoną, tačiau did÷jant jų koncentracijoms pradeda destabilizuoti baltymą, d÷l to modelio, 

panaudoto rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s augimo hormonų ir metalų jonų jungimosi konstantų 

nustatymui taikyti negalima.  

 

27 pav. Rekombinantinio žmogaus augimo hormono išsivyniojimo temperatūrų priklausomyb÷s nuo 

skirtingų metalų jonų koncentracijų dešimtainių logaritmų reikšmių. Galutin÷ baltymo koncentracija - 20 

µM, NaCl – 50 mM, solvatochrominio dažo – 100 µM, 50 mM Tris-HCl buferinis tirpalas, pH 7,5. ■ - 

ZnSO4, □ - ZnCl2, ∆ - NiCl2, ○ – Cd(NO3)2, ● – CoCl2, ▲ – CuCl2.■ - ZnSO4, � - MnCl2 
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[ržAH] : [katijono] molinis santykis 
Katijonas 

1 : 1 1 : 10 
Zn2+ 69,4 ± 1,8b 67,7 ± 2,7b 

Cd2+ 61,2 ± 5,9 76,2 ± 7,6 
Co2+ 8,5 ± 1,9 18,3 ± 1,1 
Ni2+ 2,6 ± 1,9 10,8 ± 4,5 

 

 

Norint įsitikinti, kad metalų jonų įtaka ržAH stabilumui priklauso nuo hormono ir katijono 

molinio santykio ir atsižvelgus, kad iš visų katijonų labiausiai ržAH stabilizuoja cinko jonai, buvo 

tirta įvairių Zn2+ koncentracijų įtaka rekombinantinio žmogaus augimo hormono stabilumui, esant 

40 µM, 20 µM, 10 µM ir 5 µM baltymo koncentracijoms. Iš 28 pav. matoma, kad ržAH yra 

stabilesnis esant mažesn÷ms jo koncentracijoms. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a – pH 9,2, 3 val. 30ºC temperatūroje, ržAH koncentracija – 14 µM. b – Standartiniai nuokrypiai apskaičiuoti iš 3 identiškai atliktų eksperimentų. 

5 lentel÷. ržAH dimerų, susiūtų TAT, procentins kiekis (nuo viso įnešto į elektroforezinio gelio takelį ržAH 

kiekio)a, esant įvairiems katijonams [93] 

28 pav. Skirtingų koncentracijų rekombinantinio žmogaus augimo hormono išsivyniojimo temperatūrų 

priklausomyb÷s nuo skirtingų cinko jonų koncentracijų dešimtainių logaritmų reikšmių. ■, □ – 40 µM 

ržAH, ▲, ∆ – 20 µM ržAH, ●, ○ – 10 µM ržAH, �, � – 5 µM ržAH. ■, ▲, ●, � – ZnSO4, □, ∆, ○, � - 

ZnCl2. Galutin÷ natrio chlorido koncentracija – 50 mM, solvatochrominio dažo -100 µM, 50 mM Tris-HCl 

buferinis tirpalas, pH 7,5 
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40 µM, 20 µM, 10 µM, 5 µM rekombinantinio žAH 50 mM Tris-HCl buferiniame tirpale pH 

7,5 išsivyniojimo temperatūros atitinkamai yra  (77,6 ± 0,2) ºC, (79,1 ± 0,3) ºC, (80,1 ± 0,3) ºC, 

(82,2 ± 0,5) ºC. Rezultatai pateikti kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis ir gauti iš 6 identiškai 

atliktų eksperimentų. Taip pat paaišk÷jo, kad esant iki 10-kartinio molinio Zn2+ pertekliaus, lyginant 

su ržAH koncentracija, cinko jonai stabilizuoja šį baltymą. Efektyviausiai baltymas stailizuojamas, 

esant ržAH ir Zn2+ moliniam santykiui 1 : 1,6 (28 pav.). Mažos šių jonų koncentracijos stabilizuoja 

baltymą, o didel÷s destabilizuoja, tod÷l galima manyti, kad cinko jonai yra tikrai svarbūs šio 

hormono biologin÷ms funkcijoms.   

