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Sutrumpinimai

ANS — 8-anilino-1- naftaleno sulfonatas

DK — dekanoatas

DDK — dodekanoatas

HSA —Zmogaus serumo albuminas (human serum albumin)

rhHsP9ON — rekombinantinis Zmogaus kar&tio Soko baltymo 90 N-galinis domenas (heat shock
protein)

rhCAl —rekombinantingé Zmogaus (rh) pirma (izoforma) karboanhidraze (carbonic anhydrase)
GndHCI — guanidino vandenilio chloridas

METZ - metazolamidas



IVADAS

Temperatiaros, slégio ir tirpiklio jtakojamos baltymo denatiracijos tranzicijos
charakterizavimas termodinaminiais parametrais leidZia suprasti baltymy stabilumg (Dubins,
Filfil et al. 2003). Ségio poveikio charakterizavimas termodinaminémiais parametrais, tokiais
kaip tdris, suspaudZiamumas, plétimasis, papildydamos temperatiros poveikj apibadinancius
parametrus. entropija, ental pija, Slumine talpa, leidzZia placiau apibadinti tiriamas sissemas (Slva
and Weber 1993; Heremans and Smeller 1998), suprasti ju struktairos pokyciu, vykdomy reakciju
ir jungimosi U jvairiais ligandais reakciju mechanizmus. Iki Siol maZzai Zinoma kaip baltymai
veikiami auk$tu slégiu saveikauja su liganda's, tad mano dar bo tikd as — nustatyti auk&to dégio
poveiki baltymy — ligandy jungimuis. Naudojant baltymy denataracijos ir jungimos su
ligandais fizikinj modelj i$ fluorescencijos duomeny galima nustatyti denatiiracijos ir jungimos
nuo slégio priklausomas termodinamines charakteristikas Teisingai interpretuojant nustatytas
charakterigikas galima geriau supragti baltymy — ligandy jungimasi.

Same darbe tirti balymy stabiluma ir jungimasi, esant auk&am slégiui, buvo pasirinkti trys
baltymai: Zmogaus serumo albuminas (HSA), rekombinantine Zmogaus karboanhidrzé | (rhCAl)
ir &luminio %oko baltymo N - galinis domenas (Hp90N). Sie baltymai yra jdomas dél lasteléje
vykdomy svarbiy funkcijuy, kuriy sutrikimai, jtakoja jvairiy ligy, tokiy kaip glaukoma ar véZziniai
susirgimai, atsiradima. Sy baltymy aktyvumo sutrikimus galima sumaZinti dopikliais, kurie
jungias baltymy aktyviajame centre ir stabdo ju katalizuojamas reakcijas. Nepaisant dopikliu
gipraus jungimos prie baltymy, ju neselektyvus jungimasis organizme sukelia daug pasaliniy
poveikiy, todél stengiamasi sukurti slopikliy, kurie buty veiklas mazomis koncentracijomis ir
pasi zymeéty dideliu selektyvumu norimiems baltymamsir jy izof ormoms.

Siekiant jgyvendinti darbo tiksla, reikéjo jvykdyti dar bo uzdavinius:
1) nustatyti salygas, prie kuriy matuojant stacionaria fluorescencija aukstame dégyje iki 4000
atm galima gebéti pasirinkty baltymy iSsivyniojimo tranzicijas,
2) nustatyti pasirinkty baltymy - ligandy jungimosi parametrus dégio poslinkio fluorescencijos
metodu;
3) nustatyti, kaip auk&tas dégis keiciarhCAl ir rhHspOON denatiracija auk®a temperatira;
4) nudtatyti, kaip auk$tas dégiskeicia pasirinkty baltymy - ligandy jungimosi konganta.



1. LITERATUROSAPZVALGA

11 HSA, rhCAl, Hsp90 struktiirosir jungimadssu ligandais

Zmogaus serumo albuminas yra labiausiai paplites tirpus baltymas Zmogaus organizme. Jo
pagindiné fiziologine funkcija organizme yra transportucti jvairius anijonus iskaitant ir
laisvasias riebaly ragdtis (Saifer and Goldman 1961). Daugiausia jo randama kraujo serume,
limfoje, garuojanciy audiniy pavirduje, lasteliy audiniy skystyje, ir kituose gyvo organizmo
sKys¢iuose. Zmogaus serumo albuminas sudarytas i$ vienos 585 ar. 66,5 kDa grandinés, kuri
susivyniodama sudaro 28 a-spirales (67 % visy ar. liekany), sujungtas kilpomis (1 pav. a).
Struktara sutvirtinta 17 difulfidiniy tilteliy (Peters 1996). NemaZai Zinoma apie struktaroje
iSskiriamuy triju domeny gruktarinius pokycius, baltyma veikiant cheminiais reagentais. Baltymo
pavirSius vandenyje beveik lygiom dalim sudarytasis hidrofobiniy ir hidrofiliniy amino ragiy.

Pav. 1. 8 Zmogaus serumo abumino (HSA, pdb: 1A06) b) Zmogaus kar&io Soko baltymo 90 N-galinio domeno
(Hsp90N, pdb: 2CCS) ir ¢) Zzmogaus pirmosi os karboanhi drazés (hCAI, pdb: 1AZM ) tretinés struktiaros. Struktiry
pave kslai paruosti PyMol programa.

Zmogaus serumo albuminas sruktiriskai ir funkciskai labai gerai idyrinétas baltymas
taciau iki Siol mazai kas Zinoma apie Sio baltymo nuo slégio priklausomus parametrus. Viename
&ltinyje nagrinéjamas adiabatinio suspaudZziamumo koeficiento ir dalinio specifinio tario
priklausomybé nuo ligando koncentracijos (Barbosa S., Taboada P. et al. 2003). Buvo nagrinéta
HSA atskiry domeny denataracija auk&®u dégiu ir uréja nustatant, kad treciajj domena gadima
denataruoti slégiu iki 400 MPa, kai pirmajame ir antrajame domenuose nepastebiti struktariniai
pokyciai (Tanaka, Nishizawa et al. 1997).



Kar&io Soko baltymas 90 (Hsp90, angl. k., heat shock protein 90) yra 90 kDa Saperonas
apsaugantis naujai ekspresuctus baltymus , klientus* nuo klaidingo susisukimo, agregacijos ir
tarpusavio saveikos. Normaliomis salygomis Hsp90 sudaro 1-2% lasteléje esanciy baltymuy,
taciau streso salygomis, ju kiekis padvigubéja. Padidejus Siy baltymy ekspresija audiniuose,
kurie atakuojami kar&iu, sunkiaisiais metalais, padidéjusiu rag&ingumu, deguonies trakumu,
padidina lasteliy iSlikima. Hsp90 padeda islikti ne tik sveikom bet ir piktybinem (vézineém)
lastelém. Hsp90 vézingse lagelése pasizymi dideliu ATP- aziniu aktyvumu. Hsp90 sudarytas is
triju domeny: C — galinio, vidurinio ir N — galinio. N — galinis domenas pasizymi ATP — aziniu
aktyvumu ir koSaperoniny jungimusi. Js turi specifini ATP jungimosi centra prie kurio gali
jungtis struktariskai nepanasis nataralts ligandai: geldanamicinasir radisikolis, pusiau sintetiniai
ir sintetiniai junginiai. Sos medZiagos jungdamos stipriau nei nataraliis nukleotidai, sustabdo
ATP jungimasi ir tokiu badu kei¢ia natiralias baltymo funkcijas. N — galinis domenas sudarytas
iSo— girdiy ir p — klostés, sudarytos iS 7 antilygiagreciy f — grandiniu (Pav. 1 b). Labai gerai
isyrinétas Sio domeno jungimasis su radisikoliu, ta¢iau neatlikta jokiy tyrimy kaip auk&tas dégis
gali jtakoti §j jungimas.

Karboanhidrazés yra fermenta katalizuojantys anglies dvideginio virtima angliaraigdte
grizamaja reakcija. Ju aktyvuma slopina sulfonamidiniai junginiai. Zinduoliuose iSskiriama 14
skirtingy karboanhidraziy izoformy(Pastorekova, Casini e d. 2004). Pirmoji Zmogaus
karboanhidraze (hCAIl) yra citoplazminis fermentas sudarytas iS p — klostiy, keleto trumpu
spiraliy ir didelés negruktirizuotos dalies (Pav. 7 c). Nors CAl guktariskai ir funkciskai gerai
i&yrinétas baltymas, bei daug Zinoma apie S0 baltymo jungimasi su sulfonamidiniais slopikliais
taciau niekad nenagrinétas auksto slégio poveikis CAl gruktariniams poky¢iams ir CAl —ligandy

jungimuisi.
12 ANSjungimasisir fluorescencija

ANS (8-anilino-1-naftaleno sulfonatas) yra fluorescuojantis dazas, naudojamas baltymy ir
biologiniy membrany tyrimuose. Kalorimetriniu metodu buvo nugatyta, kad ANS jungiasi prie
baltymo katijoniniy grupiu (His, Arg, Lys) sudarydami jony poras. ANS anijonai prie baltymy
jungias dviem budais: 1) aplinkoje, kurioje néra arba beveik néra vandens (intensyvi ANS
fluorescencija), 2) antruoju budu prisjungusius ANS anijonus supa vanduo, kuris gesina

fluorescencija, todel ANS fluorescuoja labai silpnai (2 pav.) (Matulisand Lovrien 1998).



Kalorimetriskai buvo nustatytas, ANS jungimasis prie jauc¢io kraujo serumo albumino
(BSA), kuris labai panadus i véliau nustatyta, bet nepublikuota ANS jungimas prie bCAIl. BSA
turi 100 ANS prisijungimo centry, iS5 kuriy 5 apsupti hidrofobinés aplinkos ir 95 — vandens.
Aplinkos dielektriné skvarba, itakoja ANS fluorescencija, todél hidrofobingje terpéje ANS
fluorescugja stipriau, nei vandenyje. Kintant terpes, pH nuo 4 iki 2, baltyme padidéja atitinkamai
nuo 4 iki 12 ANS jungimosi centry, kuriuos supa hidrofobiné aplinka. Dél Sios priezagies

tirpalo, fluorescencija iSauga.

H,0 Hz0 Hz0 Nonfluorescent

H20

- +
(C-soins
o Oy

Nonfluorescent

Ho0 Ho0

Pav. 2. Du ANS prisijungimo prie baltymo buadai. Prisijunges ANS gali fluorescuoti arba nefluorescuoti.
Fluorescencija nulemia terpé supanti anilino naftaleno grupe. Jei Sia grupe supa vanduo, tai ANS beveik
nefluorescugja, je hidrofobine terpe, tai ANS fluorescendijaintensyvi (Matulis, Baumann et d. 1999).

ANS anijonai, prisijunge prie baltymo vandens apsuptyje, veikia kaip matrica formuojantys
ir baltyma apsaugantys junginiai, ir vadinami matriciniais ligandais Sie ligandai pasizymi stipriu
jungimusi, kuris sukelia baltymo konformacinius pokycius ir apsauga. Matriciniai ligandai
prisjunge prie baltymo sukelia terpées pH padidéjima, todél padidéja baltymo lydymos
temperatira (Ty). Minetas pH padidejimas jvyksta del ANS anijony prisijungimo prie baltymo
teigiamai ikrauty Soniniy grandiniy arba karboksilo grupiu protonizacijos:

RNH, + ANS +H,O® RNH, - ANS + OH"
"H,NRCOO +ANS +H,0O® ANS- H,NRCOOH + OH"

Baltymo molekule, sengdamas neutralizuoti sutrikdyta kraviu pusiausvyra, IS hidrolizuoto
vandens prisijungia protony, bet nepaisant to, baltymas lieka jkrautas neigiamai, nes vandenilio



jomy prisijungia dvigubai maziau nei ANS anijony. Sumazéjus elektrostatiniai stamos jégai tarp

teigiamy kraviy, molekulé susitraukia (Matulis, Baumann et al. 1999).
13 Baltymy temperatiirinis gabilumas T, ir ligandy jungimass
1.3.1 Baltymy temper atarinisstabilumasir T,

Tiriant baltymy temperatarini sabiluma, didinant temperatiira, matuojami baltymo sruktira
itakojantys parametrai. Temperatara pilnai denataravus baltyma, iS iSsivyniojimo tranzicijos
galima nudtatyti baltymo lydymos temperatira (Tm), kuriai esant baltymo iSsivyniojimo
griamoji reakcija yra pusiausvyros biasenoje, kurioje natyvaus ir iSsisukusio baltymo struktiry,
laisvosios energijos yra lygios (AG = Gy— Gy = 0, ¢ia Gy —iSsisukusios ir Gy - natyvios baltymo
buseny laisvosios energijos).

