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[VADAS

Karboanhidrazés — tai visose gyvosios gamtos karalystése paplit¢ cinko metalofermentai,
katalizuojantys fiziologiSkai esming reakcija — griZtamaja anglies dioksido hidratacija.
Zinduoliuose aptinkta 16 karboanhidraziy izoformy, kurios skiriasi tarpusavyje pasiskirstymu
audiniuose, Iasteline lokalizacija, savo funkcijomis bei aktyvumais. Sutrikusi Siy baltymu veikla
siejama su tokiomis ligomis kaip véZys, glaukoma ir epilepsija. Pastebéta, kad slopinant tam
tikras karboanhidrazes, stebimas ligy simptomuy sumazéjimas. Tam tikri sulfonamidiniai
slopikliai jau naudojami kaip vaistai, taCiau pastebéta, kad jie nespecifiS8kai slopina
karboanhidrazes. Siuo metu mokslininkai koncentruojasi 1 specifiniy slopikliy paieska, kad bty
slopinamos tik tam tikros karboanhidraziy izoformos ir nepakenkty organizmui.

Baltymo saveikos su slopikliu supratimui svarbu nustatyti jungimosi termodinamika.
Nustacius karboanhidrazés jungimosi su slopikliu ,tikruosius* entalpijos bei laisvosios Gibso
energijos pokycCius ir jas koreliuojant su kristalografijos metodu nustatytomis struktiiromis,
galima geriau suprasti, kas vyksta kiekvienos karboanhidrazés izoformos aktyviajame centre,
jungiantis slopikliui, kuo jos skiriasi tarpusavyje. Tuomet bus galima konstruoti tam tikrai
izoformai specifinius slopiklius.

Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje
konstruojamos ekspresinés plazmidés, gryninama bei atlickami Zmogaus karboanhidraziy

termodinaminiai tyrimai.

Darbo tikslas - rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VII klonavimas, gryninimas,
jungimosi su slopikliais matavimas izoterminiu titravimo kalorimetrijos bei terminio poslinkio

metodais ir baltymo stabilumo esant skirtingoms pH reikSméms jvertinimas.

Darbo uZdaviniai:
» rekombinantinés Zzmogaus karboanhidrazés VII klonavimas, bei tinkamiausiu ekspresijos
salygu parinkimas;

» rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VII gryninimas;

Y

hCA VII jungimosi su TFMSA matavimas izoterminiu titravimo kalorimetrijos metodu;

» hCA VII jungimosi su TFMSA ir EZA matavimas terminio poslinkio metodu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. KARBOANHIDRAZIU APZVALGA

Karboanhidrazés (CA, EC 4.2.1.1) yra vieni i§ geriausiai tinkamy baltymy modeliy,
naudojamy jvairiose biofizikos, bioanalizés, fizikinés-organinés chemijos tyrimuose, kuriant
naujus vaistus, bei medicinos chemijoje (Krishnamurthy 2008). Sie metalofermentai yra pla¢iai
paplite gamtoje — ekspresuojami eukariotuose (gyvinuose ir augaluose), prokariotuose ir

arché¢jose. Karboanhidrazés katalizuoja griztama anglies dioksido hidratacijos reakcija:
C0, + H,0 = HCO; + H*. (1)

Griztama CO; hidratacijos reakcija yra svarbi daugeliui biologiniy procesu: a) kvépavimo
reguliacijai ir dujy apykaitai; b) pH reguliacijai ir palaikymui; ¢) regé¢jimui; d) kauly vystymuisi
ir ju funkcijai; e) kalcifikacijai; f) kai kuriems signaliniams keliams ir atminciai; g) sieliy
gamybai; h) kasos sul€iy gamybai; 1) jony transportui Zarnyne; j) raumeny funkcijai ir nervy
sistemai; k) prisitaikymui esant lasteliniam stresui; 1) augliy formavimuisi, uzriigStinant terpg
aplink hipoksines auglio Iasteles; m) bei kai kuriems metaboliniams keliams, tokiems kaip
gliukoneogeneze, lipogeneze, ureageneze ir kt. (Krishnamurthy 2008, Pastorekova 2004). Taigi
karboanhidrazés dalyvauja daugelyje esminiy fiziologiniy procesy, todél ju aktyvumo pokyciai
lemia jvairias patalogijas.

Pagal aminoriig§¢iu sekos homologija skiriamos trys karboanhidraziy baltymu klasés: a-
CA, B-CA ir y-CA (Hewett-Emmett 1996). a-CA aptinkamos stuburiniuose, bakterijose,
dumbliuose bei augaly citaplazmoje, B-CA randamos augaluose, dumbliuose ir bakterijose, o y-
CA - daugiausiai archéjose bei keliose bakterijose (Supuran 2008). a-CA klasés genai koduoja
ne tik aktyvias karboanhidraziy izoformas, bet ir katalitinio aktyvumo neturinius baltymus
(Pastorekova 2004). Kai kurie autoriai dar skiria 6-CA, randamy jiiriniy dumbliy diatomuose, ir
e-CA, randamy bakterijose, baltymy klases. Manoma, kad 8-CA klasés baltymas TWCAL,
aptinkamas 18 Thalassiosira weissflogii, yra a-CA homologas, o e-CA baltymai atstovauja B-CA
poklasi (Krishnamurthy 2008, Lane 2000, Morel 2002, So 2004).

a-CA, 6-CA ir &-CA baltymai yra monomerai, y-CA — trimerai, o B-CA klasg sudaro
dimerai, tetramerai, heksamerai ir oktamerai (Kimber 2000). Siy klasiy baltymy tretinés ir
ketvirtinés struktiiros nepanagios, tatiau jie visi aktyviajame centre turi cinko jona (Zn>*).
Nustatyta, kad a-karboanhidrazés katalizuoja ne tik griZtama angies dioksido hidratacija,

bet ir kitas reakcijas: cianato hidratacija i karbamo rtigsti, cianamido hidratacija i karbamida,
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aldehidy hidratacija 1 gem-diolius, karboksiliniy arba sulfaniliniy esteriy hidrolize¢ ir kt. Iki Siol
neaiSku, kurios kitos a-karboanhidraziy katalizuojamos reakcijos, i§skyrus CO, hidratacija, turi
fiziologing reikSme¢ (Supuran 2008).

Toliau bus aptariama o-CA baltymu klasé, nes tai vieninteliai Zmoguje aptinkami

baltymai ir tod¢l vaisty kiirime dazniausiai naudojami kaip modeliai.

1.1.1. a-karboanhidraziy struktiira ir katalizuojamos reakcijos

Siuo metu a-karboanhidraziy klasei priskiriama 16 baltymy. Jy pasiskirstymas lasteléje
yra ivairus: citozolinés (CA 1, IL, III, VII ir XIII), susijusios su membrana (CA IV, IX, XII, XIV
ir XV), mitochondrinés (CA VA ir VB), sekretuojamos (CA VI) ir i CA panasiis baltymai
(CARP VIII, CARP X ir CARP XI) (Krishnamurthy 2008, Supuran 2008).

a-CA budinga itin panasi erdviné struktiira, nors jos neturi rySkaus seky panasumo. a-CA
priskiriami baltymai, turintys i§ deSimties B-klos¢iy sudaryta B-laksSta (pagal SCOP duomeny
baz¢je pateikiama klasifikacija). Katalizei bitinas metalo jonas Zn** yra ~15A gylio aktyvaus
centro kiSenés dugne, kuri koordinuoja trys histidino aminortgsties liekanos (His 94, His 96 ir
His 119) ir vandens molekulé arba hidroksido jonas, kaip rodo Rentgeno spinduliy difrakcijos
kristalografijos duomenys (Supuran 2008). Cinko jonas, trys histidiny azoto atomai bei
bikarbonato jono deguonies atomas iSsidéstg Siek tiek deformuoto tetraedro forma. Prie cinko
prisijungusi vandens molekulé taip pat vandeniliniais rySiais saveikauja su Thr 199 hidroksilo
grupe, kuri sudaro ry$ius su Glu 106 karboksilo grupe. Sios saveikos padidina vandens
molekulés nukleofiliSkuma ir orientuoja substrata (CO;), kad §is buty lengviau prieinamas
nukleofilinés atakos metu (Supuran 2007, Supuran 2008).

a-karboanhidraziy katalizuojama griztama CO, hidratacija vyksta pagal ,,Ping-Pong*
reakcijos mechanizma (Kimber 2000, Krishnamurthy 2008). Si procesa galima aprasyti

schematinémis lygtimis:

+H,0
EZn**OH™ + €O, < EZn**HCO3 — EZn**OH, + HCO3; 2)
EZn**OH, < EZn**OH~ + H*. 3)

Kai fermento aktyviajame centre Zn®* koordinuoja hidroksido jonas (1A pav.), jis
atakuoja CO,, esanti hidrofobinéje kiSenéje, kuria suformuoja Val 121, Val 143 ir Leu 198
Zmogaus karboanhidrazés II atveju (1B pav.). Tokiu bidu susidaro bikarbonatas,

koordinuojamas cinko jono (1C pav.).
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Val 121
Val 143
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HCO, hisod | His 119
9% His 96
D
c

1 pav. Schematinis CO, hidratacijos mechanizmas, katalizuojamas a-CA baltymy
(Supuran 2008).

Susidargs bikarbonato jonas atpalaiduojamas i tirpala, o ji pakeifia vandens molekulé. 1
paveikslo A, B ir C dalis apraSo (2) lygtis. Taip susidaro rtgstiné fermento forma, aktyviajame
centre turinti cinko jona, koordinuojama vandens molekule (1D pav.). Kai protonas pernesamas i
terp¢ nuo baltymo aktyvaus centre esancios aminoriigSties liekanos, pavyzdziui,
karboanhidrazése 1, 11, IV, VIIL, IX ir XII-XIV — nuo His 64, arba buferinio tirpalo, fermentas
regeneruojamas i aktyvia bazing forma (3) (Kimber 2000, Krishnamurthy 2008, Supuran 2008).

Reakcijos greit] ribojanti stadija yra protono perneSimas, kai regeneruojamas fermentas
(3). Si procesa efektyviai pagreitina aukS¢iau minéta histidino aminortigsties liekana (His 64),
kuri tiesiogiai perduodama protona nuo vandens i iSor¢ veikia kaip protony Saudyklé (Fisher
2005, Kimber 2000, Krishnamurthy 2008, Temperini 2008). Tuo galima paaiSkinti, kodel CA II
yra viena i§ aktyviausiy karboanhidraziy (kee/K,, = 1,5 - 10° M's™).
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1.1.2. Ligos, susijusios su a-karboanhidraziy sutrikusia veikla

Kaip jau minéta anksciau, karboanhidrazés katalizuoja fiziologiSkai esming reakcija —
griztama CO; hidratacija. Nustatyta, kad kai kuriy karboanhidrazés izoformy pakitusi ekspresija
lemia tam tikras ligas.

Sergant glaukoma akies audinyje esancios karboanhidrazés gamina per daug bikarbonato
jonuy, de¢l kuriy skatinama akies skysCio sekrecija ir padidéja akispiidis, dél kurio sumazéja
kraujo patekimas i tinklaing. Laiku nepradéjus gydyti ligos, galima apakti. Glaukomos gydymui
naudojami CA 1I inhibitoriai (Krishnamurthy 2008). Su Sia ligos progresavimu taip pat siejamos
CA XII, CA Il ir CA 1V, kurios pasiiilytos kaip potencialiis taikiniai vaisty kiirime (Pastorekova
2004).

Pirmoji karboanhidrazé susieta su vézio vystymusi buvo CA IX. Tai aprasé 1992 metais
Pastorekova su bendradarbiais. Antroji karboanhidraz¢ — CA XII, kaip véliau nustatyta,
koekspresuojama kartu su CA IX kai kuriuose véZiniuose audiniuose bei taip pat randama
daugelyje normaliy audiniy (Thiry 2008). Normaliuose audiniuose CA IX ekspresija labai silpna,
taiau ji labai efektyviai indukuojama augliuose hipoksijos metu. CA IX laikomas vienu
patikimiausiu hipoksijos Zymeny audiniuose, nes tai yra membraninis baltymas, turintis lastelés
iSor¢je iSsidésCiusi aktyvyji centra (Thiry 2008). CA IX slopinimui naudojami ligandai
hipoksijos atveju lemia lastelés ziiti (Potter and Harris, 2004).

Nervy sistemos ligy gydymui naudojami slopikliai yra potencialiis CA II, CA IV, CA V,
CA VIIir CA XIV taikiniai. Sie baltymai aptinkami nerviniuose audiniuose, tod¢l manoma, kad
jie yra susij¢ su epilepsija, migrena ir kitomis nervy sistemos ligomis.

Epilepsijos gydymui naudojamas sulfamatas topiramatas (TPM). Kaip pastebéta, jis ne
tik regulivoja smegenu veikla, bet ir maZina kino svori. Zonisamidas (ZNS), taip pat
naudojamas kaip antiepilepsinis vaistas, efektyviai maZina svori nutukusiems Zmonés ir gydo
valgymo sutrikimus, tokius kaip bulimijg ir anokreksija. Manoma, kad TPM ir ZNS sukeliamas
Salutinis poveikis, svorio maz¢jimas, yra susijes su lipogenezéje dalyvaujanciy korboanhidraziy
izoformy CA II ir CA VA slopinimu (Simone 2008).

Tokiose didelése baltymy klasése kaip CA svarbu gerai iStirti aktyvaus centro struktiirg ir
saveika su slopikliais. Tuomet bus galima sukurti vaistus, kurie slopinty tik tam tikrus CA
izofermentus, bet neslopinty nespecifiniy baltymo formy, kurios paplitusios visame organizme ir

kuriy slopinimas sukelty zalingy Salutiniy poveikiy.
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1.1.3. Zmogaus karboanhidrazés VII apZvalga

Biotechnologijos instituto biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje tiriamos
aktyvios a-karboanhidraziy formos. Jau susintetinti ir charakterizuoti jau¢io CA II (Linos
Mistinaités baigiamasis magistro darbas), Zmogaus CA I ir Zmogaus CA III baltymai. Sio darbo
metu termodinamskai apibtidinta Zmogaus CA VII, kuri yra viena i§ geriausiy anglies dvideginio
griztamos hidratacijos katalizatoriy, lyginant su kitomis karboanhidrazémis. Sio baltymo
katalizinis aktyvumas sudaro ~ 50 — 70 % CA II aktyvumo.

CA VII aminortugsciu sekos yra labai konservatyvios (~ 95 %) tarp Zzmogaus ir pelés
homology, todél nuspresta, kad Siy baltymy genai atlieka svarbia biologing funkcija. In situ
hibridizacijos biidu nustatyta, kad CA VII ekspresuojama Ziurkés smegenyse (Halmi 2006,
Lakkis 1997, Ruusuvuori 2004). DidZiausia CA VII ekspresija nustatyta Ziurkiy smegeny
Zieveje, hipokampe ir gumbure. Norterno bloto analizés metu nustatytos dvi CA VII juostelés
(1,0 ir 2,2 kb). Sukelus epilepsijos priepuolius kainine riigStimi, nepastebéti jokie CA VII mRNR
poky¢iai, tik po 12 val. (iki 7 dieny) stebimas nezymus 2,2 kb CA VII juostelés sumazéjimas
(Halmi 2006). Siais tyrimais nustatyta, kad kaininé riigstis indukavo CA II ir CA XII baltymy
ekspresija.