Analogiškai atlikus eksperimentus su rekombinantiniais kiaul÷s ir audin÷s augimo 

hormonais, iš gautų duomenų (29, 30 pav.) matoma, kad šie baltymai taip pat yra stabilesni esant 

mažesn÷ms jų koncentracijoms, t.y. didesn÷s hormonų koncentracijos skatina jų agregaciją.  
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29 pav. Skirtingų koncentracijų rkAH išsivyniojimo temperatūrų priklausomyb÷s nuo skirtingų cinko jonų 

koncentracijų dešimtainių logaritmų reikšmių. ■, □ – 40 µM rkAH, ▲, ∆ – 20 µM rkAH, ●, ○ – 10 µM 

rkAH, �, � – 5 µM rkAH. ■, ▲, ●, � – ZnSO4, □, ∆, ○, � - ZnCl2. Galutin÷ natrio chlorido koncentracija 

– 50 mM, solvatochrominio dažo -100 µM, 50 mM Tris-HCl buferinis tirpalas, pH 7,5 
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40 µM, 20 µM, 10 µM, 5 µM rekombinantinio kAH 50 mM Tris-HCl buferiniame tirpale pH 

7,5 išsivyniojimo temperatūros yra (60,3 ± 0,3) ºC, (62,8 ± 0,3) ºC, (65,7 ± 0,1) ºC, (68,3 ± 0,6) ºC, 

o raAH – atitinkamai yra (59,4 ± 0,2) ºC, (61,3 ± 0,1) ºC, (63,1 ± 0,1) ºC, (66,1 ± 0,5) ºC. Rezultatai 

pateikti kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis ir gauti iš 6 identiškai atliktų eksperimentų. Zn2+ tik 

destabilizuoja rekombinantinį kiaul÷s augimo hormoną. Kuo didesnis molinis cinko jonų perteklius, 

lyginant su rkAH koncentracija, tuo labiau baltymas destabilizuojamas šiuo metalo jonu (29 pav.). 

Ta pati tendencija matoma ir rekombinantinio audin÷s augimo hormono destabilizavime Zn2+. 

Tačiau, esant skirtingoms raAH koncentracijoms, yra ribin÷s cinko jonų koncentracijos, kurias 

viršijus vyksta kiti porcesai (30 pav.). Tai gali būti Zn2+ jungimasis su rekombinantinio aAH 

jonin÷mis grup÷mis, baltymo agregacija, išsodinimas. Šie procesai n÷ra tokie aktualūs, nes jie 

vyksta esant labai didel÷ms cinko jonų koncentracijoms, kurios tikriausiai didesn÷s nei fiziologin÷s 

Zn2+ koncentracijos.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30 pav. Skirtingų koncentracijų rekombinantinio audin÷s augimo hormono išsivyniojimo temperatūrų 

priklausomyb÷s nuo skirtingų cinko jonų koncentracijų dešimtainių logaritmų reikšmių. ■, □ – 40 

µM raAH, ▲, ∆ – 20 µM raAH, ●, ○ – 10 µM raAH, �, � – 5 µM raAH. ■, ▲, ●, � – ZnSO4, □, ∆, ○, � 

- ZnCl2. Galutin÷ natrio chlorido koncentracija – 50 mM, solvatochrominio dažo -100 µM, 50 mM Tris-

HCl buferinis tirpalas, pH 7,5 
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3.3. Rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus augimo hormonų izoterminis 

titravimas Zn 2+ tirpalu  

 

Zn2+ yra biologiškai svarbus mikroelementas. Nustatyta, kad šis metalo jonas yra būtinas 

gyvūnų augimui [11, 80]. Zn2+ sąveikauja su žmogaus augimo hormonu ir stabilizuoja jo struktūrą. 