Baltymo lydymosi temperatiiros nustatymui yra sukurta nemazai metody (kalorimetriniail,
optiniai). Vienas i$ optiniy baltymo stabilumo ir T, nustatymo metody yra fluorescencinis. Siuo
metodu matuojamas baltymo temperatarinis sabilumas, stebint baltymo struktiroje esancio
triptofano arba prikabinty dazuy (pvz. ANS) fluorescencija. Stebima fluorescencija gali biti
apibadinama lygtimi:

_ Yoo Y _ Ye- Y
y(T) =y: +1+eEJDUG(T::/RT =W +1+e.FDUG(TL)J/RT 1)

kur yg ir yy yra atitinkamai natyvaus ir denataravusio baltymo fluorescensijos intensyvumai.
Eksponenté rodo tikimybe, baltymui denataructi, esant laisvajai iSsivyniojimo energijai AuG.
Pradinis ir galutinis fluorescencijos intensyvumai, gali bati iSreiskiami tiesinémis
priklausomybémis:

Yery=Yer, t M (T-T,) (2
Yoy =Yur, TM, (T-T,) (3)

Ciayrtm ir yutmYra natyvau ir isivyniojusio baltymo (arba prisijungusio florescuojangio dazo)
fluorescencija lydymosi temperatiiros taSke, my ir mg, atitinkamai, denataravusio ir natyvaus
baltymo fluorescencijos koeficientai priklausantys nuo tiesinés temperatiiros (ju pokytis keicia
tiesiy Yr(m) ir Yu(t) pokrypio kampa).



Baltymo iSsisukimo laisvosios energijos pokytis, kaip temperatiros funkcija (AuGm), gali
buti iSreikSta per iSsisukimo entalpijos (AuH+r), entropijos (AuSr) ir Siluminés talpos (AuCp)
pokycius:

e 2T 60
DyGr, =Dy Hr, - TDySyy =Dy H, +D,C, (T- Tr)-TéDUsn +D,C, |n§?3; (%)
. O

Cia T, yra baltymo lydimosi temperatira (Tn), kai tirpale néra ligando, T — absoliuting
temperatira. Pateiktoje lygtyje tariama, kad Siluminé talpa, esant maZzam temperatariniam
pokyc¢iui, nepakinta.

IS 1-4 lygtiu galima sudaryti fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo

temperataros funkcija:

yU,Tm - yF,Tm +(”b + me )(T - Tm)

Yr) = Yer, T Me (T-Ty)+ 1+e(DUHTr +D,C, (T-T,)-T(Dy Sy, +D,C, M(T/T, )/ RT (6)

S lygtis naudojama eksperimentiniy duomeny iSsivyniojimo parametry nustatymui. Levenberg-
Marquardt algoritmu kvadraty sumai minimizuoti, nustatomi %S eksperimentiniy duomeny
parametrai (Yetm, My, Mg, Yu,1m AuHTr, Tm). (Matulis, Kranz et al. 2005)

1.3.2 Baltymy —ligandy jungimos nustatymas

Klasikinis metodas nustatyti ligandy jungimos gimininguma yratiriant ju poveiki baltymu
stabilumui, veikiant denatiiracija sukelianciais cheminiais junginiais arba auk&a temperatira Sis
budas tirti baltymy gabiluma yra patogus dél pakankamai gerai i&tirtos cheminés ir termines
baltymy denataracijos ir sukurty § reiskinj aiskinanciu modeliy. Surinktus duomenis gdima
nagrinéti reakciju pusiausvyros ar kinetikos aspektais.

D. Matulis ir kiti (Matulis, Kranz et al. 2005), bei P. Cimmperman ir k.t (Cimmperman,
Baranauskiene et al. 2008) nagrinéjo kaip prisjunge ligandai paslenka baltymo iSsivyniojimo
reakcijos pusiausvyra ir iSvedé baltymo — ligando jungimosi nustatyma apibadinancias lygtis
Prie natyvaus baltymo prisijunge ligandai, paslenka griZtamosios denatiiravusio — natyvaus

baltymo reakcijos pusiausvyra natyvaus baltymo susidarymo kryptimi:

U +L %90 N+ L %8 NL, ™
Cia U- denatiravusi, N - natyvi baltymo formos, L; — laisvas ligandas ir NLy- baltymo-ligando
kompleksas.



Baltymo stabiluma galima iSreik&i laisvosios energijos pokyciu, susidedanciu i$ stabilumo
nesant ligando (AuGm) ir papildomos stabilizavimo laisvosios energijos (AsGm), dél
prisgjungusio ligando, kuria galima iSreik&i per jungimosi konstanta Ky ir ligando koncentracija
L

DG+, =D,Gyy +DGyy =D, Gy, +RTIN(L+K[L]) (8)
Reikty pamineti, kad AGm =0, kai T= T, tuomet D,G, =- RTIn(1+K,[L,]). Pusiausvyros

konstantas, kuriosnusako baltymo stabiluma ir ligando jungimasi, (7) lygtyje, galimaisreik&ti

laisvosomisenergijomis:

U -Gy
K _u: R s R TS R _ (R R (T ) TR G, (T,
U_T,

N7 ©

_ [N _ e%mw _ s B TS5 IR, :e—(DDHTO+DDC,J(Tm-To)-Tm(Dosro+DocpIn(Tm/To)))/RTm (10)
Cia AuG), AuHm , AuSm ir AuCy, aitinkamai, baltymo sabiluma lemiancios Gibso laisvosios
energijos, entalpijos, entropijos pokyciy funkcijos ir baltymo Siluminés talpos pokytis AGm,
ApHm, AbSm, AvCp aitinkamai, ligando jungimasi nusskancios Gibso laisvosios energijos,
entalpijos, entropijos funkcijy ir Slumingé talpos pokyciai, prisijungus ligandui.
Suminius, minétose reakcijose dalyvaujancius, baltymo (P ir ligando (L) kiekius gdima
iSreikdti lygybéemis:

R =[N]+[U]+[NL,] (11)

L =[] +[NL,] (12)
Naudojant 11, 12, 9 ir 10 lygtis, galima iSreik&ti bendra ligando koncentracija (Ly):
1 0

+ [
T, Kb_Tm 17}

(13)

& p
Lt = (KU T 1)§2Kut

PerraSant Sa lygti pasinaudojus 9 ir 10 lygtimis galima iSreik&ti bendra ligando koncentracija (L)
reikalinga padidinti baltymo lydymosi temperatira nuo T, (kai tirpale néra ligando) iki Tp, (esant
ligando):
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] :g%_ (U H, +By Cp(Ta To ) T (0S5, +DLCy (T /T )) ) /R 19
(4]
, .(14)
SE e (Du Hy, +DyCy (T~ T )- Tm(DU Sy, +Dy CpIn(Te/T, )))/RTm e (DbN H, +DinCp (T To)- Tm(DbNSTo *+DinGp '”(Tm/TU)))/RT"‘ g

Sia lygtimi modeliuojant Ty, priklausomybe nuo ligando koncentracijos nustatomi baltymo —

ligando jungimosi parametrai.

14 Auk&o dégio jtaka baltymamsir jungimuidg su ligandais

Baltymy stabilumas priklauso nuo temperatiros, slégio, hidratacinés talpos ir tirpiklio
savybiy(Mitra, Smolin et al. 2006). Jau senokai Zinoma, kad auk&as dégis denataruoja baltymus
ir jtakoja reakcijos pusiausvyra . Slégis pakei¢ia reakcijos pusiausvyra | mazesnio tirio sistemos
busena (Boonyaratanakornkit, Park et al. 2002). Dazniausiai uzdaroje sigemoje Kintant slégiui,
kinta ne tik taris, bet ir suspaudziamumas, kuriuo galima apibadinti sisemos savybes Same
skyrelyje bus kalbama apie tario ir suspaudZziamumo pokycius batymus veikiant auk&u slégiu,
slégio jtaka baltymy temperatiriniam stabilumui ir baltymy - ligandy saveikos fizikini modelj,

esant aukStam slégiui.

14.1 Tario poky¢ia denatar uojant baltymus

Dél auk&os temperatiros, vykgant baltymo iSsvyniojimui, tario pokyciai, esant atmosferos
slegiui, gali bati teigiami arba neigiami. Slégiu denatdruojant globulinius baltymus, tario
pokyciai visada yra neigiami. Sis pastebé¢jimas atspindi Le Chatelier principa ir nuostata, kad
baltymai veikiami auk&tu slégiu denatiiruoja tuomet, kai denataravus ju forma uzima mazesni
tarj, nel natyvi (Chalikian 2003).

Dalinis tirpinio molekuliy ar jony molinistaris(V;) apibadinamas, kaip tirpalo tario pokytis,
del pridétos tirpinamos medziagos, ka kiti sistemos parametrai (dégis, temperatara ir k.t.)
nekinta. JisisreiSkiamas lygybe:

v, =9 (16)

AT R
Cia V- tirpalo taris, ny — tirpinio kiekis moliais. V; néra lygus molekuliy ar atskiry jony tariui,
kurie nesaveikauja su tirpiniu. V; sudaro trystariy dedamosios:

Vi = Vatom; + Vertmiy + AVhidratadijos (17)
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AVhidgratagjos ratirpalo tario pokytis, atsirandantis del tirpinio (pvz. baltymo molekiy) saveikos su
tirpikliu. Vertmi,, — Susivyniojusio baltymo struktiiroje esancios tus¢ios ertmes.

Tirpala veikiant slégiu arba temperatira, Vatom, Nekinta, todé! tirpalo suspaudziamumas ir
plétimasis priklauso nNUO  Vertniy, ir AVhidramgios Kiekvieno iS padaryju nariy indeli i
sugpaudziamumo koeficiento reik8me sunku jvertinti, todél daromos prielaidos, kurias sunku
patikrinti eksperimentiskai (Heremans and Smeller 1998). Ultragarsiniu tyrimo metodu yra
nugatomas pilnas molinis taris, kuomet kitais metodais (gpektroskopiniais, BMR, Retgeno
spinduliy krigalografija) galima nustatyti tik lokalius, jvykstancius baltymo viduje, tario
pokycius. Baltymo tirpala veikiant dégiu, tario pokytis atsiranda dél molekulése esanciy vidiniy
ertmiy. Sistario pokytis yra gana maZas , siekiantis apytiksliai 1% viso baltymo tario. Baltymy
iSsivyniojimo reakcijos auk&tame slégyje tario pokytis yra neigiamas.

Eksperimentais su stafilokoko nukleazés mutantais buvo parodyta, kad aktyvacijos ir

pusiausvyrostiriy pokyciai nepriklauso nuo guanidino koncentracijos.
14.2 Tario poky¢ia ligandamsjungiantis prie baltymy

Cheminés reakcijos tario pokycius galima nudatyti dviem badais: 1) atlikti dilatometrinius
bandymus (tiesioginis tario pokyc¢io matavimo biadas) arba 2) Zinant jungimos konstanta,

apskaiciuoti pagal lygti:
(31)

¢iaK| —ligando jungimos pusiausvyroskonstanta.

Nustatant baltymo lydymosi temperatiros ir van Hofo entalpijos pokycius (atitinkamai ATy, ir
AHyy) dél pakitusio slégio, pagal Klapeirono lygti galima gpskaic¢iuoti tario pokyti baltymui
denataravus (Dubins et al., 2000) :

T 6DH
Dngdh(;’ vH
efPg T,

Nustagius iSsisukusiy baltymo ir baltymo ligando kompleksy tiriy poky¢ius (atitinkamai AVp (P)

(32)

ir AVp (PL)) galima apskai¢iuoti ligandy jungimosi tario pokytj :
DV =DV, (P)- DV, (PL) (33)
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Pav. 3. Ligandy (2-CMP(e), 3-CMP (0)) jungimosi, prie ribonukleazés A, tario pokyciy (nustatyty matuojant
ultragarso greiti) priklausomybé nuo temperataros (Dubirs et d., 2000).

Pirmigji tario pokyciai jungiantis deguoniui ir etilizocianatui prie ferohemoglobino buvo
atlikti, nugatant auksto hidrogtatinio dégio jtaka jungimosi konstantai(Suzuki 1972). 1S jos
apskaiciuoti ligandy jungimosi tario pokyciai: deguonies AV=0, eilizocianato AV= -23 mi/mol.
Ekgperimentais su ribonukleazés A ir dviem prie jos besijungianciais ligandais (3-CMP, 2-CMP)
buvo parodyta jungimosi tariy pokyc¢iu priklausomybé nuo temperataros (3 pav.)(Dubins, Filfil
Jr. et al. 2000). Prie didesnés temperataros ligandy jungimos tiriy pokyciai yra didesni.
Jungiantis 2-CMP prie ribonukleazés A, AV padidéja nuo 19+15 cm®xmol ™, esant 18 °C iki 35 +
15 cm®xmol ™, esant 40 °C, ir jungiantis 3-CMP, AV padidéja nuo 22 + 15 cm®xmol %, esant 18
°C iki 43 +15 cm®xmol ™, esant 40 °C(Prehoda, Mooberry et al. 1998; Dubins, Filfil Jr. et al.
2000).