Ruusuvuori su bendradarbiais 2004 metais atliko tyrimus, kad identifikuoty molekulinius
mechanizmus, sukelian¢ius sinchroninius CA1l piramidiniy neurony suZadinimus. Dirginant
smegenis aukStu daZniu hipokampo piramidiniuose neuronuose sukeliamas GABA 4 receptoriaus
atsakas, kuris nepastebimas iki postnatalinés 12 dienos. Taip pat ta pacia dieng stebimas ir CA
VII pagaus¢jimas. Taigi manoma, kad padidéjusi CA VII ekspresija sukelia GABA-ergini
suzadinima, ir Sio baltymo slopikliai galéty buti naudojami kaip vaistai gydant epilepsija

(Ruusuvuori 2004).

1.2. KARBOANHIDRAZIU SULFONAMIDINIAI SLOPIKLIAI

Sulfonamidiniy ligandy sugebé¢jima slopinti karboanhidrazes pirmieji pastebéjo Mannas
ir Keilin 1940 metais. Taip prasidéjo naujas vaisty kiirimo etapas, kai sulfonamidoniai slopikliai
naudojami glaukomos, hipoglikemijos, véZiniy ir nervy sistemos ligy bei nutukimo gydymui.

Sulfonamidai jungiasi prie aktyviajame centre deprotonizuotoje formoje esancio cinko
jono, sudarydami tetraedring geometrija: ligando azoto atomas prisijungia prie Zn** bei

suformuojami vandeniliniai rySiai su baltymo Thr 199 aminortigsties liekana, kuri vandeniliniais
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rysiais susijungusi su Glu 106 (hCA II atveju) (Pastorekova 2004, Supuran ir Scozzafava 2007)

(2 pav.).
Hidrofiliné dalis Hidrofobiné
. dalis

\ | --0=8,

N ./ O
Thr 189 I ___.--NH\
? 7 24+

n
Ao SHis 119
HIs 94 is o6

Glu 106

2 pav. Schematinis hCA VII slopinimas sulfonamidu (Supuran ir Scozzafava 2007).

Kaip matyti i§ 2 paveikslo, aromatiné sulfonamidinio slopiklio dalis, paZyméta R,

saveikauja su hidrofilinémis ir hidrofobinémis baltymo aktyvaus

centro aminorugsciy

liekanomis. Sig baltymo ir ligando galima apra$yti supaprastinta lygtimi, kur S raide pazymétas

sulfonamidas:

EZn?*0H, + S < EZn?**S + H,0.

“)

Siuo metu kliniSkai naudojami Sie sulfonamidai: acetazolamidas, metazolamidas,

etokzolamidas, dichlorofenamidas, dorzolamidas ir brinzolamidas. Juy struktiirinés formulés

pateiktos 3 paveiksle.
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3 pav. Kliniskai naudojamy sulfonamidiniy vaisty struktiirinés formulés: 1 -
acetazolamidas, 2 — metazolamidas, 3 — etokzolamidas, 4 — dichlorofenamidas, 5 — dorzolamidas
ir 6 — brinzolamidas. Me atitinka CHj radikala, o Et — C,Hs (Supuran ir Scozzafava 2007).

Acetazolamidas yra diuretikas, kuris naudojamas glaukomai, epilepsijos priepuoliams,
idiopatinei intrakranijinei hipertenzijai, kalny ligai, cistinurijai bei Marfano sindromui gydyti.
Etokzolamidas taip pat yra diuretikas. Jis naudojamas glaukomai, dvylikapirStés Zarnos opoms ir
kartais kai kurioms epilepsijos formoms gydyti. Metazolamidas, dichlorofenamidas,
dorzolamidas bei brinzolamidas naudojami glaukomai gydyti.

Visi aukSciau pateikti sulfonamidiniai slopikliai yra heterocikliniai, ta¢iau buvo kuriami

ir paprasti halo-alifatiniai ligandai, kaip pavyzdziui trifluormetansulfonamidas (TFMSA) (4

pav.).
F O
F%%—NHz
F 0

4 pav. Trifluormetansulfonamido struktiiriné formulé.

Paprasti halo-alifatiniai ligandai yra pakankamai stipriis sulfonamidiniai karboanhidraziy
slopikliai. | slopiklio struktiira jvedami fluoro arba chloro atomai, kad pK, reikSmé biity
mazesné. Maren ir Conroy (1993 m.) savo darbuose pastebé¢jo, kad tarp ligando pKa reikSmés ir
CA 1I disociacijos konstantos yra tiesiogin¢ priklausomyb¢. Taip buvo sukurtas stiprus
karboanhidraziy slopiklis TFMSA (4 pav.), taiau Sis ligandas neparodé¢ iSskirtinio poveikio
gydant glaukoma (Maren 1993).

Kuriant efektyvius sulfonamidinius vaistus glaukomai gydyti buvo taikyti du metodai:
,ziedo® ir ,,uodegos‘. Dorzolamidas ir brinzolamidas buvo sukurti taikant ,,Ziedo* metoda, kurio
esmé — didel¢é Ziediniy sistemy ivairové, prie kuriy prijungiamos sulfonamidinés ir kitos grupés.

Tokiu budu buvo gauta daug neefektyviy ligandy ir alergenuy bei tik du kliniSkai taikomi
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slopikliai. ,,Uodegos* metodas pradétas taikyti visai neseniai. Jo esmé yra jvairiy tirpuma
gerinanciy Soniniy grandiniy prijungimas prie gerai Zinomy heterocikliniy sulfonamidy. Kol kas
néra kliniSkai naudojamy sulfonamidy, sukurty tokiu buidu, taciau pastebétas kai kuriy junginiy
didesnis efektyvumas gydant glaukoma gyviinu modeliuose, lyginant su Siuo metu gydymui
naudojamais slopikliais (Supuran 2003).

Didziausia problema kuriant vaistus yra ta, kad sulfonamidai nespecifiskai slopina
svarbig fiziologing funkcija turin¢ias karboanhidraziy izoformas (Supuran ir Scozzafava 2007) ir
taip gali pakenkti organizmui. Todél kuriant slopiklius pradétas taikyti naujas metodas, kai prie
zinomy heterocikliniy sulfonamidu prijungiami pakaitai — polimerai, piridinai, karbohidratai —
neleidZiantys ligandui pereiti per lastelés membrang. Tokiu budu gauta junginiy, kurie
specifiskai slopina tik membranines karboanhidrazes, lastelés iSoréje turincias aktyvuji centra
(Lopez 2010, Supuran 2003). Taigi Sis metodas taikomas su véZiu susijusiy karboanhidraziy

slopinimui.

1.3. BALTYMO IR LIGANDO JUNGIMOSI TERMODINAMIKA IR
TYRIMO METODAI

Karboanhidrazés daZnai naudojamos kaip modeliai baltymo jungimosi su ligandu
termodinamikos ir kinetikos tyrimams. Dauguma metody remiasi makromolekulés ir ligando

jungimosi pusiausvyrinés konstantos nustatymu:

_
Ko = By ©)

[M] — makromolekulés, [L] - ligando ir [ML] — ju komplekso pusiausvyrinés

koncentracijos.

Slopiklio disociacijos pusiausvyros konstanta (K,) yra atvirk§¢iai proporcinga jungimosi

konstantai:

Ky =—. ©)

Kp

Baltymo jungimosi su ligandu termodinamikai tirti taikomi fluorescenciniai,

liuminescenciniai, jvairis spektroskopiniai, masiy spektrometrijos, magnetinio rezonanso,
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cirkuliarinio dichroizmo, pavirSiaus plazmonu rezonanso, kapiliarinés elektrofozés, ivairiis
kalorimetrijos ir kt. metodai.

Fluorescencinés spektroskopijos metoda yra labai jautrus. Pagrindinis jo trilkumas yra tai,
kad reikalinga fluorescuojanti molekulé. AfiniSkumo kapiliarinés elektroforezés esmé —
skirtingas laisvo baltymo ir baltymo, susijungusio su makromolekule, judéjimas elektriniame
lauke (Krishnamurthy 2008). Dauguma metody nustatomos jungimosi pusiausvyrinés
konstantos, o jungimosi termodinaminiai parametrai apskaiiuojami pagal teorines
priklausomybes. Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITK) yra vienintelis metodas, kuriuo

tiesiogiai iSmatuojama ne tik reakcijos jungimosi konstanta, bet ir entalpija.

1.3.1. Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodo apZvalga

Izoterminio titravimo kalorimetrija yra tikslus metodas, kuriuo tiesiogiai iSmatuojama
reakcijos jungimosi entalpija esant izoterminéms ir izobarinéms salygoms. Vieno eksperimento
metu nustatoma baltymo ir ligando jungimosi reakcijos entalpijos ir entropijos pokyciai,
jungimosi konstanta (26), 1S kurios apskai¢iuojama laisvoji Gibso energija (27), bei susijungusiy
medZiagy stechiometrija (Baranauskiene 2009, Jelesarov 1999, Matulis 2008, Perozzo 2004).
ITK eksperimento metu ligandas titruojamas 1 kiuvetéje esanti baltymo tirpala (gali biiti ir
atvirksciai). Po kiekvienos ligando (arba baltymo) injekcijos matuojamas iSsiskyrusios arba

sugertos Silumos pokytis:

q = VoAHA[ML]; (7)
kur g — Silumos kiekis, V) — reakcijos turis kiuvetéje, AH — jungimosi entalpijos pokytis ir

A[ML] — makromolekulés-ligando komplekso koncentracijos pokytis.

ITK eksperimetuose kiekvienos pridétos ligando injekcijos sukeltas Silumos pokytis
priklauso nuo reakcijos tiirio, koncentracijy, jungimosi entalpijos pokyc¢io, jungimosi konstantos,
skiedimosi Silumos, stechiometrijos ir nuo prie§ tai pridéto ligando kiekio. Po kiekvienos
injekcijos sumazéja neuzimty ligando prisijungimo centry ir todél mazé¢ja Silumos pokytis

(Perozzo 2004). Bendras Silumos kiekis po i-tosios injekcijos apskai¢iuojamas:

Q = VoAH X A[ML]; = VoAH[ML];; ®)

kur [ML]; — makromolekulés-ligando komplekso koncentracija po i-tosios injekcijos.
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Manoma, kad karboanhidrazé¢ turi viena sulfonamido suriSimo centra. Tai pati

paprasciausia jungimosi reakcijos sistema. Tokiu atveju jungimosi konstanta apskaic¢iuojama:

- _ 9
b= -o)Ly

€))

kur @ — isotinimo frakcija, [L] — laisvo ligando koncentracija, kuris priklauso nuo

bendros ligando [Lt] ir bendros makromolekuliy [Mr] koncentracjy:
[L] = [L7] — nO[M7]. (10)

Gaunama kvadratiné lygtis, istatius (9) ir (10). Sios lygties vienintelis prasmingas

sprendinys:

2
0=2(1+—2 +[LT]—\](1+ ! +[LT]) _ el ) (1)
2 nKp[Mr] = n[Mr] nKp[Mr] = n[Mr] n[Mr]
Tuomet reakcijos intergralinis Silumos kiekis po i-tosios injekcijos lygus:

Q = n[Mr]Vo,AHO;, (12)

ir diferencialinis i-tosios injekcijos Silumos kiekis lygus (Perozzo 2004):
q; = n[Mr]VoAH(O; — 6;_4). (13)

Atliekant eksperimenta baltymas (arba ligandas) titruojamas 20-50 ligando (arba
baltymo) injekcijuy ir suplanauojamas taip, kad jungimosi reakcijos vyktuy tik pusés injekciju
metu. Gaunamos elektrinés galios, kurios reikia Saldyti arba kaitinti méginio kiuvete iki
nustatytos temperatiiros, kitimo laike kreivés. Integruodami gauty piky plotus gauname
i§ssiskyrusios arba sugertos Silumos pokyti (Jelesarov 1999, Matulis 2008). Tipinés ITK kreivés
parodytos 3.3.2. skyriuje.

Kad ITK eksperimety metu biity gauta tiksli jungimosi konstanta, labai svarbi yra kreives
forma, kuri priklauso nuo C faktoriaus. Faktorius C yra lygus titruojamo baltymo koncentracijos

ir jungimosi konstantos sandaugai, jei ji yra Zinoma:

C = [Mr]Kp. (14)
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Kokybiskos titravimo kreivés gaunamos, kai parametras C yra tarp 10 ir 100 (Perozzo
2004). Kai C faktorius labai didelis (C > 1000), gaunamos stacios kreivés, 1§ kuriy pakankamai
gerai nustatoma jungimosi entalpija bei susijungusiy medZiagy stechiometrija, taiau gauta

jungimosi konstanta néra tiksli, kaip pavaizduota 5 paveiksle (Campoy 2005).
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3.0
5 pav. Teorinés ITK kreivés, esant jvairiems C faktoriams (Campoy 2005).

Kai C faktorius labai mazas (C < 1), gaunamos gulsCios kreivés, i§ kuriy nei vienas
nustatytas parametras néra tikslus. ITK eksperimentais tiksliausiai nustatoma jungimosi
konstanta, kai 10* M < K, < 10* M™' (Campoy 2005). 10* M™' — maZiausia jungimosi konstanta,
kurig galima nustatyti ITK metodu ( Perozzo 2004).

Daugelio mokslininky pagrindinis uZdavinys — izoterminio titravimo kalorimetrijos
duomeny bazés sukiirimas ir jungimosi termodinamikos koreliavimas su besijungianciy
kompleksy struktiiromis (Baranauskiené¢ 2009). Pirmaja ITK duomenuy saugykla 2001 metais
sukiiré¢ Gilson su bendradarbiais. Ladbury sudarytoje ,,SCORPIO* duomeny bazéje pateikta 29
skirtingy baltymu, 176 ligandy ir 90 unikaliy baltymo-ligando kompleksuy termodinamikos bei
struktiiros duomenys. Visy svarbiausiy biologiniy procesy metu vyskta baltymo jungimasis su
ligandu, pavyzdZiui fermentinés, antikiino-antigeno, receptoriy jungimosi reakcijos, todel svarbu

suprasti reakcijas, vykstancias tarp baltymo ir ligando.
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1.3.2. Terminio poslinkio metodo apzZvalga

Terminio poslinkio metodo (TPM) metodo esmé - fluorescencinis baltymo
temperattrinio stabilumo tyrimas, esant skirtingoms baltymo ir ligando koncentracijoms. TPM
matuojamas baltymo temperatiirinis stabilumas, stebint su baltymu susijungusio dazo 8-anilino-
1-naftaleno sulfonato (ANS) fluorescencija. Kai temperattira nedidel¢ ir baltymas natyvus, ANS
fluorescencija yra labai nezymi. Baltymui pradé€jus iSsivynioti, atsiveria jo hidrofobinés sritys,
prie kuriy jungiasi fluorescencinis dazas. Tuomet stebima intensyvesné ANS fluorescencija, nes
daZas intensyviau fluorescuoja hidrofobingje aplinkoje. Pasiekus tam tikra temperatiira, baltymas
denatiiruoja, atitinkamai mazéja ir daZo fluorescencija (Matulis 1998, Matulis 2005). Stebima

fluorescencija galima aprasyti lygtimi:

y(T) = yyPy + yn(1 = Py); (15)
kur yy — iSsivyniojusio baltymo, ynx — natyvaus baltymo fluorescencijos intensyvumai, o

Py — baltymo iSsivyniojimo tikimybeé, kuri apskai€iuojama:

1
Py = T oagem (10

kur AyG — baltymo iSsivyniojimo laisvosios Gibso energijos pokytis, R — universalioji
dujy konstanta ir 7 — absoliuti temperattura kelvinais (Zubriené 2009). Baltymo i$sivyniojimo
laisvoji Gibso energija gali biiti iSreikSta per baltymo iSsivyniojimo entalpijos (AyH), entropijos

(ApS) ir Siluminés talpos pokycius (AyC,):

AyG = AyHr + AyCo(T=T,) =T (AUST + AuCpln(T/Tr)); A7)

kai 7, yra baltymo lydimosi temperatiira (7,,), kurioje yra Zinomi entalpijos ir entropijos

poky¢iai, o Siluminés talpos pokytis nepriklauso nuo temperatiiros.