Manoma, kad Zn2+ - žAH dimerai – pagrindin÷ in vivo saugomo žmogaus augimo hormono forma 

[9, 12]. Pasteb÷ta, kad jaučio augimo hormonas taip pat stabilesnis su dvivalenčiu cinku.  

Kadangi šis metalo jonas yra svarbus augimo hormonų biologin÷ms funkcijoms, šiame darbe 

izotermine titravimo kalorimetrija buvo matuojama rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s ir žmogaus 

AH jungimosi su Zn2+ metu išskiriama šiluma 25 ºC temperatūroje. Pireš pradedant eksperimentus 

Vilniaus universiteto chemijos fakultete absorbcin÷s spektroskopijos metodu nustatyta, kad 

izoterminio titravimo kalorimetrijos matavimams ruošiamuose rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s 

augimo hormonų m÷giniuose n÷ra cinko jonų, o 2,23 mg/ml ržAH m÷ginyje aptikta 0,04 µg/ml 

Zn2+. Tai sudaro 0,6 % baltymo dalį. 

ITK eksperimentai turi būti atliekami taip, kad eksperimento pabaigoje makromolekul÷je 

esančios ligando jungimosi vietos būtų pilnai įsotintos. Taip pat įsotinimas ligandu turi įvykti ne iš 

karto, norint gauti daugiau eksperimentinių taškų, tod÷l izoterminio titravimo metu ligando tirpalas į 

makromolekul÷s tirpalą injekuojamas ne dideliais kiekiais [153]. Kai baltymo ir ligando jungimosi 

stechiometrija lygi 1, rekomenduojama pradinius ITK eksperimentus atlikti esant 10-kartiniam 

moliniam ligando pertekliui, lyginant su makromolekul÷s koncentracija [103]. Yra žinoma, kad 

vienas Zn2+ jungiasi su viena žAH molekule [12]. Rekombinantinių kiaul÷s, audin÷s augimo 

hormonų aminorūgščių sekų homologiškumas su  rekombinantinio žmogaus augimo hormono 

atitinkamai yra 68 % ir 66,7 %, tod÷l šiame darbe izotermin÷s titravimo kalorimetrijos 

eksperimentai buvo atlikti esant 10-kartiniam Zn2+moliniam pertekliui, lyginant su augimo hormonų 

koncentracija. Taip pat d÷l šios priežasties Zn2+ jungimosi su rekombinantiniais augimo hormonais 

konstantos, stechiometrijos, stebimo entalpijos pokyčio nustatymui naudota vieno nepriklausomo 

jungimosi centro modelio lygtis (1.2.2.1. skyrius): 

[ ] ( )10 −Θ−Θ= iiTi dHVPnq .        (28) 

Pirmieji izoterminio titravimo eksperimentai buvo atlikti su rekombinantiniu kiaul÷s augimo 

hormonu, esant mažesn÷ms nei 50 µM baltymo koncentracijoms. Esant šioms sąlygoms, gauti 

išsibarstę rkAH izoterminio titravimo cinko jonais rezultatai, stebimi maži šilumos pokyčiai 

kiekvienos injekcijos metu (31 pav. A). Taip pat atlikus eksperimentą, pasteb÷ta, kad jungimosi 
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konstantos reikšm÷ nebus didel÷. Norint tiksliai nustatyti ligando jungimosi su makromolekule 

konstantą ir esant ne dideliam makromolekul÷s ir ligando giminingumui, ITK eksperimentai 

atliekami su didesne makromolekul÷s koncentracija [153]. Suprantant, kad esant didesnei 

rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono koncentracijai po kiekvienos injekcijos bus gaunami ir 

didesni šiluminiai pokyčius, tolimesni tyrimai atlikti su didesn÷mis šio baltymo koncentracijomis. 