1.4.3 SugppaudZziamumas

Vienas IS svarbiy parametry apibudin¢iy tiriamos terpés savybes yra jos suspaudZiamumas.
Jis parodo sigemos kompaktiSkuma ir hidratacija. Tiriamos sistemos gali bati apibuadinamos
adiabatiniu ir izoterminiu suspaudZiamumais (Chalikian 2003). |zoterminis sistemos
suspaudziamumas (Ky) apibadinamas, kaip tario pokytis, dél pakitusio slégio, esant pastoviai
temperatirai (Taulier and Chalikian 2002):

KT = bTVi =- ﬂlg (18)
e TP o
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Cia T yra absoliuti temperatira, b, =-V *(V,/fP), — izoterminio suspaudZamumo
koeficientas. Analogiskai isreSkiamasir adiabatinis suspaudziamumas, esant pastoviai entropijai:
Ke=byV = @lg (19)
e TP g
Kur S—entropija, by =-V,"*(V, / P) - adiabatinio suspaudziamumo koeficientas.
Ry$ys tarp sugpaudziamumo koeficienty iSreiSkiamas lygtimi:
a’T

GC

b, =bg+ (20)

Cia a =-V, *(TV, /T), - temperatirinio plétimosi koeficientas p — tankis, C, — specifiné
Silumine talpaprie pastovaus slégio, T —temperatara. Buvo atlikta daugybé skaiciavimu, siekiant
ivertinti  globuliniy baltymy suspaudZiamuma. [vertintos baltymy vidinés struktaros
suspaudziamumo koeficienty vertes (t, fs) skirstosi nuo 1x10 7 iki 3x10 " bar. Skirtumastarp
baltymy izoterminio ir adiabatinio suspaudZiamumo koeficienty yra skai¢iavimo paklaidy ribose,
todel ju verciy negalima grieZtai atskirti (Taulier and Chalikian 2002).

Lenteléje 1 pateikta keletas izoterminio suspaudZziamumo koeficiento veréiy. Neigiamas
aminorug&iu suspaudziamumas susidaro deél tirpinio —tirpiklio saveikos pokyc¢iy. Tuasios ertmes
(susidarancios dél baltymo netobulo susivyniojimo) baltymo natyvioje struktaroje kompensuoja
neigiama aminoragXiu suspaudZiamuma, todél baltymo suspaudZiamumas yra teigiamas
(Heremans and Smeller 1998). Cia Siek tiek skirias baltymy sugpaudZiamumo koeficiento
reikSmes, nei pateiktos Taulier ir Chalikian, kur gt gali bati nuo 10 1/Mbar iki 30 1/Mbar
(Taulier and Chalikian 2002).

Lentelé 1. Keletas i zotermi ni 0 suspaudzamumo koeficiento verciu. (Heremans and Smeller 1998)

S, UMbar
Vanduo 458
Amino ragstys nuo-0,28 iki -0,62
Bal tymai 2-15
Baltyme esan¢iy ertmiy 250

Atliekant kystio (tirpalo, tirpiklio) tankio (p) ir ultragarso grei¢io (U) matavimus, adiabatini
sugpaudziamumo koeficienta (8s) galima nudatyti, naudojant Niutono-Laplaso lygti:
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bg=r""U? (21)
Gekko ir Hasegawa (Gekko and Hasegawa 1986) pagal adiabatinio suspaudziamumo
temperatarine priklausomybe apskai¢iavo baltymo dgruktaroje esancias tu&ias ertmes ir
hidratacija. Kylant temperatirai jaucio serumo abumino ir lizozimo adiabatinis
supaudZiamumas mazéjo. Zemoje temperatiroje sumaZéjes  suspaudZiamumas  buvo
interpretuctas kaip baltymo molekuléje esan¢iy ertmiy sumazéjimas. Glicildipeptido adiabatinio
sugpaudZziamumo padidéjimas (tapimas maziau neigiamu), dél pakilusios temperatiros, buvo
interpretuctas kaip vandens ir jo apsupty jkrauty galiniy grupiy elektrostrikcijos sumazéjimas
(Heremansand Smeller 1998).

Baltymai tirpiklyje gali biti apibadinami daliniu moliniu (K°) ir specifiniu daliniu moliniu
(k°) suspaudziamumais. | zoterminis ir adiabatinis daliniai moliniai sugpaudziamumai iSrei kiami,
priklausomybémis:

_afK, ¢

K2 k2 2

gﬂN oo (22)
AK. 6

KO: S X 23

s gﬂN i (23)

kur N — tiriamos medziagos (tirpinio) kiekis moliais. Norint palyginti skirtingos molekulines
mases (M) baltymus, naudojamas dalinis specifinis izoterminis k? = K? /M ir dalinis ecifinis
adiabatinis kJ = Kg /M suspaudzZiamumai.

Dalinis molinis adiabatinis suspaudziamumas ( KZ) gali biti nustatomas skirtinguose tirpal uose,
matuojant jy tanki ir ultragarso greitj. Zinant Kg galima apskaiciucti dalinj molinj izoterminj
sugpaudziamuma K7 (Chalikian 2003). | zoterminio suspaudziamumo pokyti ( DK ), susijusj su
slégio jtakojama tranzicija, galima nustatyti ne tik S tankio ir garso grei¢io matavimo, bet ir iS
spektroskopiniy duomeny(Heremans and Smeller 1998; Prehoda, Mooberry et al. 1998).
Spektroskopiniai metodai (pvz. liuminescenciniai) leidzia jvertinti suspaudzZiamuma baltymo
viduje, kuris yra kirtingas nei nustatytas ultragarsiniais metodais Liuminescenciniais metodais
yra matuojami atstumo pokydiai, tarp baltymo molekuléje esanciy atomy. Sie pokyéiai asiranda
del vidiniy baltymo ertmiy suspaudZziamumo, kuomet ultragarsiniais matavimais aptinkami ne tik

vidiniai baltymo plySiai, bet ir hidratacija (Heremans and Smeller 1998).
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Daliniu specifiniu adiabatiniu  suspaudZziamumu, galima apibadinti baltymy tarpines
busenas(Chalikian and Breslauer 1996). Jis sudarytas iS teigiamo baltymo molekulés (ky) ir
neigiamos hidratacijos (ki) suspaudziamumo dedamuju:

s = ky +k, (24)
Sistemos dedamoji kv atspindi tirpikliui neprieinamas vidines baltymo ertmes susidararcias, dél
netobulo baltymy susisukimo. J susijusi su vandeniui neprieinamu baltymo tariu, Vv, ir jo
adiabatinio suspaudziamumo koeficientu, fm:

— bMVM

Ky, v

(25)
M —baltymo molekuliné mase.
Hidratacijos dedamoji, kn, parodo suspaudziamumo sumaZzejimg del vandens saveikos su baltymo
pavirSiumi:
k, =M Q& S,Kq (26)
Sii — i-tosios ar. liekanos, tirpalui pasiekiamas pavirSiaus plotas;
Kg — 1A2 ploto i-tosios a.r liekanos suspaudziamumas.
Globuliniams baltymams, é S,Kg nays yra neigiamas, o atskirg ar liekany Kg Zenklas

priklauso nuo eksperimento salygu ir tiriamo ar liekanos tipo. (Taulier and Chalikian 2002)
10 ———— —y

Akg, 10° cm’ g” bar”

.30 " | " | . L N I "
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

)

Pav. 4. Skirtingos molekulines masés batymuy, teoriSkai apskaiciuoto specifinio adiabatinio suspaudZ amumo
pokycio (Akg) kitimas batymui denattruojant (c — derataracijos lapsnis). Sumodeliuotose kreivése enant nuo
virsutings kreives link apatines, skai¢iavimams buvo naudota baltymy molekdiné mas: atitinkama: 0 kDa
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(raudong), 15 kDa (oranzing), 20 kDa (geltona), 30 kDa (rozn¢), 50 kDa (mélyna) ir 80 kDa (Zalia). (Taulier and
Chalikian 2002)

Foektroskopiniais dégines baltymy denatiiracijos eksperimentais nustatyti, specifiniai
daliniai baltymo iSsvyniojimo suspaudZziamumo pokyciai (Aky) yra teigiami (iSskyrus
metmioglobing) (lentelé 2). Tai reiskia, kad iSsisukusio baltymo specifinis dalinis
suspaudZziamumas yra didesnis, nei natyvaus baltymo. Tokiy duomeny paaiSkinimui, buvo
ikeltos kelios hipotezés, kuriy pagrindineé mintis, kad Siuose eksperimentuose galéjo biti
aptiktos tarpinés iSsivyniojimo bisenos kaip tirpstancios globulés busena, o modeliai pagal
kuriuos skaiciuotas Akt gpraso dégine baltymy denataracija, be tarpiniuy baseny. (Taulier and
Chalikian 2002)

Lentelé 2. Skirtingy baltymy déginés baltymy denatiracijos specifinia suspaudziamumuy pokyciai, tarp natyvaus ir
iSsivynigusio batymo(Taulier and Chalikian 2002). 1S minéto Saltinio paimtoje lentel¢je pridéetas papildomas

stulpelis, kai slégo vieneta perskaiciuoti i cal/cnt priimant, kad 1 bar =1 am = 1/41 cal/cm® (Hawley 1971)
Baltymas/séginé tranzicija Akr, 10° cm®/(gxbar) | Akr, 10°° cm®/(gxcal)
Ribonukleazé A (pH=2-4, T=20-50 °C) 07-15 287 615
Chimotripsnogenas (pH=2.07, T=0 °C) 12 492

M etmioglobinas (pH=4-6, T=20 °C) 0,2 82

Ribonukleaze A (pH=2, T= 22°C) 11 451

Stafilokoko nukleazé (pH=7, T=45 °C) 2.4 98.4

Stafilokoko nukleaze (pH=5,3, T=24°C) 0.9 36,9

1.4.4 M etastabilios biisenos for mavimass, veikiant baltymus dégiu

Veikiant baltyma dégiu, galima stebéti iSsivyniojancio baltymo tarpines, metastabilias
busenas, kuriy negalima aptikti kitais metodais. Jos gali atitikti trumpalaikes tarpines biisenas
vykstant baltymo susivyniojimo procesui. Su daugeliu literatiroje apradyty tirty baltymuy:
apolipoproteinu A-l1, arc represoriumi, apomioglobinu, a-laktalbuminu, kreatino kinaze ir
modeliniu trim spiralem surig&tu baltymu, esant auk&tam slégiui buvo aptiktos tarpinés biasenos
pavadintos besilydargiaja globule (angl. molten globule). S biasena pasZzymi maZesne
iSsivyniojimo energija, nei pilnai iSsivyniojes baltymas. Ji nustatyta auksta slégi kombinuojant su
jvairia (priklausomai nuo baltymo stabilumo) guanidino (Gnd) koncentracija. PavyzdZiui,
eksperimentais su Zmogaus apolipoproteinu A-1 nustatyta slégiu veikiamo baltymo energijos

busena, mazesné nei baltyma denataruojant 2M Gnd(Mantulin and Pownall 1985).
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Atlikti déginiai eksperimentai su lizocimu, naudojant skirtingas Gnd koncentracijas ir
temperatira, leidzia manyti, kad lizocimas, esant tam tikroms salygoms, linkes pereiti | nepilno
susivyniojimo busena (Sasahara and Nitta 1999). Kreatino kinazés 43 kDa dimeras tampa
nebeaktyvus prie 1,5 katm, o prie 6,5 katm slégio arba 0,8 M Gnd (prie normalaus atmosferos
slégio) pereinaj dalinai susivyniojusio baltymo bisena. Baltymui denataruoti, reikia 1,5 M Gnd
ir dégio iki 6,5 katm (Zhou, Zhu et al. 2000).

Modelinis 65 a.r. trispiralinis baltymas turintis maza iSsivyniojimo energija (4,6 kcal/mol)
buvo nepilnai denatiruotas slégiu iki 3,5 kbar (Chapeaurouge, Johansson et al. 2001). Pilnas Sio
baltymo iSsvyniojimas pasiektas prie 6 M Gnd. Veikiant baltyma iki denataracine 1 M Gnd
koncentracija ir 3,5 kbar slegiu, buvo nustatyta tarpiné susivyniojimo bisena, prie kurios junges
fluorescugjantis dazas 4,4-dianilino-1,1-binaftil-disulfonine rag&is (bissANS). Naudojant 1M
Gnd ir slegiant iki 3,5 bar, buvo atlikta baltymo &altoji denataracija, kurios metu nustatyta
papildoma nepilnai susisukusio baltymo basena, prisjungianti bissANS. Kompiuteriniu
modeliavimu buvo pastebéta, jog esant tam tikroms salygoms Sis baltymas turi savybe pereiti |
tarpinio susisukimo buasenas(Chapeaurouge, Johansson et al. 2001).

14.5 ANS - baltymy jungimass, esant auk&am dégi ui

Veikiant baltymus dégiu, hidrofobiniy grupiy iSsisukima i vandenj galima gebéti naudojant
hidrofobini daza ANS. Sebint fluorescencijos intensyvumo spektrus, mazinant suslégto baltymo
ir ANStirpalo slégi, buvo pagebétas ANS prisijungimo negriztamumas. Atlikti fluorescenciniai -
sleginiai eksperimentai su laukinio tipo rekombinantine Zmogaus acetilcholinesteraze (rHUA ChE)
ir jos mutantais su prisijungusiu ANS parode skirtinga baltymy atsparuma slégiui. Parodyta, kad
slegis stabilizuoja ANS — baltymo kompleksa. Fluorescenciniuose eksperimentuose rHUAChE
mutantas su pakeistomis %Siomis aminoragdimis buvo nejautrus slégiui, taciau atlikus
elektroforezés sléginius eksperimentus pastebétas skirtingas mutanto atsparumas slégiui, esant ir
nesant ANS. ANS sabilizavo auk$tu slégiu veikiamo baltymo struktirag (Clery-Barraud,
Ordentlich et al. 2002).