Natyvaus bei iSsivyniojusio baltymo fluorescencijy priklausomybés aprasomos lygtimis:

v = Ynom + My (T — Tn);

Yu = Yurm + my(T — Tp); (18)

kur yy7m It yurm — nhatyvaus ir iSsivyniojusio baltymo fluorescencija lydymosi
temperatiiros taske, my ir my — natyvaus ir iSsivyniojusio baltymo fluorescencijos koeficientai

priklausantys nuo tiesinés temperatiros.
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IS (15) — (18) lygc¢iy sudaroma fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo

temperaturos funkcija:

Yurm—YNTm+my—mpy)(T—Ty,)

AyHTm+AyCp(T-Tm)~T(Ay STm+Ay CpUnT/Tm))’
1+e RT

Y =Ynrm t my(T —T,) + (19)

Didinant temperatiira baltymas denatliruoja, tacCiau baltyma gali stabilizuoti prie jo
natyvios blsenos besijungiantis ligandas. Jei ligandas stipriau jungiasi prie iS$sivyniojusio
baltymo, tuomet baltymas destabilizuojamas. Sias jungimosi reakcijas galima pavaizduoti

schemomis:

[UL] = [U] + [L] & [N] + [1] <23 [NL); 20)

Kpy
kur [UL] - iSsivyniojusio baltymo-ligando komplekso koncentracija, [U] — laisvo
iSsivyniojusio baltymo koncentracija, [L] — laisvo ligando koncentracija, [N] — laisvo natyvaus
baltymo koncentracija ir [NL] — mnatyvaus baltymo-ligando komplekso koncentracija

(Cimmperman 2008).

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

lygybémis :

P, = [N] + [U] + [NL] + [UL];
L, = [L] + [NL] + [UL]. 1)

Pusiausvyros konstantas, kurios nusako baltymo stabiluma ir ligando jungimasi (20),

galima iSreikSti laisvosiomis energijomis:

K, = [l _ e —AuGr/RT — o—(AyHr—TAySr)/RT —

[N]
e—(AUHTT+AUCP(T—Tr)—T(AUSTT+AUCPln(T/T,J))/RT; @)
kur AyGr, AyHr, AySr ir AyC, — iSsivyniojusio baltymo laisvosios Gibso energijos,
entalpijos, entropijos ir Siluminés talpos pokyciai. T, — baltymo lydymosi temperatira, kei néra

ligando.
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Ky = INL] _ e ~BbNGT/RT — o—(BpNHT=TApNST)/RT —

. —(AbNHTO +ApNCp (T=To) =T (ApnSro+AyCy ln(T/To)))/RT; @3)

kur ApnGr, ApwHr, ApnSt it ApyC), — ligando jungimosi su natyviu baltymu laisvosios

Gibso energijos, entalpijos, entropijos ir Siluminés talpos poky¢iai. Ty lygi 37°C.

Kyy = [[UL] — e BpuGr/RT — o—(BpyHr—TApyST)/RT —

e—(AbUHT0+AbUCp (T—TO)—T(AbUSTO+AUCpln(T/T0)))/RT; 4)

kur ApyGr, ApuHr, ApuSt 1r ApyC, — ligando jungimosi su iSsivyniojusiu baltymu
laisvosios Gibso energijos, entalpijos, entropijos ir Siluminés talpos pokyciai (Cimmperman
2008).

Daroma prielaida, kad ligandas nesijungia su iSsivyniojusiu baltymu (K,y—0) arba
jungiasi Zymiai silpniau nei su natyviu baltymu (K,y<< Kpy ir KyKpy<< Kpy), tuomet gaunama
bendra ligando koncentracija L, reikalinga pakelti baltymo lydymosi temperatiira nuo 7, (kai

tirpale néra ligando) iki 7}, (kai yra ligando) (Cimmperman 2008):

Le = (Kyrm — 1) (55— + ——)- (25)

2Ky tm  KbN._Tm

Taikant (25) lygti ir modeliuojant 7,, priklausomybg¢ nuo ligando koncentracijos
nustatomi baltymo jungimosi su ligandu parametrai. Kad biity galima tiksliai nustatyti reakcijos
jungimosi konstanta terminio poslinkio metodu, reikia Zinoti baltymo iSsivyniojimo entalpijos

pokyti AyH 7), kuris nepriklauso nuo tiriamo slopiklio.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. DARBE NAUDOTI PRIETAISAI, MEDZIAGOS IR TIRPALAI

2.1.1.

Naudoti prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:

>

YV V.V V V V V V V V VYV V V V V VYV V V V V V V

2.1.2.

analitinés svarstyklés;

autoklavas;

elektriné plytelé;

fluorimetras ,,R-Corbet*;

gryninimo sistema ,,AKTA explorer*;

horizontalios elektroforezés aparatas ,,Sigma-Aldrich® ir jo priedai;
kaitinamoji vonel¢ ,,Kleinfeld Labortechnik MBT250%;
kalorimetras ,,Microcal VP-ITC*;

laminarinis boksas;

magnetiné maiSykle ,,BIOSAN*;

maiSykle ,,BIOSAN®;

pH-metras ,,LaboChema*;

poliakrilamidinio gelio elektroforezés aparatas ,,BIO-RAD* ir jo priedai;
polimerazinés grandininés reakcijos aparatas ,,Eppendorf Mastercycler personal®;
purtyklé ,,BIOSAN Multi-vortex V-32°;

spektrofotometras ,,Jenway 6305°;

spektrofotometras ,,NanoDrop*;

Saldoma centrifuga ,,Beckmann®;

Saldoma mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R*;
termostatas ,,Eppendorf TermoStat plus*;

termostatuojama purtyklé ,,LaboChema*;

transiliuminatorius ,,ULTRA-LUM®;

ultragarso Saltinis ,,Bandolin Sonopuls®.

Naudotos medziagos ir rinkiniai

Darbe naudotos medZiagos, reagentai ir rinkiniai pateikti pagal gamintoja:

>

Aldrich: etokzolamidas;
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Alfa Aesar: trifluormetansulfonamidas;

BioRad: B-merkapto etanolis, glicinas, TEMED;
Biotechnologijos institutas: LRY-2KT sefaroze¢;
Boehringer Mannheim: ditiotrietolis;

Ferak Berlin: Triton —X100;

YV V. V V V V

Fermentas: agaroze, IPTG, molekuliniy masiy standartai (GeneRuler™ DNA Ladder Mix
ir Protein Molecular Weight Marker SM0431), fermentai klonavimui (Ndel, Ncol, Pagl,
Eco911, EcoRV, Ecol30I, Klenow, T4 DNR ligaz¢ ir ju buferiniai tirpalai), fermentai
PGR (Pfu, dNTP ir jy buferiniai tirpalai) bei GeneJET™ Gel Extraction Kit, GeneJET™
Plasmid Miniprep Kit, Genel ET™ PCR Purification Kit rinkiniai;

> Fluka: Coomassie Brilliant Blue R-250, etidZio bromidas, HCI, N,N°‘-metilen-Bis-
akrilamidas, Na,PO,, Na,B4O-, NaH,PO,, NaOH;

» GE Healthcare: Q-Sepharose Fast Flow, SP-Sepharose Fast Flow;

» Lachema: uréja;

» Matheson Coleman & Bell: bromfenolio mélynasis;

» Roche: PMSF;

» Roth: agaras, akrilamidas, amonio persulfatas, ampicilinas, DMSO, LB medium
(Luria/Miller) terpe, MgCl,, mieliy ekstraktas, NaCl, Rnaz¢A, triptonas;

> Serva: CH;COONa;

» Sigma: CH3;COOH, EDTA, H3PO4 85 %, imidazolas, KCl, MgSQO4, Na,SO4, NDS, TRIS;

» Peaxum: CuSOy, ZnSOs.

Bakterijy kamienai:

hCAVII/pET-15b (3 — 264 a. r.) ir hCAVII/pET-15b (1 — 264 a. r.) geny klonavimams
naudotas E. coli XL1-blue (Startagene) bakteriju kamienas (endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl
relAl lac gInV44 F'[::Tnl0 proAB" lacl? A(lacZ)M15] hsdR17(rg’ mg")), kuris atsparus
tetraciklinui bei nalidiksino ragsciai.

Baltymy ekspresijai naudotas E. coli BL21 (DE3) (Novagen) bakteriju kamienas (F~
ompT gal dcm lon hsdSg(rg” mg’) AMDE3)). Sis kamienas yra iSvestas i§ laukinio E. coli B
kamieno, neturi F plazmidés, turi dem mutacija, nesintetina Lon ir OmpT proteaziy. BL21 (DE3)

kamieno lastelés yra iSvesto A bakteriofago DE3 lizogenai.
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Genetiniai konstruktai:

6H-hCAVII/pET-15b plazmidé, turinti Zmogaus karboanhidrazés VII gena. Ji
sukonstruota Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje
(Jolanta Toressan, Jelena Jachno ir Jurgos Matulieng).

pET-15b vektorius (Novagen).

Pradmenys:

VPI1 (5°-GATCTCATGACCGGCCACCACG-3) tiesioginis pradmuo hCA VII geno
padauginimui, turintis Pagl kirpimo vieta, pradZios kodona ATG ir trikstamus nukleotidus,
visiSkai teisingai hCA VII geno sekai gauti.

VPI2 (5*-GTAGCATATGTCAGGCCCGGAAGGAGG-3%) atvirkstinis pradmuo hCA
VII geno padauginimui, turintis Ndel kirpimo vieta ir pabaigos kodona TGA.

VPI3 (5'-GGGCAAGAAGCACGATG-3°) pradmuo hCAVII/pET-15b (3 — 264 a. r.)
plazmidés koduojamo hCA VII baltymo sekoskaitai nustatyti. Jungiasi 300 bp Zemiau starto
tasko.

T7-Prom (5°-TAATACGACTCACTATAGGG-3‘) pradmuo hCAVII/pET-15b (3 — 264
a. r.) ir hCAVII/pET-15b (1 — 264 a. r.) plazmidziy kaduojamy hCA VII baltymy sekoskaitoms
nustatyti. Jungiasi prie T7 promotariaus sekos.

T7-Term-2 (5°-GGGGTTATGCTAGTTATTGC-3°) pradmuo hCAVII/pET-15b (1 —
264 a. r.) plazmidés kaduojamo hCA VII baltymo sekoskaitai nustatyti. Jungiasi prie T7

terminatoriaus sekos.

2.1.3. Naudotos terpés ir tirpalai

Terpés:

Agarizuota LB (Miller) terpé: 10 g NaCl, 10 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto ir 15 g
agaro iStirpinama viename litre dejonizuoto vandens, pH 7. Autoklavuojama 20 min 121°C
temperatiiroje.

LB medium (Luria/Miller) mitybiné terpé (sudétis: 10 g/L triptono, 5 g/L mieliu
ekstrakto ir 10 g/LL NaCl). 25 g terpés iStirpinami litre distiliuoto vandens, pH 7. Autoklavuojama
5 min 121°C temperatiiroje.

S.0.C. mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NacCl, 3,5 mM KClI,
10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy, 20 mM gliukozés. Triptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KCI

tirpinami 97 mL dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min 121°C temperatiiroje. Atausinus
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iki kambario temperatiiros, pridedama Mg drusky ir gliukozés. Gautas tirpalas filtruojamas, pH

7.

Tirpalai ir buferiniai tirpalai:

Akrilamidas/Bis-akrilamidas 30 %: 29,2 g akrilamido ir 0,8 g N,N‘-metilen-bis-
akrilamido iStirpinama nedideliame kiekyje dejonizuoto vandens, skiedZiama iki 100 mL ir
filtruojama. Laikomas tamsiame inde 4°C temperattiroje ne ilgiau nei 30 dieny.

Amonio persulfato tirpalas 10 %: 100 mg APS tirpinama 1 mL dejonizuoto vandens.

Ampicilino tirapalas: 1 g ampicilino tirpinamas 10 mL dejonizuoto vandens,
filtruojama. Tirpalo koncentracija 100 pg/pL.

Ardymo buferinis tirpalas: 25 mM TRIS, 1 mM B-ME ir 0,1 % Triton-X100, pH 8,5.

Bromfenolio mélis: 0,05 %.

EDTA tirpalas: 37,22 g Na,EDTAx2H,0 tirpinama 140 mL dejonizuoto vandens,
NaOH privedama tirpalo pH iki 8 ir pripildoma dejonizuoto vandens iki 200 mL. Gauta tirpalo
koncentracija 0,5 M.

Elektroforezés buferinis tirpalas (10 karty koncentruotas): 25 mM TRIS, 1,9 M
glicino ir 35 mM NDS, pH 8,3 — 8,6 (nekoreguojamas).

IPTG tirpalas: 5 g IPTG tirpinama 21 mL dejonizuoto vandens, filtruojama. Tirpalo
koncentracija 1 M.

Kumasi R-250 dazo tirpalas: 0,62 g R-250 iStirpinama 113 mL 95 % etonolio,
pridedama 23 mL ledinés acto riigsties. Praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 250 mL ir
filtruojama.

Pavyzdzio buferinis tirpalas (6 kartus koncentruotas): 350 pL. 0,5 M TRIS, 50 mg
NDS, 46 mg DTT, 150 uL glicerolio, pH 6,8.

Sarminés lizés tirpalas P1: 50 mM TRIS-HCI (pH 8), 10 mM EDTA ir 100 pg/mL
RnazésA.

Sarminés lizés tirpalas P2: 200 mM NaOH ir 1 % NDS.

Sarminés lizés tirpalas P3: 3 M CH;COOK, pH 5,5.

TAE buferinis tirpalas (50 karty koncentruotas): 242 ¢ TRIS , 100 mL 0,5 M EDTA,
57,1 mL ledinés acto riigSties vienam litrui dejonizuoto vandens. Prie§ naudojima buferinis
tirpalas skiedZiamas.

TE buferinis tirpalas: 10 mM TRIS ir | mM EDTA, pH 8 - 8,5.