Įsitikinta, kad esant didesn÷ms šio hormono koncentracijoms (didinant c faktoriaus reikšmę) 

gaunami mažiau išsibarstę duomenys (31 pav. B). Parinkta optimali rekombinantinio kiaul÷s augimo 

hormono koncentracija ITK eksperimentams - 100 µM (32 pav. A, B). Taip pat iš gautų izotermin÷s 

titravimo kalorimetrijos eksperimentų, kai Zn2+ tirpalas injekuotas į rkAH tirpalą kas 3 min. ir kas 4 

min., pradinių duomenų nustatyta, kad 3 minut÷s yra pakankamas laiko kiekis sistemos termin÷s 

pusiausvyros susidarymui po kiekvienos injekcijos. Iš 12 identiškai atliktų rkAH izoterminio 

titravimo cinko jonais eksperimentų, esant baltymo koncentracijai 100 µM, natrio chlorido 

koncentracijai – 50 mM, Zn2+ (titranto) tirpalo koncentracijai - 1000 µM, kurį injekuojant kas 3 min. 

po 10 µl, nustatyta, kad Zn2+ jungimosi su natyviu rekombinantiniu kiaul÷s augimo hormonu 

stechiometrija yra 0,85 ± 0,22, jungimosi konstanta (6,7 ± 1,7) · 104 M-1, o stebimas entalpijos 

pokytis – -4,1 ± 0,8 kJ/mol. Rezultatai pateikti kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis.  

 

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

31 pav. Rekombinantinio kiaul÷s augimo hormono izoterminio titravimo 25 ºC temperatūroje Zn2+ 

integruoti duomenys. (A) baltymo koncentracija – 45 µM, NaCl koncentracija – 50 mM, Zn2+ - 450 µM 

(injekuota kas 3 min. po 10 µl), 50 mM Tris-HCl, pH 7,5; (B) baltymo koncentracija – 63 µM, NaCl 

koncentracija – 50 mM, Zn2+ - 630 µM (injekuota kas 3 min. po 10 µl), 50 mM Tris-HCl, pH 7,5. Taškai 

atitinka eksperimentinius duomenis, kreiv÷ – teorinį modelį   
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Tokiomis pačiomis eksperimentin÷mis sąlygomis titruojant rekombinantinį audin÷s augimo 

hormoną Zn2+ nustatyta, kad šio metalo jungimosi su hormonu jungimosi konstanta yra (3,8 ± 0,4) · 

105 M-1, stechiometrija - 0,61 ± 0,09, stebimas entalpijos pokytis - -4,6 ± 0,8 kJ/mol. Rezultatai 

pateikti kaip vidurkis ± standartinis nuokrypis ir gauti iš 8 identiškai atliktų eksperimentų. Nors 

rekombinantinių kiaul÷s ir audin÷s augimo hormonų aminorūgščių sekos skiriasi tik keturiomis 

aminorūgštimis, tačiau lyginant tokiomis pačiomis sąlygomis atliktus rkAH (32 pav. A) ir raAH (33 

pav. A) izoterminio titravimo Zn2+ eksperimentų pradinius duomenis, galima manyti, kad 

rekombinantinis audin÷s augimo hormonas po 1700 s. agreguoja (po 1700 s. smailių formos n÷ra 

tipiškos). A. Statkut÷s magistro darbe panaudojant cheminio susiuviklio 1,3,5-triakriloil-heksahidro-

s-triazino ir SDS-PAGE metodus nustatyta, kad Zn2+, Cu2+, Ni2+, Cd2+, Co2+ skatina 

rekombinantinio audin÷s augimo hormono aukštesnių oligomerų susidarymą. Taip pat ji 

eksperimentiškai nustat÷, kad raAH vandeniniame tirpale dominuoja baltymo dimerin÷ forma. Tod÷l 

galima manyti, kad, atliekant izoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimentus, rekombinantinio 

aAH dimerai prisijungia po vieną cinko joną susidarant aukštesniems oligomerams, d÷l to 

rekombinantinio audin÷s augimo hormono jungimosi su Zn2+ stechiometrijos vert÷ yra per pus 

mažesn÷ lyginant su rkAH jungimosi su šiuo jonu stechiometrija.     