14.6 Sléginioir temperatarinio baltymy stabilumy palyginimas

Auk&as hidrostatinis slegis ir temperatiira yra silpnuju saveiky antagonigtai. Dazniausiai

auk®tas slegis stabilizuoja silpnasias saveikas, o auk&tatemperatira jas destabilizuoja. Tatiau, jei
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formuojantis hidrofobinei ar elektrogatinei saveikai jvyksta teigiamastario pokytis, tai Si saveika
slegiu yra degabilizuojama(Heremans 1982; Mozhaev, Heremans et al. 1996), o temperatiira
stabilizuojama. Auk&tas dégis nejtakoja vandeniliniy jungéiuy formavimosi, ta¢iau temperatiiros
poveikis néra palankus Siy jungéiu susidarymui. Ségiu gabilizuojamos aromatiniy Ziedy
Stekingo ir kraviy persitvarkymo saveikos (Mozhaev, Heremans et al. 1996).

Eksperimentais su rHUAChE mutantais, kuriy neigiamai jkrautos ar. pakeistos polinemis
arba nepolinemis (E450A ir SeSiy pakeisty ar. mutantai) ar., buvo nustatytas Siy mutanty
degabilizavimas dégiu ir stabilizavimas temperatira, lyginant su laukinio tipo baltymu.

Ségio poveikis sukelia sistemos tario Kitimus, o temperatara - tario ir Sluminés energijos
kitimus Ségiu denatiruojant baltymus suspaustas vanduo patenka i baltymo Serdies tuXias
ertmes, dél to pasikei¢ia baltymo struktara, bet kompaktiska forma - iSaikoma. Baltyma veikiant
temperatira, jo hidrofobinés grupés atsiveria i vandenj (Lesch, Sadlbauer e al. 2002). Su
daugeliu baltymy buvo nustatytas sléginés ir cheminées denatiiracijos griZtamumas, o temperatiira

baltymai, del agregaty susidarymo, beveik visada denataruojami negriZtamai.
14.7 Griztamosir negrjztamos baltymy denatir acijosfazy diagrama

Baltymams badinga slégio — temperataros (P — T) plok&tumoje egzistuojanti elipsiné faziu
diagrama. Matematiskai elipses forma nulemia antros eilés nariai, kurie naudojami aprasant AG
(AG = Gp - Gn). Fizikiniu poziariu, antros eilés nariai yra proporcingi suspaudziamumo,
Silumines talpos ir Siluminio plétimosi pokyciams (atitinkamai Ag, AC,, Aa) tarp natyvaus (N) ir
denatiiravusio (D) baltymo. Laisvosios energijos pokyti (AG) tarp D ir N galimaisreik&ti lygtimi
(Heremansand Smeller 1998):
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Pav. 5. Baltymy stabilumo diagrama. Elipses viduje yra salygos prie kuriy, baltymas daugiau panasSus i natyvy,
iSoréje — | denatiravusi. Rodyklémis parodytos daZznausa naudojamos batymu denatiracijos (sleginiu (P), Sal¢iu
(©) ir kar&&iu(h)) ir ju kryptys (Heremans and Smeller 1998)

— Dcp 2
DG = DGO - DSO(T - To)' T (T - To) + DVo(p' po)+
0

i (27)
+ 2. (p- P+ DA(p- P)T - T,)

Cia Db suspaudziamumo (b =bV) ir Dd &luminio plétimos (& =aV) faktoriy pokyéiai tarp

denataravusio ir natyvaus baltymo. Juosir AC, galima iSreiksti lygtimis:

pg =FVO - #bSY (28)
e

Db =&V 9 29

S o (29)
ADSH

DC =T¢c—= 30

Kreive bus elipse, kai 27 lygtyje koeficientai: - a > DCpr/T0 . Sos salygos parodo, kad Ap ir

AGC, turi buti prieSingu Zenkly. 1S 24 lygties galima nustatyti suspaudziamumo, Sluminio
plétimosi ir Siluminés talpos pokycius tarp natyvaus ir iSsisukusio baltymo (Meersman, Dobson
et d. 2006).
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Kai AG=0, kreivé P-T plok&umoje yra elipse, iSreiskianti baltymo iSsisukimo reakcijos
pusiausvyra. S kreivé vadinama faziy arba sabilumo diagrama (5 pav.).

Vandenyje tirpiu polimery ir baltymy slégio-temperatiros faziy diagramos yra panaSios.
Atlikti bandymai parodé, jog krakmolo ir baltymy elgesys paveikus slégiu ir temperatara yra
labai panadus (Heremans and Smeller 1998).

1.4.8 Baltymo —ligando komplekso lydymos temper atiir os priklausomybé nuo dégio

Ligandai stabilizuojantys baltymus, esant atmosferos slégiui, padidina baltymo lydymos
temperatiira. Taciau jdomu, kaip vykty ty paciu ligandy jungimasis ir baltymy stabilizavimas,
esant aukStam slégiui? 5 pav. pateikta ribonukleazés A ir jos komplekso su ligandais, lydymos
temperataros priklausomybé nuo dégio. Esant atmosferos slégiui ribonukleazé A lydymos
temperatira (Tm= 60,5+0,2 °C) yra Zemesné negu 2-CMP-Ribonukleazeés A (Tm= 62,90,3 °C) ,
ar 3-CMP- ribonukleazes A (Tm = 61,5£0,4 °C) kompleksy. Veikiant Ribonukleaze A ir jos
kompleksus su ligandais auk&tu dégiu iki 1000 bar, buvo pagebétas stabilizuojantis slegio
poveikis, o prie slégio didesnio uz 1000 bar lydimos temperatira mazéja (Dubinset al, 2000).

M - T T 1

T, C

1 A 1 X "
0 S00 1000 1500 2000 2500

Pressure, bar
Pav. 6. Lydymosi temperatiiros, Ty, priklausomybé nuo slégio: ribonukieazes A (m), 2-CMP-ribonukleazes A
kompl ekso (), ir 3-CMP- ribonukleazés A komplekso (0) (Dubinset a., 2000).

58
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1.4.9 Baltymy —dopikliy jungimos déginismodelis

D.Matulis ir P. Cimmperman iSvedé matematini modelj, kuriuo termodinaminiais
parametrais galima apibudinti baltymuy jungimas su ligandais prie auk&o slegio. Sopikliui
prigjungus prie natyvaus baltymo, jo struktara yra gabilizuojama. Natyvaus baltymo stabilumas
veikiant jj auk&u dégiu gali buti apibadinamas déginés baltymo iSsivyniojimo tranzicijos vidurio
taSku (Pn). Kai jungimosi stoichiometrijayra 1:1, tai slopiklio koncentracijos baltymo tirpale (L)
rySi su Pmgalimaireik&i iS lygties D. Matulis 2005, kur vietoj slégio naudojamatemperatira:

Lt:(KU_Pm'l)gzKljp +K1 : Y

m b_Pn @

kur Py yra baltymo koncentracija, Ky pm ir Ky pm — éitinkamai, baltymo iSsivyniojimo ir
jungimosi prie natyvaus baltymo pusiausvyros konstantos, esant dégiui Pm. Norint nustatyti rys§i
tarp Lt ir P, reikia iSsireiksti Ky pm ir Kp pm , O tai padaryti pirmiausia reikia issireikst Gibso
energijos pokyti (K = e P¢/F").

Baltymo iSsivyniojimo Gibso laisvosios energijos pokycio D,G =G, - G, (G, ir G, yra
atitinkamai iSsivyniojusio ir natyvaus baltymo laisvosios Gibso energijos) pilnasis diferencialas
turi tokia iSaiska:

dD, G =- D, AT + D, VdP (35)
¢ia T —temperatira, P —slégis, baltymo iSsivyniojimo entropijaD,S=§, - S ir tario pokytis
D,V =V, -V, (V, ir V, yraatitinkamai iSsivyniojusio ir natyvaus baltymo tiiriai).

Kai proceso metu temperatiranekinta (T = const ) 35 lygtisjgaunatoki pavidala:
dD, G =D, VdP. (36)
Rasmetirio pokyc¢io iSraiSka kaip funkcija nuo slégio. Pilnasistario pokycio diferencialas yra

_#@DVO o dDVO o (37)

dD,V = ~ dT+
kT e &P &
Jei temperatirayra pastovi 37 lygtistampa paprastesné:
dD,V =D,b dP; (38)
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. D,V 0O .. . . . .
¢ia Dyb = gﬂ Y+ yrasuspaudziamumo faktorius, kuris nepriklauso nuo slégio.

P o
Integruodami 38 lygti gauname tario pokycio priklausomybe nuo dégio:

P
DyVe - DV, = (Pyb dP =D, b(P- R,) (39)

R
PerraSius 39 lygti, gaunama i§ai&ka:
D,V, =DV, +Dyb(P- R,) (40)
IraSius (40) iaiska i (36) lygti, gaunama iSsivyniojimo laisvosios energijos pokycio kitimo

priklausomybé nuo slégio:

dD,G =(D,V,, +D,b(P- R,)dP (41)
Integruojant Sia lygti, gaunama:
DyGs - Dy Gy, =DV, (P' Po)+DUb (P' Po)2 (42)
2

PerraSius 42 lygti, gaunama laisvasios iSsivyniojimo energijos pokycio priklausomybé nuo
slégio:

D, b
DyGp =DyGy, +DyV, (P- )+ ;

(P-R)? (43)

Cia AuGpo, AuVpo, AyS —tiriamos sisemos iSsivyniojimo laisvosios energijos, tirio pokyciai prie
To ir Po ir suspaudziamumo pokytis.

Pagal analogija galima paraSyti jungimosi laisvosios energijos pokycio (AyGp) priklausomybe
nuo slégio:

22 (p- Py’ (@)

D,Gp =D,Gp + D,V (P-R)+

kur ApGpo, ApVpo, Ay — baltymo - ligando jungimosi laisvosios energijos, tario prie To, Po ir
sugpaudZiamumo pokytis.
Baltymo arba jo komplekso su prisijungusiu ligandu iSsivyniojima, didinant slégi, gadima
apibuadinti slegiu P, prie kurio baltymo iSsivyniojimo reakcija yra pusiausvyroje Pm, gali bati
iSreiSkiamas naudojant reakcijos pusiausvyros apibréZima:

D,Ge =0 (45)

Tuomet , 1543 ir 45 lygciu seka:
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Db
DGy, =-DyVy (Pm' Po)' U—(Pm' Po) (46)
2

Pazymejus DP,, = (P, - P,) ir perraSius (46), gauname:

D,b
5 (meo )2 + DUVPU DR, + DUGPU =0 (47)
2
47 lygtis yra kvadratine DP,, atzvilgiu. S lygtisturi du sprendinius:
- DV, +./(D,V, f - 2D,bD,G
DPmOZ uVp \/( U PU) U U R, (48)
D,b

Baltymo arba baltymo — ligando komplekso iSsivyniojimo ir jungimosi pusiausvyros konstantos
turi atitinkama forma:

D,b o
-3, 6, -P +—Y=(P-P) *=/RT
K —e'DUGP/RT gu ,F’0+DUVF’0(P 0)+ 2( O)E/
v =

=e (49)
-2, +D.V, (P-P)+DLb(P-P)Zg/RT
G bGrjb bV 0 0
K =g DyGp/RT — X 2 (50)
b
Pusiausvyros kongantas jrasSius i (34) gaunama iSraiska:
w‘g%ue‘npo*DuVPo(Pm' P0)+Dub (Pn- %)29 RT O
L =Ce* 2 -17
& 2
é u (51)
a b 5 Dyb 5 ]
gze_g%UGKPNDUVPO(Pm_ Po)*'D; (Pa- %)29 RT 'gbbGij*DbVPo(Pm' R+ ; (Pa- %)29 RT E

S lygtis naudojama jungimosi kongtantos ir kity nuo slégio priklausomy jungimos parametry
nugtatymui.
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1.4.10 Sléginio modeliojungimos par ametr ai

Baltymy — ligandy jungimosi nustatymui auk&o dégio metodu, buvo naudojamas pries tai
aprasytas fizikinis modelis, kuriame daugybé baltymo iSsivyniojimo ir jungimosi su ligandais
parametry. Norint suprasti, kaip Se parametrai keicia teoring greive (L;), buvo keic¢iamas
pasirinktas vienas parametras ir stebimas kreivés kitimas (Pav. 7). Jungimosi suspaudZziamumo

pokytis (AyS) keicia modelio kreivés pokrypio kampa.

a 5000 b 5000
A B, AV, 200
4000 { cm ¢/(mol xcal) 4000 1 cm3/mol
IS IS -100
T 3000 4 ©3000
£ £
o o 0
2000 - 2000 - 100
1000 . . . 1000 : . .
1E08  1.E06 1E-04  1E-02  1.E+00 1.E-08 1E06  1E04  1.E02  1.E+00
Lt M Li M
c 3000

atm

Pm,

1000
1.E-08

1.E-04 1.E-02

L, M

1.E-06 1.E+00

Pav. 7. Séginio baltymy —ligandy modelio kreives, keiéiant model yje esanci us jungi mosi parametrus. jungi mosi @)
suspaudziamumo (Ayf), b) tirio (ApVp) pokyciusir ) jung mosi konstanta (Ky).