TRIS-HCI buferinis tirpalas 1,5 M: 18,15 g TRIS iStirpinama 70 mL dejonizuoto
vandens, pH koreguojamas iki 8,8 su du kartus paskiesta HCI rtig§timi. SkiedZiama iki 100 mL ir

filtruojama. Laikomas tamsiame inde 4°C temperatiiroje ne ilgiau nei 30 dieny.
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TRIS-HCI buferinis tirpalas 1,0 M: 12,1 g TRIS iStirpinama 50 mL dejonizuoto
vandens, pH koreguojamas iki 6,8 su du kartus paskiesta HCI rtig§timi. SkiedZiama iki 100 mL ir

filtruojama. Laikomas tamsiame inde 4°C temperatiiroje ne ilgiau nei 30 dieny.

2.2. METODAI

Metodiky sudarymui naudota Ausubel 1997, Coligan 2000, Laemmli 1970, Sambrook

2001 ir UAB ,,Fermentas* internetiniame puslapyje pateiktos rekomendacijos.

2.2.1. Geno klonavimas

Polimeraziné grandininé reakcija:

Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) taikoma norint padauginti DNR fragmentus, ju
galuose sukuriant restrikcijos endonukleaziy taikinius. DNR fragmenty padauginimui naudojami
20 — 30 baziy pory ilgio pradmenys, komplementarts tiksliniai plazmidei. Reakcijai panaudota
Pfu DNR polimeraze, iSskirta i§ Pyrococcus furiosus. Pfu DNR polimerazé pasiZzymi 5°‘—3°
polimeraziniu aktyvumu bei stipriu 3°‘—5°‘ egzonukleaziniu aktyvumu. PGR miSinj sudaro:

» sterilus dejonizuotas vanduo;
10 karty koncentruotas Pful buferinis tirpalas su MgSOy;
2 mM dNTP tirpalas, kurio galutin¢ koncentracija reakcijos miSinyje yra 0,2 mM;
tiesioginis ir atvirkstinis pradmenys (kiekvieno po 100 ng);
DNR tirpalas 0,5 ng;
Pfu DNR polimerazés 2,5 vnt.

YV V V VYV VY

PGR atlikta termocikleryje pagal $ia programa:

1. Pradiné DNR denatiiracija 3 min 95°C temperatiiroje.

2. DNR denattracija 1 min 95°C temperatiiroje.

3. Pradmeny prilydymas prie DNR 1 min 30 s 63°C temperatiiroje (temperatiira
priklauso nuo pradmeny ilgio bei G ir C nukleotidy sudéties).

4. DNR sintez¢ 1 min 72°C temperatiiroje.

5. Galutinis iSsikiSusiy DNR galy bukinimas 5 min 72°C temperatiroje.

2 — 4 stadijos kartojamos 25 kartus.

Plazmidinés DNR restrikcija:

Reakcijos miSini sudaro:

30



specifiné restrikcijos endonukleazé 10 vnt./uL;

10 karty koncentruotas restrikcijos buferinis tirpalas;

vV V V

DNR tirpalas, ne daugiau kaip 30 % viso reakcijos miSinio tuirio;
» sterilus dejonizuotas vanduo.
Reakcijos miSinys inkubuojamas 0,5 -1,5 valandos 37°C temperatiroje. Fermentas

inaktyvuojamas 65 — 80°C temperatiroje, priklausomai nuo restrikcijos endonukleazés.

DNR gryninimas i§ PGR miSinio:
Atlikus PGR reakcija DNR gryninama naudojant ,,GeneJET™ PCR Purification Kit*

rinkinj. Gryninimas atliekamas pagal standartinj protokola.

DNR lipniy galy bukinimas:

Po skaldymo restrikcijos endonukleazémis susidar¢ lipnis DNR galai vercCiami
dvigrandZiais. NaudojamaKlenovo polimeraze, turinti 5‘—3° polimerazini aktyvuma, kuri atstato
DNR viengrandZio galo komplementarius nukleotidus. Reakcija vykdoma Klenovo polimerazés
buferiniame tirpale 30 min 37°C temperatiiroje, esant 0,2 — 0,05 mM dNTP koncentracijai bei 3
vnt./ug DNR. Fermentas inaktyvuojamas 70°C.

Elektroforezé 1 % agaroziniame gelyje:
Paruosiamas 1 % agarozinis gelis TAE buferiniame tirpale, turintis 0,1 — 0,2 pg/mL
etidzio bromido. Elektroforezé vykdoma esant 100 V jtampai. Gelis analizuojamas

ultravioletinéje Sviesoje transiliuminatoriuje ,,ULTRA-LUM®.

DNR fragmenty gryninimas i§ agarozinio gelio:
Norimas iSgryninti DNR fragmentas iSpjaunamas i§ agarozinio gelio ir gryninamas

naudojant ,,GeneJET™™ Gel Extraction Kit“ rinkinj. Gryninama pagal standartinj protokola.

Ligavimas:
Ruosiamas 20 — 25 mL reakcijos miSinys, kuri sudaro:
» liguojamo geno fragmentas;
linearizuota plazmidé (100 ng);
10 karty koncentruotas ligavimo reakcijos buferinis tirpalas;

T4 DNR ligaze (1 pL);

YV V V VYV

Sterilus dejonizuotas vanduo.
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Reakcija vykdoma 5 min 22°C temperatiiroje. Fermentas inaktyvuojamas 10 min 65°C

temperatiiroje. Ligavimo miSinys naudojamas transformacijai.

Transformacija | kompetentines E. coli 1gsteles:

1.

Paruostos Petri 1¢kStelés su agarizuota LB terpe ir ampicilinu (100 pg/mL)
pakaitinamos 37°C temperatiiroje.

[ 100 pL. kompetentiniy lasteliy idedama 5 — 7 pL. ligavimo misSinio.

Transformacijos miSinys inkubuojamas 30 min ledo vonioje.

Vykdomas temperatiirinis Sokas 90 s 42°C temperatiiroje, tuomet misinys greitai
perkeliamas i ledo vonia ir ten laikomas 5 min.

I reakcijos miSini pridedama 400 pL skystos S.O.C. terpés ir auginama 45 min 37°C
temperatiiroje termostatuojamoje purtykléje 220 aps./min.

Reikiamas tarnsformuoty kompetentiniy lasteliy turis steriliai uZséjamas ant
pasildytos Petri leksteles. LekStele inkubuojama termostate 37°C temperattroje 16

val. (Tu 2005).

Analitinis plazmidinés DNR iSskyrimas Sarminés lizés biidu:

[ 2 mL LB terpés su antibiotikais (Siuo atveju — Amp) uzs¢jama transformuota E. coli

XL1 blue kamieno bakteriju kolonija. Auginama per nakti 37°C temperatiiroje purtatnt 270

aps./min. Atliekama pagal Sambrook (2001 m.) protokola:

1.

1,5 mL ,naktinés* bakteriju kultiiros centrifuguojama 30 s 4°C temperatiiroje
,Eppendort* centrifugoje 10000 aps./min. grei€iu. Supernatantas nusiurbiamas.
Nuosédos suspenduojamos 200 pLL P1 buferinio tirpalo.

Ipilama 200 pL P2 buferinio tirpalo. Mégintuvelis paverciamas kelis kartus, kol
tirpalas tampa skaidrus. Laikoma ant ledo 5 min.

Ipilama 200 pL P3 Salto buferinio tirpalo, mégintuvelis paverciamas 10 karty.
Laikoma ant ledo 5 min.

Centrifuguojama 5 min 4°C temperatiiroje 13000 aps./min. greiciu.

Supernatantas perpilamas i Svary ,,Eppendorf* mégintuvélj. Pripilami 2 tiriai 96 %
etanolio ir mégintuvelis laikomas 1 val. -20°C temperatiiroje.

Centrifiguojama 5 min 4°C temperatiroje 13000 aps./min. grei¢iu. Nusiurbiamas
supernatantas.

Ipilama 0,5 mL 70 % etanolio, mégintuvélis paverCiamas kelis kartus ir
centrifuguojama 2 min 4°C temperattroje 13000 aps./min.

Supernatantas nusiurbiamas, nuosédos dZiovinamos kambario temperatiiroje.
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10. ISdZiuvusi DNR tirpinama 20 — 30 uL. TE buferio. Méginiai laikomi 4°C arba -20°C

temperatiiroje.

Plazmidinés DNR gryninimas sekoskaitai nustatyti:
Plazmidinés DNR iSskyrimui i§ E. coli XL1 blue kamieno bakteriju biomasés
naudojamas ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“ rinkini. Gryninama pagal standartinj protokola.

DNR koncentracija nustatoma ,,NanoDrop* spektrofotometru.

2.2.2. hCA VII ekspresija, tirpumo patikrinimas ir gryninimas

hCA VII ekspresija E. coli bakterijy BL21 (DE3) kamiene:

1. T LB terpg su 50 pg/mL ampicilinu uzs¢jama viena kolonija i§ transformuotos Petri
1ekstelés ir auginama per nakti (16 val.) 37°C temperatiiroje purtant 270 aps./min.

2. ,.Naktin¢* kultiira pers¢jama i didesni terpés tiirj su ampicilinu (50 pg/mL) skiedZiant
santykiu 1:50.

3. Auginama termostatuojamoje purtykléje 37°C temperatiiroje, kol optinis tankis (A =
600 nm) pasiekia ~0,6.

4. PrieS indukcija paruoSiamas kontrolinis visy Iastelés baltymy meéginys i§ 300 pL
lasteliy suspensijos.

5. Indukuojama pridedant 1 mM IPTG ir 0,5 mM ZnSOs. Auginama 4 val. 30°C
temperatiiroje.

6. ParuoSiamas visy lastelés baltymuy meéginys skiedZiant Iasteliy suspensija, kadjos
optinis tankis biity lygus kontrolinio Iastelés baltymu méginio optiniam tankiui.

7. Bakteriju kultiira centrifuguojama 6000 aps./min. greifiu, supernatantas
nusiurbiamas. Biomase laikoma -20°C temperatiiroje.

8. Meéginiai centrifuguojami 1 min. 10000 aps./min. greiciu, nuosédos tirpinamos 30 pL
pavyzdZzio buferinio tirpalo ir miSinys pakaitinamas 5 min 100°C temperatiiroje.

9. Meéginiai analizuojami NDS-PAAG budu.

Baltymy elektroforezé poliakrilamido gelyje:
Baltymy elektroforezé  denatiiruojanCiomis  salygomis natrio  dodecilsulfato
poliakrilamidiniame gelyje (NDS-PAAG) atliekama pagal Laemmli metodika (1970 m.).

RuoS$iami geliai:
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Apatinis frakcionuojantis 12 % gelis Virsutinis koncentruojantis 4 % gelis
30 % AA/BAA 4 mL 30 % AA/BAA 0,67 mL

1,5 M TRIS, pH 8,8 2,5 mL 1,0 M TRIS, pH 6,8 1,25 mL

10 % SDS 0,1 mL 10 % SDS 0,05 mL
H,O 3,17 mL H,O 3 mL

10 % APS 0,05 mL 10 % APS 0,025 mL
TEMED 0,005 mL TEMED 0,005 mL

Gerai iSmaiSius, apatinis frakcionuojantis gelio tirpalas pilamas i gelio forma paliekant 2
cm nuo formos virSaus. Po to atsargiai uzsluoksniuojama distiliuotu vandeniu. Polimerizacija
kambario temperatiiroje trunka apie 30 min, jos pabaiga gerai matoma faziy riboje tarp polimero
ir vandens. Sustingusio gelio pavirSius praplaunamas distiliuotu vandeniu ir nusausinamas
filtriniu popieriumi. Pilamas virSutinio gelio tirpalas iki formos virSaus ir istatomos ,,Sukutés‘.
Polimerizacija kambario temperatiiroje trunka apie 30 min. VirSutiniam geliui sustingus,
plokstelés su geliu statomos | elektroforezés aparata, aparoto blokas uzpilamas elektroforezés
buferiu ir i§imamos ,,Sukutés®. | susidariusius gelio Sulinélius ipilami pavyzdziai. Elektroforeze
vykdoma 20 mA srove¢je, kol dazo frontas pasiekia frakcionuojancio gelio apacia.

Gelis dazomas 15 min. Kumasi dazu ir virinamas distiliuotame vandenyje ~5 — 10 min.

kol iSblunka.

Tirpiy ir netirpiy baltymy nustatymas:

1. 0,1 g bakterijy biomaseés tirpinama 6 mL ardymo buferiniame tirpale (25 mM TRIS
pH 8.5, 0,1 % Triton-X100, 1 mM B-ME).
Ipilama 1 mM PMSF ir maiSoma 1 val. 4°C temperatiiroje.
Ardoma ultragarsu 5 min. kas 30 s darant 30 s pertraukas esant 20 % amplitudei.
Lizatas centrifuguojamas 20 min. 20000 aps./min. grei¢iu 4°C temperatiiroje.

Matuojama supernatanto koncentracija Bredfordo metodu.

AN O

Nuosédos tirpinamos 1 mL 8 M ur¢jos bei matuojama juy koncentracija Bredfordo

metodu.

7. RuoSiami tirpios ir netirpios baltymy frakcijos méginiai: { 30 pL baltymo tirpalo
pilami 6 pL. pavyzdzio buferio (6 kartus koncentruoto); méginiai kaitinami 5 min.
100°C temperatiiroje.

8. Tirpi ir netirpi baltymy frakcijos analizuojamos NDS-PAAG biidu.
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hCA VII baltymy gryninimas:

hCA VII gryninimas atliktas padedant j. m. d. V. Michailovienei.

Bakterijy biomase suspenduojama ardymo buferiniame tirpale (25 mM TRIS pH 8,5, 0,1
% Triton-X100, 1 mM B-ME). Ipilama 1 mM PMSF ir maiSoma 1 val. 4°C temperatiiroje.
Ardoma ultragarsu ledo voneléje 13 min. kas 60 s darant 60 s pertraukas esant 70 % amplitudei.
Centrifuguojama 25 min. 6000 aps./min. greiiu.

Supernatantas leidZiamas per Q-Sepharose chromatografijos kolon¢l¢ naudojant 25 mM
TRIS buferini tirpala pH 8,5, 1 mM B-merkapto etanolio (B-ME). Tekéjimo greitis — 1 mL/min.
Chromatografijos frakcijos tikrinamos NDS-PAAG ir sujungiamos tikslini baltyma turincios
frakcijos (Siuo atveju — nesisorbavusios).

LeidZiama LRY-2KT chromatografijos kolonélé, {krauta Cu** jonais, naudojant 20 mM
Hepes pH 7,5, 0,1 M NaCl buferini tirpala. Baltymo desorbcijai naudojamas linijinis imidazolo
gradientas, pradedant O M ir baigiant 0,1 M per 10 kolon¢lés tiiriy. Frakcijos tikrinamos NDS-
PAAG ir sujungiamos tikslini baltyma turin¢ios frakcijos. Baltymo tirpalas dializuojamas 20
mM natrio acetatiniame buferiniame tirpale pH 5,8, | mM DTT ir | mM EDTA.