 

 

32 pav. rkAH izoterminio titravimo 25 ºC temperatūroje Zn2+ pradiniai (galios pokyčiai) (A) ir integruoti 

(galios pokyčiai perskaičiuoti į šilumos kiekio pokyčius) (B) duomenys, esant optimalioms eksperimento 

sąlygoms: baltymo koncentracija – 100 µM, NaCl koncentracija – 50 mM, Zn2+ - 1000 µM (injekuota kas 

3 min. po 10 µl), 50 mM Tris-HCl (dializ÷s) buferinis tirpalas, pH 7,5 
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34 pav. A pateikti 100 µM rekombinantinio žmogaus augimo hormono izoterminio titravimo 

1000 µM Zn2+ tirpalu, turinčio 50 mM natrio chlorido, pradiniai duomenys. 10 µl titranto buvo 

injekuojama kas 3 min. Zn2+ ir ržAH jungimasis tirtas taip pat 50 mM Tris-HCl buferiniame tirpale, 

pH 7,5.  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

33 pav. Rekombinantinio audin÷s augimo hormono izoterminio titravimo 25 ºC temperatūroje Zn2+ 

pradiniai (A) ir integruoti (B) duomenys. Eksperimentin÷s sąlygos: baltymo koncentracija - 100 µM, NaCl 

– 50 mM, Zn2+ tirpalo - 1000 µM, injekuojama kas 3 min. po 10 µl, 50 mM Tris-HCl (dializ÷s) buferinis 

tirpalas, pH 7,5 

34 pav. Rekombinantinio žmogaus augimo hormono izoterminio titravimo 25 ºC temperatūroje Zn2+ 

pradiniai (A) ir integruoti (B) duomenys. Eksperimentin÷s sąlygos: baltymo koncentracija - 100 µM, NaCl 

– 50 mM, Zn2+ (titranto) tirpalo - 1000 µM, injekuojama kas 3 min. po 10 µl, 50 mM Tris-HCl (dializ÷s) 

buferinis tirpalas, pH 7,5 
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Iš gautų pradinių duomenų matoma, kad vienintelio rekombinantio žAH jungimasis su cinku 

yra kooperatyvus, nes po pirmųjų injekcijų išsiskiria nedideli šilumos kiekiai, v÷liau jie palaipsniui 

did÷ja (palaipsniui did÷ja smailių plotai), o galiausiai tokiu būdu ima maž÷ti [167], t.y. Zn2+ 

jungimasis vyksta ne iš karto. Panašu, kad tai vyksta 8 – 16 injekcijų metu. Jungimosi metu 

išsiskiria daugiau šilumos (stebimos aukštesn÷s smail÷s), nes vyksta rekombinantinio žmogaus 

augimo hormono struktūriniai pokyčiai. Norint nustatyti Zn2+ ir ržAH jungimosi konstantą, stebimą 

entalpijos pokytį būtinas kitas modelis, įvertinantis kooperatyvų jungimąsi [153]. Tačiau šio metalo 

jono ir hormono jungimosi stechiometriją galima apskaičiuoti iš rekombinantinio žAH isoterminio 

titravimo cinko jonų tirpalu integruotų duomenų. Manoma, kad Zn2+ jungimasis su rekombinantiniu 

žmogaus augimo hormonu prasideda nuo 8 injekcijos, po kurios cinko jonų ir ržAH molinis santykis 

yra lygus 0,86, ir Zn2+ jungiasi su baltymu iki 16 injekcijos, po kurio šio metalo jonų ir hormono 

molinis santykis yra lygus 1,8. Tod÷l stechiometrija yra lygi 16 ir 8 injekcijų [Zn2+]/[ržAH] molinių 

santykių skirtumui (34 pav. B). Apskaičiuota rekombinantinio žmogaus augimo hormono jungimosi 

su Zn2+ stechiometrija yra 0,94. Gauti rezultatai patvirtina B. C. Cunninghamo ir kt. Scatchardo 

analize gautus rezultatus, kad žAH dimeras susidaro jungiantis dviem cinko jonams kooperatyviu 

būdu [12]. 