Jungimosi suspaudziamumo pokytis (App) kei¢ia modelio kreives pokrypio kampa. Kuo Apf
maZesnis, tuo kreivé gatesné (Pav. 7 a). MaZesnis jungimosi tario pokytis (ApVo), keiciafizikinio
modelio kreive | maZzesnés ligando koncentracijos (L) ir aukstesnio lydymos dégio (Pm) sriti
(Pav. 7 b). Baltymo — ligando jungimosi konstanta (Kp) kei¢ia sumodeliuotos kreivés poslinkij Lt

asyje.
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14.11 Baltymuy i&sivyniojimo deéginismodelis
Baltymo iSsivyniojimo fluorescencinius duomenis galima apraSyti D. Matulio pateiktu
modeliu (Matulis, Kranz et al. 2005), tik vietoj AyGr), haudojama AyGep) :

— Yo~ Yk — Ye- Wu
Yir) _yF+1+e-DUG(P)/RT = Yu +1+e-DUG(P)/RT (52)

IS 43 lygties laisvosios energijos iSraiska jstagius | 52 iSraiSka gauname fluorescencijos
priklausomybe nuo slégio su tiriamos sigemos iSsivyniojimo konstantomis. sistemos
iSsivyniojimo laisvosios energijos pokytis prie (AuGo), tario pokytis baltymui iSsivyniojus
(AuVo), prie Po= 1atm, Tp ir iSsivyniojimo suspaudziamumo pokytis (Ayp).
Ye- W

b

1+e- thGTO_PO+QJVPO (P- P0)+DUT(P- R %/RT

Yo =Yut (53)

Sumodeliuotose baltymo iSsivyniojimo tranzicijos fluorescencijos kreivése (funkcija y(p))
galima stebéti, ka lemia 53 lygtyje esantys parametrai (pav. 8). Baltymo iSsivyniojimo laisvosios
energijos pokytis (AuGp) lemia tranzicijos poslinki slégio aSyje. Tario pokytis (AuVop) ir

sugpaudziamumo pokytis (Ayp) lemiatranzicijos poslinki dégio adyje ir pokrypio kampa.
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a 1= eI~ b
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Pav. 8. Sumodeliuotos baltymo i35 vyn ojimo fluorescercijos kreivés, keiciant issivyniojimo a) laisvosios energijos
(AuGy) b) tario (AyVy) ir ©) suspaudziamumo (Ayps) pokydius.

Priartinus 53 funkcija prie eksperimentiniy duomeny ir pasinaudojus 48 lygtimi, IS
fluorescenciniy iSsivyniojimo kreiviy galima suzinot baltymuy lydymosi dégi, Pm (baltymo

iSsivyniojimo tranzicijos vidurio taskas).
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2. MEDZIAGOSIRTYRIMO METODAI
2.1 Naudotos medzagos

Darbe naudotos medZiagos nurodytos lenteléje 3.

Lentelé 3. Darbe naudoti reagentai.

Gamintojas Produktas

Zmogaus serumo albuminas (HSA), dekanoiné raggis,
Sigma metazolamidas, Bis — Tris buferis

Roth Dimetilsulfoksidas (DM SO)

8-anilino-1-naftaleno sulfonato amonio druskos

Aldrich Chem.Co hidratas (ANS), dodekanoiné riggtis

Fisher Scientific NaCl

EM Science NaH2PO4 - H0

Serva Feinbiochemica NaHPO, - 2H,0

Biotechnologijos ingtitutas, Rekombinatiniai Zzmogaus (rh) baltymai:
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo karboanhidraze (rhCAl), kar&io Soko baltymas90 N-
laboratorija galinisdomenas (rhHsp90N)

Fluka Guanidino HCI

AG — Sierntific. Inc. Radisikolis

22 TirpalyrucSmas

Baltymuy tirpalo ruo§mas

Zmogaus serumo albuminas buvo sveriamas analizinemis svarstyklémis ir tirpinamas
buferyje. UZSaldyti (-80 °C) rekombinantiniy baltymy (rhCAI ir rhHsp9ON) tirpalai atSildomi
kambario temperataroje ir skiedZziami pasirinktu buferio tirpalu. Spekrofotometru (Agilent 8453)
pamatavus paruosty tirpaly sugerti prie 280 nm 3viesos, apskaiciuojama baltymo koncentracija.

Buferiy ruosimas

Eksperimentuose buvo naudojami 10 mM Bis —Tris buferis ir 50 mM fosfatinis buferis.

Bis-Tris buvo sveriamas analizinemis svarstyklémis tirpinamas vandenyje (MiliQ) ir norimas pH
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privedamas su HCI arba NaOH. RuoSiant fodatini buferj, aitinkamais santykiais pasveriami
NaH;PO, - H20 ir NegHPO4-2H50, i&irpinama vandenyje (MiliQ) ir norimas pH privedamas su
HCl ir NaOH.

Ligandy tir paly r uo§ mas

Dekanoiné, dodekanoiné riebaly ragdtys ir metazolamidas buvo sveriami analizinemis
svarstyklemisir tirpinami DM SO. Radisikolio tirpalas skiedziamas DM SO.

23 Baltymy denatiir acijos temper atiiri nio podinkio fluorescencijos metodas

Tiriant baltymo temperatarinj sabilumg fluorescencjos metodu buvo naudojamas R-Corbet
fluorimetras, kuriuo vienu metu galima matuoti iki 36 arba 72 meéginiy fluorescencija. Kaitinant,
36 meéginius po 100 pL su paruodu baltymo tirpalu, iki 95 °C (0,5 °C/min grei¢iu) matuojama
480 nm ANS fluorescencija. Duomenys analizuojami , TF Analyst” programa, nugtatant HSA
lydymosi temperatiras esant skirtingai ligando koncentracijai.

Temperatirinis baltymy stabilumas prie pasirinkto slégio buvo matuojamas | SSPC1 (USA)
sléginiu fluorimetru, keliant temperatiira nuo 25 °C iki 80°C, vidutiniu 2 °C/min greigiu.
Duomenys apdorojami Microoft Exel programa. Prie nustatyty fluorescenciniu kreiviy
Levenberg-M arquardt algoritmu, kvadraty sumai minimizuoti, buvo artinamas teorinis modelis ir

nugtatomi baltymo iSsvyniojimo parametrai ir Tp,.

24 Séginesbaltymy denatiir acijos nustatymas

Séginiai eksperimentai buvo atlikti su 1SS PC1 fotonus skai¢iuojanciu spektrofluorimetru
(ISS PC1 Photon Counting Spectrofluorimeter, USA) su prijungta slégine sistema (Pav. 9), kuria
galima pasiekti iki 4000 am dégi. Sléginé sistema sudaryta is dégiui atsparios plieninés kameros
su safyriniais stiklais, kuri plieniniais vamzdeliais sujungta su barometru ir slégine rankine
pompa (Pav.9). Slegis kameroje gali buti didinamas maksimaliu 400 atm Zingsniu, po kurio reikia
5 min leigti safyriniams stiklams prisitaikyt prie pakitusio slégio.

Séginiai eksperimentai pradedami paruoSiant baltymo tirpala | apvalia, 0,5 ml, stikline
kiuvete, kuri sandariai uzdaroma slégiui atsparia plévele (Dura Seal, USA) ir jstatoma i slégine
kamera, pripildyta vandens (MilliQ). Uzdarius kamera, slégine pompa paSalinami oro burbulai
susidare slegineje sistemoje. Vykdant baltymo denatiiracija, slégis didinamas nuo 1 atm iki 3800

atm, diskregiais Zzingsniais po 200 atm kas 2 min. Viso slégimo metu tirpale Zadinamas baltymo
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struktiroje esantis triptofanas (285 nm) arba fluorescencinis dazas ANS (380 nm) ir fiksuojama
fluorescencija (triptofano prie 340 nm, ANS prie 480 nm). Pastovi temperatira palaikoma
vandens kaitinimo vonele. Prie gauty eksperimentiniy duomeny artinamas fizikinis modelis ir
nugatomi baltymo, baltymo — ligando iSsivyniojimo parametrai, kurie naudojami baltymo —

ligando jungimuisi nudatyti.

vanduo £
barometras 2 I P
So . . .
= o 1000 2000 3000 4000
A P.oatm
ﬁ I—r Kompiuteris
VOAUVaS
1
lempa
Slegine Detektorius
kamera
pompa
vandens Fluorimetras
kaitinimo
vonele

Pav. 9. Séginis fluori metras, kuriuo buo atlikti auksto dégio eksperimentai. Pompa didi namas hidrostati nis slégis
nuo 1 atm iki 3800 atm, diskreciaisintervalas po 200 atm kas 2min. Kameroje patalpi nta ki uveté su baltymo tirpal u,
viso slég mo metu Zadi nama pasirinkto bangosilgio Sviesair detektuojama fluorescencija

25 Jungimos kongantos nustatymas

Nustatyty baltymo ir baltymo — ligando kompleksy T, arba P, verciy priklausomybé nuo
pilnos tirpale esarcios ligando koncentracijos (L;), aproksimuojamos temperatariniu arba déginiu
teoriniais modeliais (14, 60), ir nugatomi baltymo — ligando jungimos parametrai. Fizikinis
modelis buvo artinimas prie eksperimentiniu duomeny keiciant teorinio modelio parametrus
(parametry simuliacija) arba naudojant P. Cimmperman sukurta modulj ,, Origin 6“ programoje,
kuris skaitmenidkai spresdamas lygti (L;) maZiausiy kvadraty metodu suranda artimiausia

sprendinj teorinio modelio ir eksperimentiniy duomeny atitikimui.
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3. EKSPERIMENTU REZULTATAI IRJU APTARIMAS

31 Séginésdenatir acij os eksperimentai

Fluorescencijos metodu nudatant baltymo arba baltymo komplekso su ligandu
denatiracijos tranzicija ir takant fizikini modeli, galima nustatyti nuo dégio priklausomus
baltymo iSsivyniojimo ir jungimosi parametrus. Sie eksperimentai buvo atliekami prie pasirinktos
temperataros didinant slegi iki 3800 atm ir fiksuojant baltymo struktiiroje esancio triptofano arba
fluorescugjancio dazo ANS fluorescencija, kaip apraSyta metoducse (2.4 skyrelis). Fizikinj
modeli artinant prie fluorescenciniy eksperimentiniy duomeny, nustatomi baltymo iSsivyniojimo
parametrai ir déginés baltymy tranzicijos vidurio taskas (Py). 1S Py priklausomybés nuo ligando
koncentracijos (L) nugatomi baltymo — ligando jungimosi parametrai.

3.1.1 ANSjtaka HSA gabilumui ir jungimass

Norint fluorescenciniu metodu stebéti HSA iSsivyniojimo tranzicija buvo naudojamas
fluorescugjantis dazas ANS. Literatiroje gprasSyta, kad ANS sabilizuoja BSA (angl. bovine
serum albumin) sruktira (Matulis, Baumann et al. 1999). Same eksperimente buvo stebéta,
kokia ANS jtaka HSA stabilumui, kai sistema veikiama auk&tu slégiu iki 3800 atm. Nugatytose
fluorescencijos kreivéese pastebeta, kad kuo tirpale daugiau ANS, tuo daugiau baltymo
iSsivyniojimo tranzicija denkasi | auk&tesnio slégio sritj (Pav. 10). Tai rodo, kad ANS padidina
HSA dabiluma. Artinant fizikinj sléginés denatiiracijos modeli (53 lygtis) prie eksperimentiniy
duomeny, nudatyti HSA iS&sivyniojimo parametrai: iSsivyniojimo tario pokytis (AyVe = -90+10
cm®mol), suspaudZiamumo pokytis( Ayp) apytiksliai lygus 0 ir lydymos temperatira (Pn,), Kai
tirpale skirtinga ANS koncentracija (lentelé 4). 1S Py, verciy, esant skirtingai ANS koncentracijai
buvo nustatyti HSA — ANS jungimosi parametrai: jungimosi konstanta, Kq = 1 x 10° M2, tario
pokytis, ApVo = -10 cm®/mol, suspaudZiamumo pokytis, (AnB0) apytiksliai lygus O (pav. 11).
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4000

Pav. 10. HSA sléginés idsvyniojimo tranzicijos, esant 20 — 200 uM ANS. Kreivés einancios per eksperimenti nius
taSkus — matematinis modelis. Tiriamas tirpalas buvo sudarytas is: 3 uM HSA, 0 — 100 uM ANS (tirpintas
vandenyje), 0,5 M guanidino (Gnd), 10 mM Bis-Trisir fosfatinio buferiy misinys, pH = 7. Eksperi mentas vyko esant
25 °C temperatiirai. Tirpal as Zadi ntas 380 nmSviesair fi ksuota 480 nm fl uorescencija

Lentelé 4. HSA slégnés denatiracijos parametrai, esant skirtingai ANS koncentracijai. Nuokrypis nustatytas
keiciant modelyje pasirinkta parametra ir jvertinant kiek parametras gali nukrypti kuomet modelis vizualia

nebeati tinka eksperi menti ny duomeny.