LeidZiama trecioji jony mainy chromatografijos kolon¢lé Sp-Sepharose. Chromatografija
atlieckama 20 mM acetatiniame buferiniame tirpale pH 5,8, pridedant 1 mM DTT. Baltymas
desorbuojamas naudojant linijini NaCl gradienata, pradedant 0 M ir baigiant 0,8 M per 10
kolonélés tiriy. Frakcijos tikrinamos NDS-PAAG. Sujungiamos tikslini baltyma turincios
frakcijos, kurios dializuojamos 20 mM Hepes pH 7,5, 0,1 M NaCl buferiniame tirpale, kuriame

ir laikomos -80°C temperatiiroje.

2.2.3. hCA VII jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais matavimas

ITK matavimai:

Eksperimentas atlickamas Microcal VP-ITC kalorimetru. RuoSiami du méginiai po 2 mL:
baltymo tirpalas, kuris pilamas i kiuvetg, ir slopiklio tirpalas, kuriuo uZpildomas Svirkstas.

Naudojamas baltymo ir ligando koncentraciju santykis 1:10 ir 4 puM bei 6 uM
koncentracijos baltymo tirpalas. Baltymo ir ligando tirpalus sudaro vienodos pagalbiniy
medZiagy koncentracijos: 0,1 M fosfatinio arba 0,1 M TRIS buferinio tirpalo, 50 mM NacCl ir 1
% DMSO.

Paruostais méginiais uzpildoma kiuvet¢ ir Svirkstas. Svirkstas jmerkiamas i kiuvete. Prie§
pradedant eksperimenta palaukiama, kol nusistovés tiesi baziné linija. Eksperimentuose taikytas
maiSymo greitis 260 aps./min., i§ viso — 25 injekcijos, vienos injekcijos tiiris 10 pL ir tarpas tarp

injekciju — 200 s. Eksperimentai atlikti 25°C temperatiiroje.
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TPM matavimai:

Atskirai paruoSiami baltymo ir ligando tirpalai.

Ruosiamas du kartus koncentruotas baltymo tirpalas (20 uM) universaliame buferiniame
tirpale (50 mM natrio acetato, 50 mM natrio fosfato, 25 mM natrio borato ir 50 mM natrio
chlorido, pH 4,5 — 10,5), turintis 100 uM ANS ir 200 uM NaCl.

Ruosiamas du kartus koncentruoti 800 uM, 400 uM, 200 puM, 100 uM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM ir O uM koncentraciju ligandy tirpalai, turintys 4 % DMSO.

I mégintuvélius iSpilstoma po 4 pL du kartus koncentruoty baltymo ir tam tikros
koncentracijos ligando tirpaly. Gauti 10 M baltymo tirpalai skirtingose pH, turintys 400 puM,
200 uM, 100 puM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM ir 0 uM ligando.

Matavimai atliekami R-Corbert fluorimetru, keliant temperatiira 1°C per minut¢ intervale

nuo 25°C iki 80°C.

Duomeny apdorojimas:

Izoterminio  titravimo  kalorimetrijos =~ metodu  gauti  rezultatai  apdoroti
Microcal™Origin™v5,0 programa. Terminio poslonkio metodu gauti rezultatai apdoroti
ThermoFluor++ 1.4.2 ir Microsoft Office Excel progrmomis.

Paklaidos apskaiciuotos Stjudento metodu, kai pasikliaujamoji tikimybe¢ P = 0,95.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. hCA VII KLONAVIMAS

Sukonstruoti du Zmogaus karboanhidrazés VII konstruktai, skirti geno ekspresijai:
* hCAVII/pET-15b (hCA VII UniProtKB/Swiss-Prot P43166, 3 — 264 a. r.);
= hCAVII/pET-15b (hCA VII UniProtKB/Swiss-Prot P43166, 1 — 264 a. r.).

Pirmasis pateiktas Zmogaus karboanhidrazés VII konstruktas atitinka UniProtKB/Swiss-
Prot duomeny bazéje pateikta P43166 seka nuo trecios iki paskutinés amino riigSties ir dar turi
pradzioje penkias papildomas aminoriigStis: metionina, leucina, glutamo riigstj, asparto rtigsti bei
prolina.

Antrasis pateiktas Zmogaus karboninés anhidrazés VII konstruktas visiskai atitinka
P43166 seka UniProtKB/Swiss-Prot duomeny bazéje.

Abiejy konstrukty kiirimui naudotas Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje
sukurtas 6H-hCAVII/pET-15b konstruktas, atitinkantis UniProtKB/Swiss-Prot P43166 seka nuo
antros iki paskutinés amino riigities ir baltymo N-gale turintis inkarine histidining uodegéle. Sis
konstruktas buvo gautas i§ RZPD kompanijos pirkto pCMV-SPORT6-CAVII konstrukto,
klonuojant restriktazémis.

hCA VII genas buvo iklonuotas i daugiakopijini raiskos vektoriy pET-15b, turinti
atsparumo ampicilinui gena (AmpR), replikatoriy ColE1 su plazmidés replikacijos pradzios
tasku ori, IPTG indukuojama T7 bakteriofago promotoriy ir iSkart uz jo iterpta operatoriy lacO
(61ir 7 pav.).

3.1.1. hCAVII/pET-15b (3 — 264 a. r.) klonavimas

Principiné hCAVII/pET-15b (3 — 264 a. r.) plazmidés konstravimo bei hCA VII (3 — 264
a. r.) geno klonavimo schema pateikta 6 paveiksle.

1) IS 6H-hCAVII/pET-15b konstrukto per Ndel ir Ncol restrikcijos endonukleaziy taikinius
iSkirpta seka, koduojanti histidining uodegelg. Atliktas gauto DNR fragmento lipniy galy
bukinimas, panaudojant E. coli DNR I polimerazés Klenovo fragmenta be 3‘—5°
egzonukleazinio aktyvumo.

2) IS agarozinio gelio iSkirptas 6884 b. p. dydzio DNR fragmentas. DNR iSskirta iS

agarozinio gelio panaudojant UAB ,,Fermentas* ,,GeneJ ET™ Gel Extraction Kit* rinkinj.
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Ecol30I(6308)

hCAVIT

NdeI(5376)
Ecol30I{933) Ecol30I(4556)
Ecol30T(5316) ColEl ori hCAVIT Bm;iColEl ori T7 ILaco
MeoI(5316) l l
Laco T  hCAVII/pET15-b he 6H uodegélés
T7 (6884 bp)
6H-hCAVII/pET15-b 1. MNdel + MNeol

(6940 bp) 2. Klenovo polimeraza

T4 DR ligaze
Ecol30I(2991)

hCAYIT/pET15-b({3-264a.1.)

(6884 bp)
/ BmpR

u ColEl ori

6 pav. Principiné hCAVII/pET-15b (3 — 264 a. r.) plazmidés konstravimo bei hCA VII (3
—264 a. r.) geno klonavimo schema.

3) Gautas linijinis vektorius suliguotas panaudojant T4 DNR ligaz¢ (6 pav.). Reakcija
vykdyta 5 min 22°C temperatiiroje, fermentas inaktyvuotas 10 min 65°C temperatiiroje.
Ligatas transformuotas i kompetenting E. coli XL.1 blue kultiira, iSsétas ant agarizuotos
LB terpés su ampicilinu (100 pg/mL) ir augintas 37°C temperatiiroje per nakti.

4) hCAVII/pET-15b (3 — 264 a. r.) plazmidé¢ iSskirta i§ ampicilinui atspariy E. coli XL1
blue/pET-15b/hCAVII (3 — 264 a. r.) kolonijy Sarminés lizés metodu. Transformanty
kolonijy plazmidinés DNR analizuotos restrikcinés analizés btidu panaudojant Ecol301
restrikcijos endonukleazg. Gauti trys 3623, 2325 ir 992 b. p. dydzio fragmentai, kai
inkariné histidininé uodegéelé neiskirpta, ir du 3623 ir 3261 b. p. dydZio fragmentai, kai
histidininé uodegélé iskirpta.

5) hCAVII/pET-15b (3 — 264 a. r.) plazmidés DNR iSskirta i§ E. coli XL1 blue/pET-
15b/hCAVII (3 — 264 a. r.) kolonijy, patikrinty restrikcijos endonukleazémis,
panaudojant UAB ,,Fermentas“ ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“ rinkinj. Tikslinio
geno seka nustatyta ,,BTI Sekvenavimo Centre* naudojant T7-Prom ir VPI3 pradmenis.

Placiau aprasSyta 2.1.2. skyriuje.
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6) Atlikta teisingos DNR plazmidés transformacija 1 kompetenting E. coli BL21 (DE3)

kultiira ir patikrinta baltymo ekspresija bei tirpumas. Zidiréti 3.2.1. skyriu.

3.1.2. hCAVII/pET-15b (1 — 264 a. r.) klonavimas

Principiné hCAVII/pET-15b (1 — 264 a. r.) plazmidés konstravimo bei hCA VII (1 — 264

a. r.) geno klonavimo schema pateikta 7 paveiksle.

Ecol30I(6308)

NdeI (332)
EcoRWV (188) NcoT (390)

hCAVII
NdeI (5376)

N

6H
Ecol30I(5316)

HeoI(5316)
LacO

T7

6H-hCAVII/pET15-b

(6940 bp) pET15-b

(5708 bp) Ecof1I (1398)

ColEl ori
EcoRV (1667)

Ecol30I(2991)
PGR su VPI1 ir VPI2 l

CAVIT
EspHI (6) NdeI (B04)

e —

Ndel + Ncol l

(811 bp)
BspHI + Ndel l
Eco91I(1009) " - ECORV(SSD?)
CAVII Laco T7 \ Ecorv(1275)C0LEL ori Amp /
ey i | amm G
PET15-b
st (5652 bp)
T4 DNR ligazé
LacO
L CAVIT

NdeI (799)

Eco91I (5438)

l\

CAYII/pET15-b({1-264a.r.

EcoRWV (945)

EcoRV(5174)

(6446 bp)

AmpR

ColEl ori

7 pav. Principiné hCAVII/pET-15b (1 — 264 a. r.) plazmidés konstravimo bei hCA VII (1
—264 a. r.) geno klonavimo schema.
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1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

hCA VII (1 - 264 a. r.) genas padaugintas PGR biidu nuo 6H-hCAVII/pET-15b
plazmides, panaudojus VPII ir VPI2 pradmenis (2.1.2. skyrius). Polimeraziné grandininé
reakcija atlikta pagal programa, apraSyta metody 2.2.1. skyriuje.

Patikrinta, ar pavyko padauginti norima fragmenta, leidZiant elektroforez¢ agaroziniame
gelyje. Gautas 811 b. p. dydzio hCA VII (1 — 264 a. r.) DNR fragmentas. DNR iSgryninta
1S PGR misSinio naudojant UAB ,,Fermentas* ,,Genel ET™ PCR Purification Kit* rinkinj.
PGR budu gauta DNR kirpta su Ndel, Pagl ir Eco911 restrikcijos endonukleazémis.
Eco911 restrikcijos endonukleazé naudota tam, kad sukarpyty PGR metu padauginta 6H-
hCAVII/pET-15b plazmidg. IS agarozinio gelio iSkirptas ~800 b. p. dydZzio DNR
fragmentas. DNR iSskirta i§ agarozinio gelio panaudojant UAB ,Fermentas*
,,GeneJET™ Gel Extraction Kit* rinkinj.

Vektorius pET-15b, turintis IPTG indukuojama promotoriy, perkerpamas su Ndel ir Ncol
restrikcijos endonukleazémis. IS agarozinio gelio iSkirptas ~5652 b. p. dydZzio DNR
fragmentas. DNR iSskirta i§ agarozinio gelio panaudojant UAB ,Fermentas*
,,GeneJET™ Gel Extraction Kit* rinkinj.

hCA VII (1 — 264 a. r.) genas | ekspresing pET-15b plazmidg iklonuotas per lipnius
galus. Ligavimo reakcija vykdyta 5 min 22°C temperatiiroje, fermentas inaktyvuotas 10
min 65°C temperatiiroje. Ligatas i$ karto transformuotas | kompetenting E. coli XL1 blue
kulttra, iSsétas ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu (100 pg/mL) ir augintas 37°C
temperatiiroje per naktj.

hCAVII/pET-15b (1 — 264 a. r.) plazmidé¢ iSskirta i§ ampicilinui atspariy E. coli XL1
blue/pET-15b/hCAVII (1 — 264 a. r.) kolonijy Sarminés lizés metodu. Transformanty
kolonijy plazmidinés DNR analizuotos restrikcinés analizés budu panaudojant EcoRV ir
Eco911 kartu su Ndel restrikcijos endonukleazes. Po analizés su EcoRV gauti du 4229 ir
2221 b. p. dydzio fragmentai, kai hCA VII (1 — 264 a. r.) DNR fragmentas istatytas {
pET-15b vektoriy, ir du 4229 ir 1421 b. p. dydzio fragmentai, kai gautas pET-15b
vektorius be tikslinio geno. Po analizés su Eco911 ir Ndel gauti du 4641 ir 1809 b. p.
dydzio fragmentai, kai hCA VII (1 — 264 a. r.) DNR fragmentas istatytas | pET-15b
vektoriy, ir du 4641 ir 1009 b. p. dydzio fragmentai, kai gautas pET-15b vektorius be
tikslinio geno.

hCAVII/pET-15b (1 — 264 a. r.) plazmidés DNR iSskirta i§ E. coli XL1 blue/pET-
15b/hCAVII (1 — 264 a. r.) kolonijy, patikrinty restrikcijos endonukleazémis,
panaudojant UAB ,,Fermentas ,,GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit* rinkini. Tikslinio
geno seka nustatyta ,,BTI Sekvenavimo Centre* naudojant T7-Prom ir T7-Term-2

pradmenis. Placiau apraSyta 2.1.2. skyriuje.
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8) Atlikta teisingos DNR plazmidés transformacija i kompetenting E. coli BL21 (DE3)

kulttira ir patikrinta baltymo ekspresija bei tirpumas. Placiau zitréti 3.2.1. skyriy.

3.2. hCA VII BALTYMU EKSPRESIJA IR GRYNINIMAS

Apskaiciuotos molekulinés hCA VII baltymy masés, teoriniai izoelektriniai taSkai (pl)
bei ekstinkcijos koeficientai naudojant Sveicarijos bioinformatikos instituto internetiniame

puslapyje pateiktu ,,ProtParam‘ jrankiu. Rezultatai pateikti 1 lentel¢je.

1 lentelé. Apskaiciuotos hCA VII baltymuy molekulinés masés, teoriniai pl taskai ir
ekstinkcijos koeficientai.

Baltymas Molekuliné masé, Teorinis pI Ekstinkcij(_)ls ko_elficientas,
kDa M cm
hCA VII (3-264 a.r.) 30,0117 6,53 46535
hCA VII (1 - 264 a.r.) 29,6584 6,92 46535

3.2.1. hCA VII baltymy ekspresija

Zmogaus karboninés anhidrazés VII baltymai ekspresuoti E. coli BL21 (DE3) kamiene.
Ekspresuojant tikslinius baltymus 4 val. 37°C temperatiiroje, pridéjus 0,5 mM ZnSOy4 ir 1 mM
IPTG induktoriaus, gaunamas netirpus baltymas (8 pav.). Tod¢l kei¢iamos ekspresijos salygos —
Zeminama augimo temperatiira.