 A. A. Saboury`o ir kt. publikacijose, kuriose rekombinantins žmogaus augimo hormonas 

titruojamas Mg2+, Ca2+, Ni2+, Fe3+ ir Cu2+, n÷ra užsimenama apie kooperatyvų šių jonų jungimąsi, 

tačiau yra nustatyta, kad ržAH turi daugiau nei vieną šių jonų jungimosi vietą [160-164]. Gali būti, 

kad tik Zn2+ jungimasis su šiuo baltymu yra kooperatyvus.  
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IŠVADOS 

 

1. Rekombinantinis žmogaus augimo hormonas yra kur kas stabilesnis nei rekombinantiniai 

kiaul÷s, audin÷s augimo hormonai.  

2. Zn2+, Cu2+, Ni2+, Cd2+, Co2+ destabilizuoja rkAH. Atitinkamai jų jungimosi su nenatyviu šiuo 

hormonu konstantos yra: (2,4 ± 0,5)·106 M-1 ir (1,8 ± 0,3)·106 M-1 (esant ZnSO4 ir ZnCl2), 

(2,0 ± 0,3)·106 M-1, (3,9 ± 0,5)·104 M-1, (4,8 ± 0,4)·104 M-1, (2,5 ± 0,6)·104 M-1. Kuo metalo 

jonas stipriau jungiasi su rekombinantiniu kiaul÷s augimo hormonu, tuo daugiau baltymas 

yra destabiluojamas ir tuo daugiau susidaro jo dimerin÷s formos. 

3. Zn2+, Cu2+, Ni2+, Cd2+, Co2+ destabilizuoja raAH. Atitinkamai jų jungimosi su nenatyviu šiuo 

hormonu konstantos yra: (9,9 ± 1,5)·105 M-1 (esant ZnSO4) ir (6,7 ± 0,8)·105 M-1 (esant 

ZnCl2), (6,9 ± 0,5)·105 M-1, (2,8 ± 0,2)·104 M-1, (2,1 ± 0,4)·104 M-1, (1,4 ± 0,4)·104 M-1. 

4. Zn2+, Cd2+, Ni2+, Co2+ stabilizuoja rekombinantinį žmogaus augimo hormoną, tačiau yra 

ribin÷s metalų jonų koncentracijos, kurias viršijus baltymas destabilizuojamas. 

5. Mn2+ nesijungia su rekombinantiniais kiaul÷s, audin÷s AH. Mn2+ ir Cu2+ neturi įtakos ržAH 

stabilumui, tačiau didesn÷s šių jonų koncentracijos taip pat destabilizuoja šį baltymą. 

6. Zn2+ jungimosi su natyviu rekombinantiniu kiaul÷s augimo hormonu stechiometrija yra 0,85 

± 0,22, jungimosi konstanta (6,7 ± 1,7) · 104 M-1, o stebimas entalpijos pokytis – -4,1 ± 0,8 

kJ/mol. 

7. Rekombinantinio audin÷s augimo hormono jungimosi su Zn2+ konstanta yra (3,8 ± 0,4) · 105 

M-1, stechiometrija - 0,61 ± 0,09, stebimas entalpijos pokytis - -4,6 ± 0,8 kJ/mol. 

8. ITK eksperimentai patvirtina, kad Zn2+ ir ržAH jungimasis yra kooperatyvus ir kad vieno 

baltymo molekul÷ jungiasi su vienu cinko jonu.  
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