ANS,uM AWVo, cm¥mol P, atm
20 -80 2270
50 -94 2357
100 -90 2632
200 -90 2904

Nuokrypis +5 +50

Pm, atm

3000
K, = 1x10° L/mol

2800 4 DVy=-10 cm¥mol

2600 | LoBo=0

2400 -

2200 -

2000 .
1,E-06 1,E-05

L, M

1,E-04

Pav. 11. HSA Pm priklausomybé¢ nuo ANS koncentracijos HFzkini moddi (51 lygtis) priartinus prie
eksperi mentiniy duomeny (m) nustatyti HSA — ANSjungimosi parametrai.
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3.1.2 HSA déginé denatiiracija ir renataracija

Fluorescenciniu metodu HSA denatiirecija ir renataracija auk&tame slégyje buvo nustatyta
dviem budais: Zadinant HSA dgtruktaroje esantj triptofana ir naudojant fluorescuojantj daza -
ANS. Abiem atvejais denatiracija buvo griztama (Pav. 12, 13). Triptofanas buvo Zadintas 285
nm Sviesa ir fiksuojant 340 nm fluorescencija, 0 ANS Zadintas 380 nm ir fiksuota 480 nm
fluorescencija. Triptofano fluorescencijos eksperimentas buvo atliekamas, esant pastoviai 10 °C
temperatirai, kai tiriama tirpala sudaré: 10 uM HSA, 150 mM NaCl, 10 mM Bis —tris, 50 mM
fodatinis buferiai, pH=7. Eksperimentas su ANS buvo atliekamas, esant 25 °C temperatarai ir
tirpala sudaré: 3 uM HSA, 50 uM ANS 0,5 M guanidino, 10 mM Bis — Tris buferis, pH = 7.
ANS atbilizuoja HSA druktira, todél norint slégiu iki 3800 atm stebéti baltymo sleging
iSsivyniojimo tranzicija, buvo naudojamas guanidinas. Artinant teorini modeli prie
eksperimentiniy duomeny buvo nustatyti laisvosios iSsivyniojimo energijos pokyciai: AyG = 2,8
kcal/mol (be ANS) ir AyG =5 kcal/mol (su ANS), iSsivyniojimo suspaudZziamumo pokytis, Aufo
= 0, iSivyniojimo tariy pokyciai -58+5 cm’/mol (be ANS), -98+5 cm’/mol (su ANS) ir
lydymosi dégiai (P, slégis prie kurio natyvaus ir denatiruoto baltymo kiekiai lygas) atitinkamai
1994 + 50 atm (be ANS), 2043 + 50atm (su ANS) (lentelé 5).
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Pav. 12. HSA denatiracija (A), renataracija (A), stebint Trp ir matematinis modelis. Taskai - eksperi mentinia
duomenys, kreivé einanti per juos — matemati nis modelis.
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Pav. 13. HSA- ANS komplekso denatiracija (m) ir renataracija (o). Per eksperi menti ni us taSkus ei na teoring kreive
(51 lygtis), kurios pagalba nustatomi iSsivynigjimo, susvyrniojimo parametrai. Nekintantys parametrai: sisemos
laisvosios erergijos pokytis, AyG =5 kecal/mol, suspaudziamumo pokytis | ygus nuliu.

Lentelé 5. HSA denattiracijos ir renatiracijos parametrai esant ANSir guanidino (Gnd), ir be ANS.

ANS, pM Gnd, M Parametrai Denatracija Renatiracija Parametry nuokrypis
0 0 AgV. cm®/mol -58 -56 +5
0 0 P, atm 1994 2038 +50
50 05 AV, cm®/mol -98 -96 +5
50 05 P, atm 2057 2126 +50

Eksperimentuose su ir be ANS, HSA iSsivyniojimo parametry skirtumo atsiradimo prieZzastys
gali bati netik del ANS a 1 M guanidino. Séginiais eksperimentais su HSA buvo parodyta, kad
stebint triptofano fluorescencija galima nugatyti antro domeno gruktirinius pokycius, kuomet
kiti du domenuose nepastebéti struktiros pokyciai (Tanaka, Nishizawa et al. 1997). Mes
manome, kad su ANS galime stebéti visy triju HSA domeny struktirinius pokycius.

3.1.3 Guanidinojtaka H SA stabilumui

Guanidinas (Gnd) sumazina baltymo dgabiluma, susilpnindamas vandenilinius rysius.
Norint nugatyti kokios koncentracijos guanidino reikia susilpninti HSA stabiluma, kad dégiu iki
4000 am baty galima stebéti baltymo iSsivyniojimo tranzicija, buvo atlikti HSA sléginés
denatiracijos eksperimentai, esant skirtingai guanidino koncentracijai. Kai tirpale néra Gnd
slegiu iki 3800 atm negalime stebéti pilna HSA iSsivyniojimo tranzicija (pav. 14, o). Pridéjus 0,5
, A). Kuo
didesné guanidino koncentracija, tuo HSA auk&o dégio denatiracijos kreivé slenkas | mazesnio

M a 1 M Gnd galima stebéti dviejy baseny HSA iSsivyniojimo tranzicija (pav. 14,

slégio siti. Analogiskas poslinkis stebimas HSA veikiant auk$ta temperatira (pav. 15). Nustatant
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HSA iSsivyniojimo parametrus, sléginés ir temperatirings tranzicijos eksperimentiniai taskai
aproksmuoti  fizikiniais modeliais (atitinkamai 53 ir 6 lygtimis). Didéjant guanidino
koncentracijai HSA lydymos slegis (Pr) ir temperatira (T) mazéja, iSsivyniojimo tario pokytis
didéja (lentel¢ 6).
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Pav. 14. HSA sléginés iSsivynojimo tranzicijos be Gnd (o) ir esant 05 M (A), 1 M (A) Gnd. Tiriama tirpala

sudaré: 3 UM HSA, 0—1 M Gnd, 50 uM ANS 10 mM Bis-Tris ir 50 mM fosfati nio buferiy miSinys, 150 mM Nad,
pH 7. Ciataskais Zymimi eksperimentiriai duomenys, kreivé enanti per jucs fiz kinis modelis (53 1ygtis).
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Pav. 15. HSA temperatarinés iSsivyniojimo tranzicijos be Gnd (o) ir esant 05 M (A), 1 M (A) Gnd. Tiriama tirpala
sudaré: 3 UM HSA, 0—1 M Gnd, 50 uM ANS 10 mM Bis-Tris ir 50 mM fosfati nio buferiy miSinys, 150 mM Nad,
pH 7.
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Lentelé 6. HSA déginés ir temperatiirings denatiiracijos issivyni ojimo parametrai, esant skirtinga guanidino (Gnd)
koncentracija. Paklaidos nurodytos modelio artinimo prie eksperi menti niu duomeny. Nuokrypis jvertintas ke ¢iant
fizikinio modelio parametrus ir vizualia stebint kuomet kei¢iamo parametro verté pake¢ia teorinio modeio vertes
taip, kad jos nebeatiti nka eksperi menti niy duomeny.

Gnd, M P, atm AGpg, cal/mol AyVpo, cm®/mol Tm, °c
0 3225 5987 -76 75
0,5 2052 4820 -96 68,5
1 1326 3216 -99 61,5
Nuokrypis +30 +50 +2 +05

Séginés ir temperatarinés denatiracijos kreivés parodo, kad 1 M koncentracijos guanidinas
sumazina HSA stabiluma, bet nedenatiiruoja baltymo. Tad Siame eksperimente nustatyta, kad 1
M guanidino galima naudoti séginiuose eksperimentuose, tiriant HSA — ligandy syveika.

3.14HSA ir HSA —dodekanoatoiSsivyniojimo tr anzicij os

Norint nustatyti kaip dodekanoatas kei¢ia HSA slégine iSsivyniojimo tranzicija, buvo atlikti
ANS fluorescencijos matavimo tyrimas, baltymo tirpala veikiant auk&u slégiu iki 4000 atm. HSA
tirpala sudégus iki 4000 atm, nustatyta pilna HSA iSsivyniojimo tranzicija (pav. 16, m). [ tirpala
pridéjus dodekanoato HSA iSsivyniojimo tranzicija pasislinko | auk&tesnio slégio sriti (pav. 16).
Didinant dodekanoato koncentracija, pastebétas dar didesnis HSA iSsivyniojimo tranzicijos
podinkis | auk3esnio slégio riti. Tai parodo, kad dodekanoatas stabilizuoja sleégiu
denatiiruojama baltyma. Naudojant matematini modelj, nugtatyti tiriamos sistemos isivyniojimo
parametrai (lentelé 2), kur sistemos iSsivyniojimo suspaudziamumo pokytis (Ayf) lygus nuliui.
Kuo tirpale daugiau dodekanoato, tuo HSA iSsivyniojimo reakcijos tario pokytis mazeja, o
lydymosi dégis (Pn) didéja (lentelé 7).
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Pav. 16. HSA déginés iSsivyniojimo tranzicijos, tirpale esant 0 — 100 uM dodekanoato. TaSkais pavai zduoti
eksperimentiniai duomenys, kreiveé einanti per juos — matemati nis modelis. HSA tirpala sudaré: 4 uM HSA, 0 — 100
uM DK arba DDK, 0,36 % DMSO, 50 uM ANS, 150 mM Nad, 1 M Gnd, 10 mM Bis-tris, 50 mM fosfatinis
buferiai, pH 7.

Lentele 7. HSA déginés denaturacijos issvyniojimo parametral, cauti artinant matematini modeli prie
eksperi mentiniy duomeny. Nuokrypis jverti ntas nustatant kaip fiziki nis modelis atiti nka eksperi menti nius duomenis.

DDK, puM AG, cal/mol AV, cm’/mol Pm, atm
Nuokrypis +50 +5 +30
0 2628 -91 1190
12,5 3065 -73 1722
20 3437 -73 1921
25 3711 -74 2049
50 3936 -70 2308
100 3864 -63 2502
200 3780 -58 2655

3.1.5 HSA —dekanoato jungimasis stebint triptofano fluorescencija

HSA savo struktaroje turi viena triptofano. Jislokalizuotas antrgjame HSA domene. Stebint
Sio triptofano fluorescencija, galima nustatyti baltymo struktiiros bisena. Suose eksperimentuose
baltymas buvo veikiamas dégiu iki 3800 am ir fiksuojama triptofano fluorescencija. Tiriama
tirpala sudaré: 10 uM HSA, 0 - 50 uM dekanocato 10 mM Bis-Tris ir 50mM fosfatinio buferiy
misinys, 150 mM NaCl, pH=7. Esant 10 °C ir baltyma veikiant slegiu iki 3800 atm, gdima
stebeti aiskiai iSreik&a HSA iSsivyniojimo tranzicija (17 pav.. 1 batymo tirpala pridéjus
dekanoato, HSA iSsivyniojimo tranzicija pasislinko i didesnio slegio sritj (17 pav.). Nustatius
HSA ir HSA — dodekanoato komplekso iSsivyniojimo parametrus pastebéta, kad prie baltymo
pridgjunges dekanoatas smarkiai sumazina baltymo iSsivyniojimo laisvosios energijos , tario ir

suspaudZiamumo pokycius, bei padidina lydymos slégi (Pm) (lentelé 8). Padidéjas lydymos
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slégis redkia, kad dodekanoatas stabilizuoja HSA struktira ir baltyma reikia veikti auk&tesniu
slégiu, norint pasiekti i&sivyniojimo tranzicijos lydymosi slégi (Pm). Smarkus neigiamo HSA
iSsivyniojimo tario pokytis, galéjo jvykti del teigiamo HSA — dekanoato jungimosi tario pokyc¢io
(lentelé 9) ir pakankamai didelio neigiamo HSA iSsivyniojimo suspaudZiamumo pokycio, tirpale

esant dekanoato.
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Pav. 17. HSA, HSA — DK komplekso slegines iSsivyniojimo tranzicijos, kai tirpde 0 (e), 25 (m) ir 50 (4) pM
dekanoato. Cia taskais vai zduojami eksperimentiniai duomenys, kreivé einanti per juos —fizkinis modelis.

Lentelé 8. HSA ir HSA — DK komplekso i35 vyn oji mo parametrai, prie skirtingos DK koncentracijos.

DK, uM AyG, cal/mol AuV. cm’mol Aup, cm®/(calxmol) Pm, am
Nuokrypis +50 +5 +0,05 +30
0 3606 -92 0,81 2048
25 1749 -6 -0,82 2400
50 1767 -8 -0,66 2551

IS P, priklausomybés nuo dekanoato koncentracijos (Lt) (pav. 18) nustatyti HSA — dodekanoato
jungimosi parametrai (lentelé 9).
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Pav. 18. HSA P, priklausomybé nuo dodekanoato koncentracijos tirpale (Ly). Cia tadkai — eksperimentinia
duomenys, kreive fizikinis modelis (51 1ygtis).
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Lentelé 9. HSA —dekanoato jungimosi parametrai prie 10 °C temperatiiros, kai iSsivynigjomo parametrai: AuG = 3,6
keal/mol, AgV = -92 cm¥mol, Ay = 0,81 cm%(calxmoal). Fizikiniame modelyje priimama, kad pateikii lentel¢je
parametrai nustatomi, esant Po= 1 atmir To = 25 °C (parametry ekstrapoliacija).