Ekspresuojant baltymus 4 val. 30°C temperatiiroje, pridéjus 0,5 mM ZnSO, ir 1 mM
IPTG, gaunama nedaug tirpaus baltymo (8 pav.). Kadangi temperatiiros sumazinimas padidino
tirpaus baltymo kieki, dar karta keiCiamos ekspresijos salygos norint gauti daugiau tirpaus
baltymo.

hCA VII baltymai ekspresuoti per nakti 20°C temperattroje, pridéjus ta pati ZnSOy ir
IPTG kieki. Gautas beveik visas tirpus baltymas. hCA VII baltymu ekspresijos ir tirpumo NDS-
PAA geliy nuotraukos pateiktos 8 paveiksle.
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250

18.4

144

8 pav. hCAVII/pET-15b baltymy ekspresijos ir tirpumo patikrinimas NDS- PAAG
auginant E. coli BL21 (DE3) kamiene 4 val. 37°C (A), per nakti — 20°C (B) ir 4 val. — 30°C
temperattroje (C). M — baltymy dydZio sandartas SM0431; 1, 2, 5, 6 — hCAVII (3-264 a.r.)
meéginiai pries ir po indukcijos, 3, 4, 7, 8 - hCAVII (3-264 a.r.) tirpios ir netirpios frakcijos, 9, 10
— hCA VII (1-264 a.r.) méginiai pries ir po indukcijos, 11, 12 — hCA VII (1-264 a.r.) tirpios ir
netirpios baltymy frakcijos.

Kaip matyti 8 paveiksle, daugiausiai tirpaus baltymo gauta ekspresuojant hCA VII
baltymus, augintus 20°C temperatiiroje per naktj, taciau iSgryninus tokiomis salygomis
ekspresuotus baltymus ir patikrinus jy aktyvuma izoterminiu titravimo kalorimetru ir terminio
poslinkio metodu, paaiSkéjo, kad jie yra neaktyvis. Todél termodinamikos tyrimams naudoti

baltymai yra ekspresuoti 4 val. 30°C temperatiiroje, pridedant 0,5 mM ZnSOy ir | mM IPTG.

3.2.2. hCA VII baltymuy gryninimas

Gryninimas atliktas leidZiant tris skirtingas skys€iy chromatografijos kolon¢les.
Pirmiausiai atliekama anijoninio sorbento Q-sefarozés jony mainuy chromatografija. Deja,
baltymai nesisorbuoja ant anijoninio sorbento. Sujungiamos frakcijos, turincios tikslini baltyma
(9 paveikslas). Si chromatografijos kolonélé naudojama norint apvalyti tikslini baltyma nuo

priemaiSy.
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9 pav. hCA VII (1-264 ar.) (29,66 kDa) gryninimo Q- sefarozes Jonq mainy
chromotografijos metodu rezultatai NDS-PAAG. 1, 2 — hCA VII ekspresija prie§ ir po

indukcijos, 3-9 — gryninimo metu nesisorbavusios frakcijos ir 10 — frakcija, po gradiento (1M
NaCl).

Sujungus visas gryninimo metu nesisorbavusias frakcijas (9 pav.), leidZiama antra
chromatografijos kolon¢lé. Naudojamas chelatuojantis LRY-2KT sefarozés sorbentas, turintis
Cu®* jony. hCA VII baltymas eliuojamas leidZiant imidazolo gradienta. Sujungiamos frakcijos,
turinios didZiausiasia tikslinio baltymo koncentracija (10 paveikslas). [ dializés buferinj tirpala

papildomai dedamas nedidelis kiekis EDTA (1 mM), kad biity paSalinti metalo jonai.
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10 pav. hCA VII (1-264 a.r.) (29,66 kDa) gryninimo, naudojant LRY-2KT-sefarozes
chromotografijos kolon¢lg, rezultatai NDS-PAAG. M — baltymuy dydZio standartas SM0431, 1 —
tirpi baltymo frakcija, 2 — gryninimo metu nesisorbavusi frakcija ir 4-9 — frakcijos, po gradiento.

il

Norint pasiekti didesni grynuma ir sukoncentruoti baltyma, apjungus frakcijas, turin¢ios
didziausia tikslinio baltymo koncentracija (10 pav. 6-9 takeliai), leidZiama trecioji jony mainy
chromatografijos kolon¢lé. Naudojamas katijoninis sulfopropil-sefarozés (SP-sefarozes)
sorbentas. Desorbcijai leidZziamas pH gradientas. Kai pH pasiekia tikslinio baltymo izoelektrini
taska, Sis atsikabina. Sujungiamos frakcijos, turincios didZiausia tikslinio baltymo koncentracija

(11 paveikslas 3-7 takeliai).
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11 pav. hCA VII (1-264 ar.) (29,66 kDa) gryninimo SP-sefarozés jony mainy
chromotografijos metodu rezultatai NDS-PAAG. M - baltymy dydZio standartas SM0431, 1 —
tirpi baltymo frakcija, 2 — gryninimo metu nesisorbavusi frakcija, 3-7 — frakcijos, po gradiento ir
8, 9 — hCA VII ekspresija pries ir po indukcijos.

Gaunamas ~95 % grynumo hCA VII baltymas. Grynumas nustatytas vizualiai pagal
NDS-PAAG (11 pav.). Baltymas laikomas 20 mM Hepes pH 7,5, 0,1 M NaCl buferiniame
tirpale -80°C temperatiiroje.

3.3. hCA VII JUNGIMOSI SU SULFONAMIDINIU LIGANDU
TERMODINAMIKA

Jungimosi termodinamikos tyrimams naudotas hCA VII (I — 264 a. r.) baltymas,
ekspresuotas 4 val. 30°C temperatiiroje. Tomis paciomis salygomis ekspresuotas hCA VII (3 —
264 a. r.) baltymas yra neaktyvus. Manoma, kad papildomos penkios amino rtgstys, esancios
baltymo pradZioje, trukdo baltymui jgauti teisinga konformacija arba nebuvo rastos tinkamos
baltymo ekspresijos salygos. Tyrimai atlikti taikant izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITK) ir

terminio poslinkio metodus (TPM).

3.3.1. hCA VII ir sulfonamidinio ligando jungimosi metu vykstancios
reakcijos

Karboninés anhidrazés yra paplitusios visuose organizmuose ir katalizuoja gyvybiskai

svarbig reakcija. Zmogaus karboninés anhidrazés dalyvauja jvairiuose fiziologiniuose
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procesuose. Sutrikusi ju veikla lemia tam tikras patalogijas, todél yra labai svarbu rasti
kiekvienai karboanhidrazés izoformai specifiSkus slopiklius, kad biity galima uZslopinti tik
norima baltymo izoforma ir nepakenkti organizmui. Terminio poslinkio metodas yra patrauklus
tuo, kad vienu metu galima matuoti 72 méginius — patikrinti jungimasi su daug slopikliy ir
nustatyti jungimosi parametrus. Stebimosios jungimosi konstantos verté nesuteikia informacijos
apie baltymo ir ligando saveikos termodinamini mechanizma, todé¢l Siame darbe naudojamas ir
kitas metodas — izoterminio titravimo kalorimetrija (ITK). Siuo metodu imatuojamas reakcijos
metu iSsiskyres Silumos kiekis, t.y. entalpijos pokytis (AH), esant tam tikrai temperatirai, ir
galima apskaiciuoti ,tikruosius* jungimosi reakcijos parametrus — jungimosi konstanta, entalpija,
entropija bei laisvaja Gibso energija.

Zmogaus karboninés anhidrazés VII ir sulfonamidinio ligando jungimosi metu turéty
vykti maziausiai trys protonizacijos — deprotonizacijos reakcijos (R2, R3 ir R4). Pagal Matulj ir
Todd (2004), kad ivyktu jungimasis, karboanhidrazés aktyviajame centre esantis hidroksido
jonas turi biiti protonizuotas, o ligando sulfonamidiné grupé — deprotonizuota. Sias reakcijas
kompensuoja buferiniame tirpale esantys protonai. Zemiau pateikiamos apibendrintos ka tik

aprasytos reakcijos:

RSO,NH~ + CA-Zn-H,0 < CA-Zn-NH-SO,R + H,0 (R1)
CA-Zn-OH™ + H* & CA-Zn-H,0 (R2)
RSO,NH, < RSO,NH™ + H* (R3)
Buferis + H* < BuferisH* (R4)

RSO,NH, + CA-Zn-OH~ + Buferis+CAH* < CA-Zn-NH~SO,R + BuferisH*+CA+H,0 (R5)

ITK eksperimenty metu iSmatuoti termodinaminiai parametrai atspindi makromolekulés
ir ligando jungimosi metu vykstanciy visy susijusiy reakcijy Siluminiy efekty suma (RS). R1 — tai
,tikroji* karboanhidrazés ir sulfonamidinio ligando jungimosi reakcija, nepriklausoma nuo
protonizacijos — deprotonizacijos reakciju, t.y. vandens molekulés pakeitimas deprotonizuota
ligando molekule. R2 — hidroksido jono, kuris koordinuoja karboanhidrazés aktyviajame centre
esanti cinko jona, protonizacijos reakcija, o R3 — sulfonamidinio ligando deprotonizacijos
reakcija. R4 reakcija apraSo buferinio tirpalo protonizacija arba deprotonizacija.

AprasSius jungimosi metu vykstancias protonizacijos — deprotonizacijos reakcijas,
priecinama prie iSvados, kad sulfonamidinio ligando ir karboanhidrazés jungimasis yra
stipriausias pH intervale, kuriame ligandas yra deprotonizuotas, o karboanhidrazés cinko jona

koordinuoja vandens molekul¢, t.y. hidroksido jonas yra protonuotas.
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Stebimoji jungimosi konstanta (Kjp.g.5) yra lygi ,.tikrosios* jungimosi konstantos (Kj),
deprotonizuoto ligando (fgsoonvm-) frakcijos bei baltymo, turin€io cinko jona koordinuojancia

vandens molekule, (fcazq.m20) frakciju sandaugai:

Kp_step = beRSOZNH—fCAZnHZO' (26)

Stebimoji laisvoji Gibso energija yra lygi:

Ap_stenG = —RTIN(K} frsoanu-feaznuzo0); (27)
kur R — universalioji duju konstanta (R = 1,987 calK'lmol'l);

T — absoliuti temperatiira kelvinais (7' = °C + 273,15).

Tikroji laisvoji Gibso energija apskai¢iuojama tokiu pat principu:

AG = —RTInK,; (28)

Kaip matyti 1§ pateikty formuliy, jungimosi konstanta ir laisvoji Gibso energija
nepriklauso nuo buferinio tirpalo cheminés prigimties, nes buferinis tirpalas nedalyvauja
jungimosi reakcijoje. Jis tik kompensuoja jungimosi metu vykstancias protonizacijos ir
deprotonizacijos reakcijas.

Kai Zinomos karboanhidrazés ir sulfonamidinio ligando protonizacijos pK, reikSmes,
galima apskaiciuoti deprotonizuoto slopiklio ir protonizuota hidroksido jona turincio baltymo

frakcijy dalis tirpale:

10pH_pKa—sulf

fRSOZNH— - 1+10PH—PKa—sulf > (29)
1 10PH-PKa—cAznH20 30
fCAZTLHZO - - 1+10PH-PKg—caznHz20 * ( )

Kokia sulfonamidiniy junginiy dalis tirpale bus deprotonizuota, esant tam tikram pH,
priklauso nuo sulfonamidinés grupés pK, reikSmés (29). Kai deprotonizuoti visi sulfonamidiniai
junginiai, tai frsoonp. frakcijos dalis lygi 1. Ta pati galima pasakyti ir apie protonizuota
hidroksido jona turin¢ios karboanhidrazés frakcijos dali fcazim20, €sant tam tikram pH (30). 12
paveiksle pateikta deprotonizuoto ir protonizuoto sulfonamidinio ligando frakciju priklausomybé

nuo pH ir pK,_suy.
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12 pav. Deprotonizuoto ir protonizuoto sulfonamidinio slopiklio frakcijy priklausomybé
nuo pH ir pK, reik§miy (modeliuotas grafikas). Rodyklémis pazymétos skaiiavimuose vartotos
sulfonamidinés grupés pK, reikSmeés.

Kaip matyti 12 pav., didéjant pH, deprotonizuoty sulfonamidiniy junginiy dalis tirpale
didéja, o protonizuoty — mazéja, esant tam tikrai pK,, s, reikSmei. Kuo didesné sulfonamidinio
slopiklio pK, sy tuo maZesné deprotonizuoto ligando frakcijos dalis, esant tai paciai pH
reikSmei. 13 paveiksle pateikta karboanhidrazés, kai aktyviajame centre esantj cinko jona

koordinuoja vandens molekul¢, frakcijos priklausomybé nuo pH ir pK,.cazqm20 reikSmiy.

— CAZnH,0
/ - - CAZnOH-

o
(o]
1

o
(e)]
1

frakcija

o
H
1

PK.caznn20=4 PK . caznn20=8

o
N
1

13 pav. Karboanhidrazés su prie cinko jono prisijungusiu protonizuotu hidroksido jonu
frakcijos priklausomybé nuo pH ir pK, reikSmiu (modeliuotas grafikas). Rodyklémis paZymétos
skaiciavimuose vartotos pK, cazumz20 reikSmes.

Kuo didesnis pH, tuo maZesné karboanhidraziy su protonizuotu hidroksido jonu ir

atitinkamai didesné karboanhidraziy, turin¢iy deprotonizuota hidroksido jona dalis tirpale, esant
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tam tikrai pK, reikSmei (13 pav.). Didéjant pK, caz:m20 reikSmei, did€ja ir baltymo, turinCio
cinko jona koordinuojanti protonizuota hidroksido jona, frakcijos dalis, esant tam tikram pH.
Taigi, esant Zemoms pH reikSméms, jungimasis yra Zymiai silpnesnis, nes maZzéja
deprotonizuoto sulfonamido frakcijos dalis. Esant aukStoms pH reikSméms jungimasis taip pat
yra Zymiai silpnesnis, nes mazéja baltymo, aktyviajame centre turin¢io vandens molekulg,
frakcijos dalis. Stipriausios jungimosi reakcijos vyksta pH intervale tarp ligando sulfonamidinés
grupés ir baltymo hidroksido jono, koordinuojancio Zn*, protonizacijos pK, reikSmiuy, kai pK,.
sulf < PKa-caznmzo. Tai atspindi funkciSkai apraSytos stebimosios laisvosios Gibso energijos (27)

priklausomybé nuo pH. Si priklausomybé yra grazios U raidés formos (14 pav.).

A 36 -

R5=R1+R2+R3+(R4)

42 -
R1 Ab-stebG

|tikroji AG  R2

R3

AG, ki/mol

p Kc:-sulj‘= 6 l l p Ka-CAZnH20=8

4 5 6 7 8 9 10

R5=R1+R2+R3+(R4)

R1 Ab-si’ebG
42

tikroji AG

R3

AG, ki/mol

l PK,.caznnz20=8

5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10

14 pav. Sulfonamidinio ligando ir karboanhidrazés stebimosios AG priklausomybé nuo
pH (modeliuotas grafikas), kai pK,.qur < pKa-caznmzo it Kp, = 10" M,

Kai skirtumas tarp pK, gy it pKu.cazamzo reikSmiy yra pakankamai didelis ir pK, gy <
PKcazmo (14 pav. A), stebimoji ir ,,tikroji* jungimosi Gibso laisvoji energijos beveik sutampa.
Kai skirtumas tarp pK, reikSmiy yra maZzesnis ir pK,.qi < pKaocazmzo (14 pav. B), stebimoji

laisvoji Gibso energija nepasiekia ,tikrosios* AG reikSmés. Karboanhidrazes ir sulfonamidinio
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slopiklio stebimas jungimosi stiprumas zZymiai sumaZz¢ja ir gerokai skiriasi nuo ,.tikrosios*

reikSmes, kai pK.qur it pKy-caznmzo reikSmes apsikeicia vietomis, kaip pavaizduota 15 pav.