AnB, cmP/ (calxmol) ApV, cm/mol Kp, M1 Kg M
0 35 1,5x10’ 6,7x10°
Nuokrypis +5 +5x10° +2x10°"

316 HSA — DK, DDK jungimos palyginimas

HSA tirpalas buvo veikiamas dégiu iki 4000 atm ir matuojama ANS fluorescencija. Véliau
i$ gauty duomenuy nustatomi lydimosi slégiai (Py) ir iS ju priklausomybés nuo dekanoato,
dodekanoato koncentracijos (19 pav.) nustatomi jungimosi parametrai (10 lentel¢). Nustatant
HSA — dekanoato ar dodekanoato jungimos charakteristikas, buvo naudoti HSA iSsivyniojimo
parametrai: AyG = 2000 (cal/mol), Ayp = -1,45 (cmPxcal™txmol™?), AV = -45 (cm®/mol). Auksto
slégio intervale nuo 1 am iki 5000 am, alifatiniy ir aromatiniy angliavandeniliy grandiniy
suspaudZiamumas yra didesnis nei vandens, todél ligandui pakeitus dali vandens molekuliy,

sistema galima suspausti labiau, ir baltymastampa atsparesnis auk&am slégiui.
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Pav. 19. HSA P, priklausomybé nuo dekanoto (DK) (m) ir dodekanoao (DDK) (o) koncentracijos tirpale. Tiriama
HSA tirpala sudaré: 4 uM HSA, 0— 800 uM DK arba DDK, 0,4 % DMSO, 50 uM ANS, 150 mM NaCl, 1 M Gnd,
10 mM Bis-tris, 50 mM fosfati nis buferiai, pH 7.

Lentelé 10. HSA jungimos su dekanotu (DK) ir dodekanoatu (DDK) parametra.

Parametr ai DK DDK Nuokrypis
ApB, cmP/(calxmol) 3 0,2 +0,05
ApV, cm®/mol -52 11 +2

Kp, M 5x10° 2,5%10° -
Kg,M 2x10° 4x107 -
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3.1.7 HSA, HSA — DK komplekso P, priklausomybé nuo temper atiir os

Prie irtingos temperatiiros nustatos HSA sléginés denatiracijos fluorescencijos kreives ir
Pm HSA lydymos slégiu (Pr) vertes nesant ir esant 25 uM dekanoato atidéjus nuo temperatiiros
(19 pav.), gadima j2velgti elipsines baltymy Seégio-Temperataros (P-T) faziy diagramos
fragmenta, kaip minima daugelyje literatariniy &ltiniy. HSA — DK komplekso P-T faziy
diagrama pasislinkusi | auk&esnio dégio sritji. Tai parodo, kad DK sabilizuoja auk$tu dégiu
denatiiruojama HSA, esant temperatiirai nuo 10 °C iki 55 °C.
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Pav. 20. HSA (A), HSA, esant 25 uM dekanoato (A) lydymosi dégio (Py) priklausomybé nuo temperatiros.
Tiriama HSA tirpala sudaré: 10 uM HSA, 0 arba 25 uM dekanoato, 10 mM Bis-Tris ir 50 mM Fosfatinis buferia,
150 mM Nadl, pH 7, 0,36 % DM SO. Tirpalas Zadintes 285 nm Sviesa ir fi ksuota 340 nm fluorescencija

Panadus ekgperimentas, tik mazesniam temperatiriniame intervale buvo atliktas, kai i
tirpala pridéta ANS ir Gnd. Tirpalas buvo sudarytasis: 6 uM HSA, 1M Gnd, 50uM ANS, 10mM
Bis-Tris ir fosfatinio buferio, 150 mM NaCl, pH=7. Tirpalas Zadintas 380 nm ir fiksuota 480 nm
fluorescencija. Fluorescencinese kreivése galima pagebeéti, kad Zzemiau 20 °C HSA sléging
iSsivyniojimo tranzicija denkasi | Zzemesnio slégio sriti (Pav. 21). Tai reikSkia, kad Zemesnéje
temperatiroje, baltymo stabilumas sumaZéja. Siuose eksperimentuose nebuvo atsizvelgta, jog
prie Zemesnes temperatiros HSA iSsivyniojimo reakcijos pusiausvyros greitis prie pakitusio
slégio gali buti mazesnis. Matematiniu modeliu nustatius nuo dégio priklausomus HSA
iSsivyniojimo parametrus (Lentelé 11) pastebéta, kad prie Zemesnés nei 20 °C temperatiiros, HSA
iSsivyniojimo neigiamas tario pokytis dideja, 0 Py, — mazéja, kai kiti modelyje esantys parametrai
(AuGo = 2,8 kcal/mol, Aypo = 0) nekinta.
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Pav. 21. HSA prie skirtingos temperatiros: 20 °C (e), 15 °C (A), 10 °C (=). Ciataskai — eksperimentiriai duomenys,
kreivé —matemati nis modelis.

Lentelé 11. HSA iSsivyniojimo parametrai nustatyti artinant teorini modeli prie eksperimentiniy duomeny.
ISsivyniojimo laisvosios energjos pokytis (AyGg) laikytas 2,8 kcd/mal, o suspaudZ amumo pokytis (Ayfo ) artimas
nuliui.

T, °C AuV. ce/mol Pm, atm
25 -01 1258
20 -01 1268
15 -108 1063
10 -121 950

1300
1200
E
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o
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900 - : : :
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Pav. 22. Temperatiros jtaka sléginei HSA denatiracijai.

3.1.8 HSA, HSA —tiroksinas déginé denatiracija

Same eksperimente buvo tirta, kaip tiroksinas veikia HSA denatiiracija ségiu. Baltymo

tirpala sudégus nuo 1 atm iki 3200 atm gebéta pilna HSA iSsivyniojimo tranzicija (pav. 23,
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duomenys pavaizduoti o) ir nustatytas lydymos slégis (Pm= 1247 £ 50 atm) (lenteleé 12). | HSA
tirpala pridéjus tiroksino, HSA iSsivyniojimo tranzicija pasislinko i Zemesnio slégio sriti (Pm=
1065 £ 50 atm) (lentele 12), o ANS fluorescencija sumazéjo (23 pav.). [ tirpala pridéjus 100 uM
tiroksino, baltymo Pn pasidinko | auk$tesnio dégio gitj, lyginant su mazesne tiroksino
koncentracija (lentelé 12).

Artinant matematinj modeli prie eksperimentiniy duomeny buvo nustatytas HSA , HSA
komplekso su tiroksinu iSsivyniojimo tiirio pokyciai (AuV) prie 1 am ir 25 °C, kai tiriamos
sistemos iSsivyniojimo laisvoji energija (AuG) 2,8 (kcal/mol), o suspaudZziamumas, Ayp = 0, prie
1 am ir 25 °C. ISsivyniojimo tirio pokytis kinta paklaidy ribose, todél negalime teigti, kad
tiroksinas keicia HSA iSsivyniojimotario pokyti.
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Pav. 23. HSA slégine denatirecija, esant skirtingai tiroksino koncentrecijai. Tiriama tirpala sudaré: 3 uM HSA, 1 M
Gnd, 10 mM Bis-Tris, 50 mM fosfatinis buferiai, 150 mM NaCl, pH = 7, T = 25 °C, 50 uM ANS (tirpintas
vandenyje), 0- 100 puM tiroksino (idtirpintas0,2 M NaOH). ANS Zadintas 380 nm bangosil gio Sviesair fiksuota 480
nm fluorescencija

Lentele 12. Slégio poveiki charakterizuojantys HSA iSsivyniojimo parametrai, esant skirtingai tiroksino
koncentracija tirpale.

Tiroksinas puM AuV. cm/mol Pr, atm
0 92 1247
25 -108 1067
50 -106 1087
100 -100 1146

Nors tiroksinas pastebimai keicia HSA déginés denatiracijos fluorescencijos kreive, tagiau is
gauty duomeny negalime nudatyti HSA — tiroksino jungimosi konstantos, nes nestebimi zenklas
sleginiai poslinkiai didinant tiroksino koncentracija tirpale.
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32 Temperatiiros podinkio eksperimentai
32.1HSA - DK, DDK jungimasistemper atiir os podinkio metodu

Pagal HSA lydymos temperatiros (Ty) priklausomybe nuo ligando koncentracijos (Ly) (24
pav.), buvo nustatyti HSA — dekanoato, dodekanoato jungimos konstantos esant To = 25 °C (13
lentel¢). Pastebéta, kad dodekanoatas jungiasi 4-5 kartus stipriau, nei dekanoatas. Guanidinas
(Gnd) nezymiai (paklaidy ribose) keicia HSA — dekanoato, dodekanoato jungimos konstanta.
Artinant modeli prie eksperimentiniy duomeny, batymo iSsivyniojimo entalpijos pokytis
(AuH 7) ir Siluminestalpos pokytis (AuCy Tm) buvo pagovis, tiek esant, tiek nesant Gnd: AyH 1
= 60 kcal/mol, AyCy 1m= 2,4 kcal/(molxK).
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Pav. 24. HSA lydymosi temperataros (T,) priklausomybé nuo dekanoato (DK) (x) ir dodekanoato (DDK) (m)
koncentracijos (L), ka tirpale 1 M Gnd ir DK (=), DDK (o) be Gnd. Tiriama HSA tirpala sudaré: 4 uM HSA, 0 —
800 uM DK arbaDDK, 04 % DMSO, 50 uM ANS, 150 mM NaCl, 10 mM Bis—tris, 50 mM fosfati nisbuferiai,

pH 7.

Lentelé 13. HSA — dekanoato (DK), dodekanoato (DDK) jungimos konstantos, tirpd e esant ir nesant 1M guanidino
(Gnd)

DK \ DDK
Kb_To, M-l
Be Gnd 5x 10° 2 x 107
Su Gnd 5x 10° 2,5x 10°

3.2.2 HSA —dodekanoato jungimasissu ir be ANS

Sekiant issaiskinti a ANS keicia HSA - dodekanoato jungimas buvo atlikti
eksperimentai, stebint HSA iSsisukimo tranzicijas su ir be ANS. Tiriama HSA tirpala sudaré: 4-5
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UM HSA, 0-400 uM dekanoato (DK), 150 mM NaCl, O uM ir 50 uM ANS, 10 mM Bis Tris 50
mM fosfatinio buferiy miSinys, pH 7. Artinant modelj prie eksperimentiniy duomeny, baltymo

iSsivyniojimo ir kai kurie jungimosi parametrai buvo laikomi pastovis, tiek esant, tiek nesant
ANS: AyH 7+ = 6 kcal/mol, AuCp tm= 2,4 kcal/(molxK), ApCp 1m= - 0,2 kcal/(molxK), ApH 7 = -

10 kcal/mol.

Fluorescencija, s.v.
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Pav. 25. HSA i&sivynigjimo tranzicijos esant O - 400 pM dekanoato. Stebima HSA struktiroje esancio triptofano
fluorescencija prie 340 nm. Kuo daugiau tirpale dodekanoato, tuo HSA iSsivynigimo tranzicijos slenkasi i

aukstesnes temperatiros sriti.
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Pav. 26. HSA, Tmprikiausomybé nuo DK koncentracijos (L), esant tirpale 50 uM ANS (o) ir be ANS(m).

Lentelé 14 HSA — dekanoato jungimosi (Kp) it disociacijos (Kq) konstantosbeir su ANS,

Kp, M1 Kg M
Be ANS 1,5x 107 6,7 x 108
Su ANS 5x 10° 2x107

ANS beveik nekei¢ia (paklaidy ribose) HSA — dekanoato jungimos konstantos.