A

R5=R1+R2+R3+(R4)
Ab-stebG

R1

a tikroji AG _

AG, kJ/mol

PK..caznn20=6 l l PK =8
-54 T T T 1 T

4 5 6 7 8 9 10 11

R5=R1+R2+R3+(R4)
Ab-stebG

R1

a4 tikroji AG _ _

AG, ki/mol

PK,.caznn20=7,3 l l PK,; =8
-54 T T 1 T

5 6 7 8 9 10 11

pH

15 pav. Sulfonamidinio ligando ir karboanhidrazés stebimosios AG priklausomybé nuo
pH (modelinis grafikas), kai pK,.cazarzo < pKa-surit Kp = 10° M.

Kai skirtumas tarp pK . it pKa-caznm2o reikSmiy yra pakankamai didelis ir pK,_cazumzo <
PKa sy (15 pav. A), stebimoji laisvoji Gibso energija yra gerokai nutolusi nuo ,,tikrosios*
laisvosios Gibso energijos. Kai skirtumas tarp pK, reikSmiy yra maZzesnis ir pK,.caznrzo < pKa-su
(15 pav. B), stebimoji laisvoji Gibso energija labiau priartéja prie ,tikrosios* AG reikSmeés.
Abiem atvejais, kai pK,.caznrzo < pKa-suyp, stebimoji laisvoji Gibso energija neatitinka ,,tikrosios*
laisvosios Gibso energijos.

14 pav. bei 15 pav. grafiky R2 ir R3 kreivés parodo, kokia jtaka daro kiekviena
protonizacijos pK, reikSmé laisvajai Gibso energijai. Kreive R1 parodo ,,tikraja“ karboanhidrazes
ir sulfonamidinio ligando jungimosi reakcijos laisvaja Gibso energija, nepriklausoma nuo

protonizacijos — deprotonizacijos reakcijy. RS — tai visu vykstanc¢iy Siluminiy efekty suma.
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Modeliuojant abu Siuos grafikus nebuvo atsizvelgta i buferinio tirpalo protonizacija —

deprotonizacija (R4).

3.3.2. hCA VII jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais matavimas taikant
izoterminio titravimo kalorimetrija

Zmogaus karboanhidrazés VII (hCA VII) jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais EZA
ir TEFMSA iSskiriama Siluma buvo iSmatuota esant skirtingoms pH reikSméms izoterminio
titravimo kalorimetrijos metodu. Tiriant hCA VII ir TFMSA saveikas ITK metodu, matavimai
atlikti 0,1 M fosfatiniame ir 0,1 M TRIS buferiniuose tirpaluose, kei¢iant pH kas 0,5 reikSmés
intervale nuo pH 5,5 iki pH 9,5 25°C laipsniy temperatiiroje. D¢l baltymo trilkumo matavimai su
EZA atlikti tik 0,1M fosfatiniame buferiniame tirpale, kei¢iant pH kas 0,5 reikSmés intervale nuo
pH 6,5 iki pH 9. 16 paveiksle pavaizduotos biidingos ITK metodu gautos hCA VII jungimosi su

TFMSA kreivés, esant skirtingoms pH reikSméms fosfatiniame buferiniame tirpale.
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16 pav. ITK metodu gautos budingos hCA VII jungimosi su TFMSA fosfatiniame
buferiniame tirpale kreivés, esant skirtingoms pH reikSméms. A paveikslas atitinka duomenis,
gautus esant pH 6,5, B paveikslas — pH 7.5 ir C — pH 9. Kp_gep (A) > Kpsrer (B) > Kp_sre (C).
VirSuje pateikti pirminiai duomenys, o apacioje — integruotos kreivés. [L]/[M] — ligandy ir
makromolekuliy molinis santykis.

16 paveikslo virSuje pateikiami pirminiai ITK duomenys, kuriuose juoda linija paZyméta
bazin¢ linija. Paveikslo apacioje — ITK eksperimento metu iSmatuoti galios pokyciai,
perskaiciuoti 1 Silumos kiekio pokycius. TaSkai atitinka eksperimentinius duomenis, kurie

aproksimuojami teorine kreive. Kitame paveiksle pateikiamos biidingas hCA VII jungimosi su
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TFMSA kreivés, gautas ITK metodu esant skirtingoms pH reikSméms TRIS buferiniame tirpale

(17

pav.).
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17 pav. ITK metodu gautos budingos hCA VII jungimosi su TEMSA TRIS buferiniame
tirpale kreivés, esant skirtingoms pH reikSméms. A paveikslas atitinka duomenis, gautus esant
pH 6.5, B paveikslas — pH 7,5 ir C — pH 9. Kj.ep (A) > Kp-step (B) > Kpp_sep (C). VirSuje pateikti
pirminiai duomenys, o apacioje — integruotos kreivés. [L]/[M] — liganduy ir makromolekuliy
molinis santykis.

Kaip matyti i§ grafiky (16 pav. ir 17 pav.), hCA VII ir TMFSA stebimosios jungimosi
konstantos (Kjp.qep) skirtingos, esant toms pacioms pH reikSméms skirtinguose buferiniuose
tirpaluose, taciau tendencija iSlieka ta pati. 18 paveiksle pavaizduotos budingos ITK metodu
gautos hCA VII jungimosi su EZA kreivés, esant skirtingoms pH reikSméms fosfatiniame

buferiniame tirpale.
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18 pav. ITK metodu gautos bidingos hCA VII jungimosi su EZA fosfatiniame
buferiniame tirpale kreivés, esant skirtingoms pH reikSméms. A paveikslas atitinka duomenis,
gautus esant pH 6,5, B paveikslas — pH 7,5 ir C — pH 9. Kp.gep (B) > Kpsrep (C) > Kpogiep (A).
VirSuje pateikti pirminiai duomenys, o apacioje — integruotos kreivés. [L]/[M] — ligandy ir
makromolekuliy molinis santykis.

Palyginus 18 pav. su pries tai pateiktais grafikais (16 pav ir 17 pav.), akivaizdZiai matyti,
kad hCA VII stipriau jungiasi su sulfonamidiniu slopikliu EZA negu su TEFMSA. Kaip matyti i§
kreiviy ligandy ir makromolekuliy santykis n = ~0,8. Baltymo jungimosi su slopikliais ITK

metodu gauti parametrai pateikti 2 lenteléje.

2 lentelé. hCA VII jungimosi su TEMSA ir EZA esant skirtingoms pH parametrai, gauti
ITK metodu 25°C temperatiiroje: jungimosi konstanta, laisvoji Gibso energija, jungimosi
entalpija bei apskaiCiuotas protony skaiCius. Matavimy paklaida ~5 %.

Slopiklis 0,1 M TRIS buferinis tirpalas 0,1 M fosfatinis buferinis tirpalas n
TFMSA |pH  Kpery M MpgesG,  ApsiesHy,  Koostors M ApsierGs  ApeseenH,
kJ/mol kJ/mol kJ/mol kJ/mol
55 509100 -44 -36 1,03-100  -40 20,2 -0,372
6 9,61-107  -45,6 -30,5 321100 -42.8 223 -0,194
6,5 678107  -44.7 -28,7 368107 -432 25,3 -0,08
7 470-10"  -438 -18,6 3,45-107  -43, 37,2 0,437
7,5 1,73-100  -413 -18.,4 2,06-100  -41,8 443 0,612
8 8,38-10°  -39,5 -14.4 1,14.10"  -40,3 -49.4 0,828
8,5 2,6510°  -36,7 9,5 6,46-10°  -38,9 -46,4 0,871
9 1,5-10° -35,3 -8,2 4,65-10°  -38,1 -43.4 0,832
9,5 1,2810°  -349 9,4 1,54.10° -353 -55,7 1,092
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EZA 6,5 - - - 2,14-10°  -47,6 422 -
7 - - - 3,61-10°  -48,9 438 -
75 - - - 7,08-10°  -50,5 -54 -
8 - - - 1,01-10° -514 -58,8 -
85 - - - 595.10°  -50,1 -63,9 -
9 - - - 512:10°  -49,7 -64,1 -

Kaip matyti i§ 2 lentelés, hCA VII geriausiai jungiasi su TFMSA, kai TRIS buferinio
tirpalo pH 6 (Kp.gep = 9,61-10' M!, AG = -45,6 kJ/mol), ir kai fosfatinio buferinio tirpalo pH 6,5
(Kp-sier = 3,68:10" M, AG = -43,2 kJ/mol). Gauti duomenys néra vienodi atlikus matavimus
skirtinguose buferiniuose tirpaluose, taip yra de¢l netikslaus buferinio tirpalo pH bei matavimo
paklaidy. Baltymas geriausiai jungiasi su EZA, kai fosfatinio buferinio tirpalo pH 8 (Kp.gep =
1,01-10° M"', AG = -51,4 kJ/mol). Dél hCA VII trikumo neatlikti visi reikalingi matavimai.
Lentel¢je taip pat pateiktas apskaiCiuotas protonuy skaicius n. Plafiau apie tai paraSyta 3.3.5.

skyriuje.

3.3.3. hCA VII jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais matavimas taikant
terminio poslinkio metoda

hCA VII jungimasis su sulfonamidiniais ligandais taip pat buvo iSmatuotas taikant
terminio poslinkio metoda (TPM). Matavimai su TEMSA ir EZA ligandais atlikti universaliame
buferiniame tirpale, keiciant pH kas 0,5 reikSmés intervale nuo 4,5 iki 10,5. Naudojamas
fluorescencinis dazas-Zym¢é - l-anilino-8-naftaleno sulfonatas (ANS), kuris intensyviai
fluorescuoja hidrofobinéje aplinkoje. Atlikus eksperimenta gaunamos ANS fluorescencijos
priklausomybés nuo temperatiros kreivés. IS gauty TPM kreiviy nustatoma baltymo

denatiiracijos temperatiira (7,,) esant skirtingoms ligando koncentracijoms (19 pav.).
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19 pav. Tipinis fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros grafikas esant
skirtingoms TFMSA (paveikslo A dalis) ir EZA (paveikslo B dalis) koncentracijoms, kai pH 6.

Kaip matyti i§ 19 pav., kai vyksta baltymo ir ligando jungimasis, didinant slopiklio
koncentracija, didéja baltymo terminis stabilumas. Simuliuojant baltymo ir ligando jungimosi
konstantas bei baltymo iSsivyniojimo entalpija, gaunamas karboanhidrazés lydymosi
temperatiiros priklausomybés nuo ligando koncentracijos grafikas, aproksimuotas teorine kreive

(25) (20 pav.)

55



66

64

62

60 -

— %**J”"’/ OpH 8

1,0E-08 1,0E-07 1,0E-06 1,0E-05 1,0E-04 1,0E-03

68

66 -

: FRERa)

:
e}
O 60 - /; /§'

58 -
& %

54 - - 7 /// OpH 6
5 | — —~ i7* B _ ©pH 7

— OpH 8

50 T ‘ .
1,0E-08 1,0E-07 1,0E-06 1,0E-05 1,0E-04 1,0E-03

[Lt], M

20 pav. hCA VII T, priklausomybés nuo ligando koncentracijos grafikas esant
skirtingoms pH reikSméms. A — jungimasis esant skirtingoms TFMSA koncentracijoms, B —
skirtingoms EZA koncentracijoms.

Kaip matyti 20 pav., kai vyksta baltymo ir ligando jungimasis, didinant slopiklio
koncentracija, didéja baltymo terminis stabilumas. Paklaidos apskaiCiuotos Stjudento metodu,
kai pasikliaujamoji tikimybé P = 0,95. IS gauty kreiviy nustatytos jungimosi konstantos, o i§ ju
apskaiciuota jungimosi laisvoji Gibso energija, kai baltymo iSsivyniojimo entalpija lygi AyH 1) =
543,92 kJ/mol (3 lentele). IS grafiky bei 2 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad hCA VII
geriau jungiasi su EZA (20A pav.), nei su TEFMSA (20B pav.).
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3 lentelé. hCA VII jungimosi su TFMSA ir EZA esant skirtingoms pH terminio poslinkio
metodu gauti parametrai: jungimosi konstanta ir laisvoji Gibso energija, kai AyH ) = 543,92
kJ/mol. Matavimy paklaida ~5 %.

pH Jungimasis su TFMSA Jungimasis su EZA
Kp-ster, M Ap-stebG, kKJ/mol Kp-step, M Ap-stepG, kKJ/mol

4,5 1,6:10 41,1 1-10 -40

5 6,510 -44.6 4.10’ 434

55 7-107 -44.8 1,1-10% -45.9

6 8,8-107 -45.4 1,8-10% 47,1

6,5 2,8-107 42,5 2,7-10° -48,1

7 2,8-10 42,5 3,3-10° -48,6

7,5 1,2:10 -40,4 2,1-10° 475

8 1,1-10 -40,2 2,3-10° 47,7

8,5 4.10° 37,7 1,15-10% -46

9 1,3-10° 34,9 5,510 -44.2

9,5 7-10° 334 4,210 -43.5

10 6,8-10° -33,3 4,1-10 -43,5

10,5 4,6-10° 32,3 3,2-10 -42,8

hCA VII geriausiai jungiasi su TFMSA, kai pH 6 (jungimosi Kp.g, = 8,8-10" M ir A,
weG = -45.4 kJ/mol), o su EZA — kai pH 7 (jungimosi Kp.oep = 3,3-10° M ir Ay G = -48,6
kJ/mol) (3 lentelé). Sio eksperimento rezultatai skiriasi nuo ITK biidu gauty duomeny, taciau
tendencija islieka. Baltymo ir tam tikro lingando jungimosi stiprumas skiriasi esant skirtingoms
pH reikSméms. Tai priklauso nuo karboanhidrazés bei sulfonamidinio slopiklio protonizacijos
pK, reikSmiy. Baltymo bei tam tikro sulfonamidinio ligando jungimosi stiprumas priklauso nuo

to, kaip ligandas uZpildo aktyvy karboanhidrazés centra.

3.3.4. hCA VII aktyviajame centre esancio hidroksido jono protonizacijos pK,
reikSmés nustatymas

TK ir TPM eksperimenty metu gautos stebimosios AG reikSmés pavaizduotos 21 pav.
Simulivojant ,tikraja” Kj ir pK,.cazumzo, kai TEMSA pK, yra lygi 6,1 (Matulis 2004), o EZA
pK, — 8,0 (Mistinaiteé 2006), eksperimentiniai duomenys aproksimuoti teorine kreive, atitinkancia

(27) lygti. Pagal (28) formulg apskaiciuota ,,tikroji* AG reikSme.
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21 pav. Sulfonamidiniy ligandy — TFMSA (A paveikslas) bei EZA (B paveikslas) — ir
hCA VII stebimosios AG priklausomybeés nuo pH grafikas.