33 Ter minis podinkisprie auk&o dégio

Same skyrelyje pateiksiu keleta eksperimentiniy duomeny su dviem baltymais: rhCAl ir
Hsp90N. Eksperimentai buvo atlikti sleginiu fluorimetru (2,5 skyrelis), prie kurio prijungta
vandens kaitinimo vonelé. Visi eksperimentai buvo vykdomi pagal pasirinkta schema, jog prie
pasirinkto auk&o slégio, tiriamastirpalas kaitinamas 2 °C/ min grei¢iu nuo 25 iki 70 ar 85 °C, ir

kas 10 sekundziy fiksuojamafluorescencija.
3.3.1 rhHsp90N temper atiiriné denatiracija, esant aukstam dégiui

Norint nustatyti auk&to slégio jtaka rhHspOON gabilumui ir lydymos temperatarai (Tyy),
prie pasirinkto pastovaus auk&o slégio, baltymo tirpalas buvo veikiamas temperatiira nuo 25 °C
iki 75 - 80 °C. Temperatiirinés rhHsp9ON denatiiracijos fluorescencijos kreivese stebima ai ki

auksto slégio itaka baltymo iSsivyniojimo tranzicijojai (Pav. 27).
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Pav. 27. H9p90N temperatirine denatiracija prie skirtingo slégio. Tiriamas tirpalas buvo sudarytas iS. 8 uM
rhHsp9ON, 50 uM ANS (istirpi ntas vandenyje), 10 mM bis-tris buferio, pH 7. ANS Zadintas 380 hm bangos il gio
Sviesair fiksuota 480 nm fl uorescencija

Auk&tas slegis sumazina tranzicijos fluorescencija ir jtakoja baltymo iSsivyniojimo entalpijos
pokyti, kuris nusako tranzicijos pokrypio kampa (27 pav.). Pastebétas baltymo T, padidéjimas iki

400 atm ir Try, sumazejimas auk&tesniame slegyje (Pav. 29, Lentelé 15).
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3.3.2 rhHsp90N temper atiiriné denatiir acija, auk&tame dégyje esant radisikolio

Sudégus HspON — radisikolio tirpala iki 400 atm, 800 atm, 1200 atm ir 1600 am ir ji
kaitinant nuo 25 °C iki 95 °C temperatiros, buvo matuojama 480 nm ANS fluorescencija ir
stebima baltymo iSsivyniojimo tranzicija, kai tirpale 20 uM radisikolio. Fluorescencijos greivése
aiskiai pagebima, kad auk&tas dégis mazina fluorescencija baltymo iSsivyniojimo tranzicijos
dalyje (28 pav.). Esant 1200 atm ir 1600 atm slégiui baltymo — radisikolio komplekso
fluorescencinés kreivés labai gipriai kei¢ia savo forma ir tai gali parodyti apie baltymo su
radisikoliu vykstancius struktirinius pokycius. IS fluorescencijos kreiviy nusta¢ius rhHsp90N Ty,
pagebéta, kad auk®as slégis iki 1600 atm dgabilizuoja temperatira veikiamg baltyma,
padidindamas Ty, nuo 71 °C iki 77,4 °C (lentelé 15).
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Pav. 28. Hsp9ON-radisi kalis komplekso temperatiirine denatiracija, esant 1 atm, 400 atm, 800 atm, 1200 atm, 1600
atmslég ui. Baltymo tirpala sudaré: 8 uM Hsp9ON, 20 uM radisikolis, 50 uM ANS, 10mM bis-trisbuferis, pH 7. Cia
tasSkai — eksperi menty duomenys, kreive fizikinis modelis (14).
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Pav. 29. HSp90N Ty, pri klausomybé nuo slég o, esant O uM (x); 20 uM (o) ir 200 uM (A) radisi kolio koncentracija
baltymo tirpde. Bandyma kartoti tris kartus, prie taSky atidéti standartiniai nuokrypiai. Dauguma taSky nuokrypis
mazesnis uz simbolio dydi

Lentelé 15. Hsp9ON lydymosi temperatiiros (Ty,) kitimas baltyma vai kiant dégiu, nesant radisikolio (Tyy) ir esant 20
uM radisikolio (Thp). ATmzr = Tre — Tra-

P, atm T, OC Tho, OC ATm21, OC

1 57,0 71,0 14,0

200 58,3 - -

400 57,7 74,6 16,8

600 56,2 - -

800 551 76,3 21,1

1200 53,4 76,4 23,0

1600 54,3 77,4 23,1

2000 54,4 - -

Lyginant kaip auk3tas slégis lemia rhHsp90ON temperatiring denatiracija esant ir nesant
radisikolio (pav. 29), galima teigti, kad prie baltymo prisijunges radiskolis Sipriai pakeicia
rHsp90N gabilumg ir atsaka i auksto slégio poveiki.

3.3.3 Hsp9ON —radiskolio jungimasis prie auk&o dégio

Temperatarinio podinkio metodu, prie 1 atm, 400 atm, 800 atm slégio buvo nustytos
rhHsp9ON lydymosi temperataros (Tr) tirpale esant skirtingai radisikolio koncentracijai. 1S Tn,
priklausomybeés nuo ligando koncentracijos (L) (30 pav.) buvo nugtatytos rhHsp90N - radisikolio
jungimosi konstantos (Kp) esant 1 atm, 400 atm, 800 atm slégiui. Pastebéta, kad auk&tame slégyje
rhHsp9ON — radisikolio jungimos konstanta padidéja 200 karty (Ientelé 16).
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Pav. 30. HSp90N — radisikolio jung masis prie 1 atm (o), 400 atm (m), 800 atm (*). Tiriama tirpala sudaré: 10 pM
rhHsp9ON, 50 uM ANS (istirpintas vandeny), 0 — 200 uM radisi kalio (istirpintas DMSO), 1,8 % DM SO, 10 mM bis-
tris, 50mM fosfati nis buferiai, pH 7.

Lentelé 16. rhHsp90N — radiskolio jungimosi (Kp) ir disodiacijos (Kq) konstantos prie skirtingo slégio. Cia T, -
baltymo |ydymosi temperatiira, nesant ligando. Modelyje esantys pastovis parametrai: baltymo iSsivyniojimo
entapijos pokytis, nesant ligandui (A Ht = 140 kcal/mol), iSsivynigjimo Siluminés talpos pokytis (A.Crr = 1,5
kcal/(mol xK)), batymo — ligando jungimos entalpijos pokytis (AyHp = -5 kcal/mol), jungimosi Silumings talpos
pokytis (ApCro = - 0,2 kcal/(mol xK)), ka To= 37 °C.

P, atm T, °C Kp, M1 Kg, M

1 57 3,5 x 10° 29x10"
400 57,7 1,7 x 109 59 x 101!
800 55 8 x 10 1,3x 107

3.3.4rhCAI Ty kitimo priklausomybé nuo dégio ir metazolamido

Norint iSsiaiskinti ar auk&tas slégis keicia rhCAIl lydymos temperatira (Tr,), kuomet tirpale
yrair néra baltyma stabilizuojancio ligando — metazolamido, reikéjo atlikti rhCAl temperatarinés
denatiiracijos eksperimentus, ties pasirinktu pastoviu auk$tu slégiu. Tiriamas rhCAl tirpalas
sugpaustas iki norimo pastovaus slégio, ir kaitinamas nuo 25 °C iki 85 °C temperatiiros, 2 °C/min
grei¢iu. Viso kaitinimo metu, Zadinant tirpala 380 nm Sviesa, matuojama 480 nm fluorescencija
Gauti fluorescencijos duomenys aproksimuojami teoriniu modeliu (6), nugatant Tp,

Nustatius rhCAl temperatirinés denatiracijos fluorescencijos kreives prie normalaus
atmosferos ir auk&o dégiy, pastebéta, kad nesant tirpale metazolamido, 400 am slégyje baltymo
temperatarines denatiracijos fluorescencijos kreivé slenka | auk&esnés temperatiros sritj (pav.

31). Sisposlinkis parodo, kad aukdtas slégis stabilizuojatemperatiira veikiama rhCAL.
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Pav. 31. rhCAI denatiiracija aukSta temperattra prie 1 atm (m) ir 400 am (o). Tiriamas tirpales: 3 uM rhCAlI, 50 pM
ANS, 50 mM fosfatin's, buferis (pH 7), 1,8% DMSO.

Esant slégiui nuo 400 atm iki 2000 am Ty, daugiau ar maziau idieka pastovi (Pav. 32,
taskai pazyméti m). Esant batymo tirpale 6 — 100 uM metazolamido, slégis iki 2000 atm lemia
rhCAl lydymosi temperatiiros (Ty) padidéjima. Kuo auk&esnis slégis, tuo rhCAl Ty, didesnis
(Pav. 32).

0 400 800 1200 1600 2000
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Pav. 32. rhCAl, Ty, priklausomybé nuo slégo, kai tirpale OuM (m), 6,25 uM (*), 12,5 uM (o), 50 uM (A), 100 uM
(o) metazolamido koncentracija. Tiriamas tirpalas bwo sudarytasis: 3 uM rhCAl, 50 uM ANS, 50 mM fosfatinis,
buferis (pH 7), 1,8 % DM SO, 0 - 200 pM metazolamido.

Auk&o dégio stabilizuojamaji poveiki galimaaiskinti taip, kad padidéjusi temperatira
padidina issisukusio baltymo tarj daugiau nei susisukusio (Desai, Panick et al. 1999), o slégiuyra
skatinama reakcija, kurios metu sistemos taris sumazéty. Eksperimentais su citochromu ¢, buvo
parodyta, kad auk&as slégis iki 2200 atm stabilizuoja temperatiira veikiama baltyma,
padidindamas jo lydymosi temperatiira daugiau nei 13 °C, kai pH 4,3 (Dubins, Filfil et al. 2003).
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3.3.5rhCAIl —metazolamido jungimass, esant auk&am dégiui

IS rhCAIl temperatiros denatiracijos fluorescencijos kreiviy nustatytos rhCAI lydymos
temperataros (Ty), esant 0 — 100 uM metazolamido koncentracijai. Nustatius T, priklausomybe
nuo pilnos ligando koncentracijos (L), prie skirtingo dégio ir artinant fizikini modelj (51) prie
eksperimentiniy duomeny (pav. 33), buvo jvertintos rhCAlI — metazolamido jungimos
kongtantos esant skirtingam dégiui (lentelée 17).
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Pav. 33. HSA T, priklausomybé nuo metazolamido koncentracijos tirpale (L), esant 1 atm (m), 400 atm (o), 1200
atm (A ), 1600 atm (*) slégiui. Ciataskai — eksperimentiniai duomenys, kreivé eimanti per juos — fizkinis modelis
(51 lygtis). Tiriamas tirpaas buvo sudarytas iS: 3 uM rhCAIl, 0 — 200 uM, 50 uM ANS, 1,8 % DM SO, 50mM
fosfatinio buferio, pH 7. Artinant teorini modeli prie eksperimentiniy duomeny kai kurie parametrai buvo
nekeidiami: AyH 1 = 100 keal/mol, AyC 1 = 1,5 keal/(mol xK), ApH_1, = 5 keal/mol, A,C 1o = 0,2 ked/(mol xK) (51
lygtis).

Lentelé 17. rhCAl — METZ jungimosi parametra prie skirtingo slegio. Cia Tr —rhCAl lydymosi temperatiira tirpale
nesant metazolamido.

P, atm T, °C Kp, M Kg, M
1 61 1,5x10° 6,6x107"
40 64 1,5x10° 6,6x107"

1200 63,6 1,2x10’ 8,3x10°®

1600 63,6 3,1x10’ 3,2x10°®

Auk$tas slegis iki 400 atm nekeicia jungimosi konstantos, o esant 1600 atm slégiui jungimos
konstanta (Kp,) padidéja 20 karty (lentelé 17).
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|Svados

. Sumazinus HSA gabiluma 1 M guanidinu, galima auk&u slégiu iki 4000 am gebeti HSA
iSsivyniojimo tranzicija, kuomet nustatytas Py, = 1326 + 30 atm.

Matuojant stacionaria fluorescencija aukStame slégyje, nustatyti HSA — dekanoato,
dodekanoato jungimosi tirio pokyéiai (ApVo) atitinkamai -52 cm®mol ir -11 cm®mol,
sugpaudziamumo pokyéiai (Anf) atitinkamai 3 cmP/(calxmol) ir -0,2 cm®(calxmol), kai
jungimosi konstantos (Kp) atitinkamai 5x10° M ir 2,5x10° M ™.

. Auk$tas slégisiki 400 atm lemiarhHsp9ON, rhCAl lydymosi temperatiros (Ty,) padidejima, o
toliau didinant slegi T, sumazejair pasiekia soti.

. Auk&tas slegis lemia rhHsp90N — radisikolio ir rhCAI — metazolamido jungimosi konstanty

padidéjima.



Investigations of protein-ligand binding at high pressure

SUMMARY

Fluorescence method at high pressure was used to carry out the unfolding and binding
experiments with three proteins : human serum albumin (HSA), recombinant human (rh) heat
shock protein 90 N —terminal domain (rhHsp90N) and carbonic anhydrase | (rhCAlI). HSA with
1 M guanidinum can be unfolded by high pressure up to 4000 am, with the melting pressure (Py)
of 1326+ 30 am. We also determined the HSA unfolding transition a high pressure up to 4000
atm with different concentration of decanoate and dodecanoate. The HSA — decanoate,
dodecanoate binding parametres were determinded at higt pressure. The binding volume change
(ApVo) of the HSA- decanoate and dodecanoate were -52 cni/mol ir -11 cm®/mol respectively and
the binding compressibility change were (Apf) 3 cmf/(calxmol) ir -0,2 cm®/(calxmol)
respectively, when binding constants were 5x10° Mt ir 2,5x10° M *respectively. The temperature
denaturation of rhCAl and rhHs90N with ligands and without them were determined at high
pressure. High pressure changed the stability of rhCAl and rhHsp90N and enhance the proteins —
ligands binding constants.
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Padéka

Dékoju savo darbo vadovui Daumantui Matuliui, Piotrui Cimmperman uz iSvesta fiziking
modelj, pastabas, naudingus patarimus ir diskusijas kurios padéjau geriau suprasti darbe atlikty
eksperimenty rezultatus. UZ draugiSka darbo atmosfera ir naudingus patarimus noriu padéekoti
visai Biotermodinamikosir vaisty tyrimo laboratorijai.

Dékoju savo Seimai uZ rapinimas mano issilavinimu ir tvirtg palaikyma visy sudiju metu.
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