Kaip matyti i§ aukS¢iau pateikty grafiky, stebimoji karboanhidrzeés ir TFMSA laisvoji

Gibso energija nedaug skiriasi nuo ,tikrosios“ AG reikSmés (21A pav.). Pagal (28) lygti
apskaiciuota ,,tikroji* karboanhidrazés ir TEMSA AG = -47,67 kJ/mol + 2,5 kJ/mol, K} = 1,5-108
M™! + 110" M. hCA VII ir EZA stebimoji laisvoji Gibso energija gerokai skiriasi nuo

,»tikrosios* AG reik§més, nes sulfonamido protonizacijos pK, reikSmé yra mazesné uZ baltymo

protonizacijos pK, (21B pav.). Apskaiciuota ,.tikroji* baltymo ir EZA AG = -58,08 kJ/mol + 2
kJ/mol, K, = 1,5:10" M + 2.10° M. , Tikryjy* reik§miy paklaidomis nurodytos didZiausios

stebimyju reikSmiy Stjudento metodu apskaiciuotos paklaidos. Nustatyta karboanhidrazés pK,

reik§mé, pKa-hCAVII = 7,1

21 paveiksle matyti, kad eksperimentiniai duomenys ne visai atitinka teorinio modelio

duomenis. Taip yra todél, kad eksperimentais sunku iSgauti tikslias jungimosi K ., esant
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mazoms ir aukStoms pH reikSméms. Taip pat stebimi neZymis skirtumai tarp duomeny, gauty

skirtingais metodais.

3.3.5. hCA VII ir TFMSA jungimosi reakcijos protonizacijos skaiciaus
nustatymas bei ,,tikryjy‘ jungimosi parametry skai¢iavimas

Jungimosi reakcijos metu paimama arba atiduodama baltymo protony skaiciy (n) galima
nustatyti eksperimentiskai bei apskaiciuoti i§ Zinomy baltymo ir ligando pK, reikSmiy, taikant

lygti (nepublikuoti D. Matulio duomenys):

2
Ka1Kaz—[H*]? _ 10~PKa1197PXaz—(107PH)
[H¥124Kqq [H*]+Kg1Kqz  (10~PH)2410-PKa110-PH+10~PKa110-PKaz"

n = €1y

gioje lygtyje pKar = pKu-suip, 0 pKa2 = pKacazanzo, nes TEMSA pK, reikSmé yra mazesné
uz karboanhidrazés aktyviajame centre esancio cinko jono pK, reikSme. Priklausomai nuo pH,
protonu skaicius n gali varijuoti nuo 1 iki -1. Kai pH < pK,; < pK,, tai n artés prie -1, t.y.
ligando ir baltymo jungimosi metu nuo slopiklio sulfonamidinés grupés bus atpalaiduotas
protonas (R3) ir ji suri§ buferinis tirpalas. Kai pH > pK,, > pK,;, tai n artés prie 1, t.y. i$
buferinio tirpalo bus paimtas protonas, kurj suri§ baltymo aktyviajame centre esanti cinko jona
koordinuojantis hidroksido anijonas (R2). IS ITK metodu gauty duomeny apskaiciuoti protony
skaiciai n esant skirtingiems pH pateikti 2 lenteléje 3.3.2. skyriuje.

Tokiu principu galima atskirai apskaiciuoti atpalaiduoty arba suriSty protony skaiciy n

abiejuose procesuose:

2
— _(10—pH) . (32)
™ = Qo-pM)2110-PKa110-PH+10-PKa110-PKaz’
10~PKa119-PKa2
Ny = —— - - - - ; (33)
(10~PH)24+10-PKa110-PH4+10-PKa110-PKaz
n=mnq +n,. (34)

n; — protony skaiCius, suriStas protonizuojantis baltymo hidroksido jonui, kai pK, e < pK,.

CAZnH205
n, — protony skaicius, kurj atpalaiduoja slopiklio sulfonamidiné grupé deprotonizacijos metu;

n — bendras baltymo ir sulfonamidinio ligando jungimosi reakcijos protony skaicius.

Stebimosios jungimosi konstantos verté nesuteikia informacijos apie baltymo ir ligando

saveikos termodinamini mechaniza, tod¢l reikia apskaiciuoti ,tikruosius® jungimosi reakcijos

59



parametrus, atitinkancius R1 lygti. Apskaiciavus hCA VII aktyviajame centre esancios vandens
molekulés protonizacijos (n2) ir sulfonamidinés slopiklio grupés deprotonizacijos (nl) protony
skai¢iy bei ITK metodu nustaius baltymo ir ligando jungimosi entalpijas skirtinguose
buferiniuose tirpaluose, galime apskaiciuoti stebimaja entalpija, atitinkancia R1 lygti, bet

kuriame pH:

AstepH = AHy + nAH, + nyAH, — nbuferioAHbuferio' (35)

Kai pK,uy < pKicazmo, tai AH; yra sulfonamido deprotonizacijos entalpija (25°C
temperatiiroje AHzrpysa = 20,92 kJ/mol (Matulis 2004)) (R3);

AH; — baltymo hidroksido jono protonizacijos entalpija (R2);

AH, — jungimosi entalpijos pokytis (R1);

AHp,frio — buferinio tirpalo protonizacijos entalpija, kur 25°C temperatiroje AHrgis = -47,45

kJ/mol, o AH,¢ = -5,10 kJ/mol (Matulis 2004) (R4).

Simuliuojant ,tikraja“ jungimosi bei karboanhidrazés hidroksido jono protonizacijos
entalpijas, gauname stebimos baltymo ir ligando jungimosi reakcijos entalpijos priklausomybés
nuo pH dviejuose skirtinguose buferiniuose tirpaluose kreives, atitinkancias eksperimentinius

duomenis (22 pav.).

-10 - §%

i Asi.‘ebeosf
204§ A, H
steb” "TRIS

AH, kl/mol
J-
O+ HHH

5 6 7 8 9 10
pH

22 pav. hCA VII ir TEMSA jungimosi reakcijos Ag.pH priklausomybés nuo pH
grafikas, tris ir fosfatiniame buferiniuose tirpaluose. Taskai atitinka eksperimentinius duomenis.
Kreivés atitinka (35) lygtimi aprasyta modeli.

Pagal (35) lygti apskaiciuotos entalpijos AHpcavir.zamzo = ~-33 kJ/mol £ 4.2 kJ/mol ir
AHy = ~-24 kJ/mol + 42 kJ/mol. , Tikryjy* reikSmiy paklaidomis nurodytos didZiausios
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stebimyju reikSmiy Stjudento metodu apskaicCiuotos paklaidos. AH, nepriklauso nuo
protonizacijos — deprotonizacijos reakcijy Siluminiy efekty ir atitinka iSsiskiriancia Siluma, kai
vandens molekulé pakeiciama i deprotonizuota slopiklio molekulg.

Jungimosi gimininguma lemia jungimosi reakcijos AG, kuris yra dviejy skirtingy démeny

suma:

AG = AH —TAS. (36)

Esant skirtingoms AH ir AS reikSméms, apskaiCiuota AG (arba K,) gali buti tokia pati,
todél zinant ,tikraja™ K, bei AG (3.3.4. skyrius) ir ka tik apskaiciuota ,tikraja” AH, naudinga
ivertinti entalpijos ir entropijos indéli jungimosi stiprumui (23 pav.). Norint pasiekti auksta

jungimosi gimininguma, entalpijos ir entropijos pokyciai turi biiti palankds.

0 - | T7AS
-10 A OAH
BAG

kJ/mol

-50 -
-60 -

23 pav. Entalpijos (AH) ir entropijos (7TAS) indé¢lis hCA VII ir TEMSA jungimosi
laisvajai Gibso energijai.

Kaip matyti 23 pav., entalpijos ir entropijos pokyciai palankiis hCA VII ir TEMSA
jungimuisi. Tai reiskia, kad vykstant jungimosi reakcijai saveika lemia tiek vandeniliniy ir van
der Waalso rySiy susidarymas, veikiant palankiam entalpiniam pokycCiui, tiek palankus
solvatacijos entropijos pokytis, kai iSlaisvinamos vandens molekulés. Palanki jungimosi entalpija
rodo, kad ligando jungimosi su baltymu metu susidaro stiprios specifiSkos saveikos, o palanki
entropija yra pagrindiné jéga susijusi su hidrofobiniy grupiy jungimosi energija.

Norint tiksliau jvertinti entropijos ir entalpijos indeli hCA VII ir TFMSA jungimosi
laisvajai Gibso energijai, reikia atlikti daugiau matavimy skirtingose temperatirose, kad bty

gauta Siluminé talpa.
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3.4. hCA VII STABILUMO ESANT SKIRTINGOMS pH REIKSMEMS
IVERTINIMAS

Baltymas stabiliausias, kai jo pavirSiaus krivis lygus 0. Baltymo pavirSiaus kriivis
apskaiciuojamas jvertinant visy aminortig§ciy joniniu grupiu pK, reikSmes. 4 lenteléje pateiktos

hCA VII joning grupe turin¢iy aminorigsciu sarasas, ju kiekis bei pK, reikSmés.

4 lentelé. hCA VII aminoriig§¢iy, turinciy joning grupg, sarasas ir ju pK, reikSmes.

Aminortgstis PK, Kiekis
Asp 3,5 14
Glu 4,5 13
His 7 14
Lys 8,1 13
Arg 12,6 13

IS 4 lentelés matyti, kad Zema pK, reikSmg turin€iy aminoriigs¢iy yra truputj daugiau, dél
to ir manoma, kad baltymo plI ~7, kaip pateikta 1 lentel¢je 3.2. skyriuje (teorinis pl = 6,92).

Terminio poslinkio metodu buvo jvertintas hCA VII stabilumas esant skirtingoms pH
reikSméms. Baltymas stabiliausias, kai jo lydymosi temperatiira didZiausia. 5 lentel¢je pateiktos

baltymo T, reikSmés esant skirtingiems pH.

S lentelé. hCA VII lydymosi temperatiiros 7, reikSmés esant skirtingiems pH. Paklaidos
+0,2°C.

pH | T, pH | T,
4,51 39 81525
51445 8,5 (52,1
5,5 (49,6 91522
6513 9,5151,6
6,5 | 53,2 10 | 50,2
7|53,2 10,5 | 49,3
7,5 (53,2

Kaip matyti 5 lenteléje, hCA VII baltymo lydymosi temperatiira didZiausia, kai tirpalo
pH nuo ~6,5 iki ~7,5. Tai reiSkia, kad esant pH tarp 6,5 ir 7,5, karboanhidraz¢ yra stabiliausia,

nes jos pavirSiaus kruvis lygus 0. Toliau pateikiamas lydymosi temperatiiros 7,, priklausomybes
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nuo pH grafikas (24 paveikslas). Kaip matyti i§ grafiko, mazose pH reikSmeése T, esant
skirtingiems ligandas beveik nesiskiria, o prie dideliy pH — skiriasi dvigubai. Taip yra dél
skirtingy ligandy pKa reikSmiy. Palyginus 21 paveiksle pavaizduotus AG priklausomybés nuo
pH grafikus, pastebima, kad karboanhidrazés VII jungimosi su TEFMSA ir EZA AG reikSmés

mazose pH is tikryjy panasios.

65 -
60 - &--8.7
é/ _é.!—!— - . 2 ~
55 - /
()
(=]
~ 50 -
~
45 - ?
—— be ligando
40 - ®-12,5uMEZA
—A— 12,5 uM TFMSA
35 T T T T T T 1
4 5 6 7 8 9 10 11

pH

24 pav. hCA VII temperatirinio stabilumo priklausomybés nuo pH grafikas.

Pagal grafika (24 pav.) galime spresti, kad esant pH 4, baltymas néra stabilus 37°C
temperatiiroje, nes tokiame pH pavirSiaus kriivis yra per didelis (~ +20) ir neleidZia baltymui
igauti natyvios konformacijos. Daroma prielaida, kad baltymas nebus stabilus 37°C
temperatiiroje tokiame pH, kuriame pavirSiaus krivis yra ~ -20. Atsizvelgus { hCA VII
aminortgsciy jonines grupes ir ju pK, reikSmes, esant pH > 12,5 baltymo pavirSius turés ~ -20
kriivi. D¢l duomeny truikumo negalima tiksliai pasakyti, kokioje pH reikSme¢je, kai pH > pl,

baltymas nebus stabilus 37°C temperatiiroje.

63



4. ISVADOS

Sukonstruotos dvi plazmidés, skirtos hCA VII baltymo ekspresijai. Vienos i§ ju genuy
transliacijos produktai atitinka Zmogaus karboanhidrazés VII Uniprot/Swissprot duomeny
bazé¢je pateikta seka nuo 3 iki 264 aminorigsties, o kita plazmidé ekspresuoja baltymus,
visiskai atitinkancios Zmogaus karboanhidrazés VII seka.

. Parinktos tinkamiausios salygos baltymu ekspresijai, kai geny transliacijos produktai
aktyvus: 0,5 mM ZnSO,4, 1 mM IPTG ir auginama 4 val. 30°C.

. ISgrynintas aktyvus rekombinantinis Zmogaus karboanhidrazés VII baltymas, visiSkai
atitinkantis duomenu bazéje pateikta seka. Baltymas, turintis pradzZioje papildomas
penkias aminoriigstis, nebuvo aktyvus.

. Izoterminiu titravimo kalorimetrijos ir terminio poslinkio metodais iSmatuotas Zmogaus
karboanhidrazés VII jungimasis su etokzolamidu ir trifluormetansulfonamidu,
apskaiciuoti ,,tikrieji* laisvosios Gibso energijos pokyc¢iai (baltymo jungimosi su TFMSA
AG = ~ -47,67 kJ/mol ir jungimosi su EZA AG = ~ -58,08 kJ/mol) bei nustatyta baltymo
pK, reikSme¢ (pK,=7,1).

. Izoterminiu titravimo kalorimetrijos metodu atlikus eksperimentus skirtinguose TRIS ir
fosfatiniame buferiniuose tirpaluose 25°C temperatiiroje apskaiCiuotas Zmogaus
karboanhidrazés VII aktyviajame centre esanc¢io hidroksido jono, koordinuoto cinko jonu,
protonizacijos entalpijos pokytis -33 kJ/mol bei apskaiCiuotas baltymo jungimosi su
TFMSA entalpijos pokytis -24 kJ/mol.

. Terminio poslinkio metodu jvertintas Zmogaus karboanhidrazés VII terminis stabilumas
esant skirtingoms pH. Nustatyta, kad karboanhidrazé stabiliausia, kai pH tarp 6,5 ir 7,5,

nes tokiame pH jos pavirSiaus krtvis lygus 0.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju dr. Daumantui Matuliui uz galimybg atlikti baigiamaji magistro darba
Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje, uz suteiktas Zinias,
naudingus patarimus ir pastabas. Taip pat dékoju j. m. d. Vilmai Michailovienei, doktorantui
Romanui Chaleckiui bei kitiems Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijos darbuotojams

uz pagalba, patarimus bei draugiska atmosfera.
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