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Gediminas Skvarnavičius

Įvadas

Net septynios iš dvidešimties pagrindinių baltymus sudarančių amino rūgščių gali būti
jonizuojamos, tai yra priklausomai nuo terpės pH turėti teigiamą arba neigiamą krūvį.
Krūvį turinčios amino rūgštys turi svarbią reikšmę baltymo tretinei struktūrai (sudaro
druskos tiltelius), būdamos baltymo išorėje didina baltymo tirpumą, dalyvauja baltymo
išsivyniojime veikiant joniniams detergentams, yra svarbios ligando prisijungime prie bal-
tymo bei baltymų tarpusavio sąveikoje (Keshwani et al., 2013; Rocklin et al., 2013). Ne-
paisant šių sąveikų svarbos, teigiamai ir neigiamai įkrautų grupių indėlis į visos sistemos
termodinamiką vis dar nėra iki galo išaiškintas. Baltymai yra termodinamiškai sudėtin-
gos sistemos, todėl išmatuoti pavienių aminorūgščių šoninių grandinių krūvių sąveikas
realiuose baltymuose yra per sudėtinga užduotis. Todėl tyrimams dažnai naudojamos
supaprastintos, modelinės sistemos. Viena iš tokių modelinių sistemų gali būti poliami-
no rūgščių, turinčių teigiamai ir neigiamai įkrautas šonines grupes ir joninių detergentų,
turinčių įvairaus ilgio alifatines grandines, sistema.

Sąveika tarp joninių detergentų ir polimerų pradėta tirti dar praėjusio amžiaus šešta-
jame, septintajame dešimtmečiuose. Pirmuosiuose tyrimuose buvo stebima šios sąveikos
įtaka tirpalo paviršiaus įtempčiai, buvo nagrinėjama polimerų ir surfaktantų asociacija
bei agregacija, putodara ir judėjimas elektroforezės metu (Goddard and Hannan, 1976).
Jau tada pastebėta, kad joniniai detergentai prie priešingai įkrauto polimero jungiasi
keliais etapais ir formuoja skirtingomis savybėmis pasižyminčius kompleksus. Šioje sąvei-
koje svarbios tiek elektrostatinės jėgos, tiek hidrofobinė sąveika (Goddard and Hannan,
1976). Tačiau iki šiol nėra nustatyti standartiniai tirpaluose esančių teigiamai ir neigia-
mai įkrautų polimerų ir joninių detergentų sąveikos termodinaminiai parametrai (tokie
kaip laisvosios Gibso energijos, entalpijos ar entropijos pokyčiai, jungimosi pusiausvyros
konstanta, šiluminės talpos pokytis).

Šiame darbe naudojantis izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu buvo tirta viena
iš minėtų modelinių sistemų: teigiamai įkrautų homopolimerų (poliarginino, polilizino ir
poliornitino) sąveika su neigiamą krūvį turinčiais detergentais (alkilsulfatais ir alkilsulfo-
natais). Buvo nustatinėjamos šios sistemos pagrindinės termodinaminės charakteristikos:
sąveikos entalpija, laisvoji Gibso energija, entropija, šiluminė talpa. Šių termodinami-
nių parametrų nustatymas padėtų geriau suprasti biologinius procesus baltymų ir kitų
makromolekulių sistemose, kuriuose yra svarbi elektrostatinė ir hidrofobinė sąveikos.
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1. Literatūros apžvalga

Šiame skyriuje bus apžvelgtos pagrindinės detergentų, kurie yra šiame darbe tiria-
mos sistemos dalis, savybės. Taip pat bus apžvelgiami moksliniai darbai, kuriuose kitais
metodais buvo tirta detergentų ir poliamino rūgščių sistema. Kadangi tai yra viena iš
baltymų modelinių sistemų, šiame skyriuje taip pat aprašyta detergentų ir baltymų sąvei-
ka. Galiausiai, siekiant parodyti, jog sulfo grupė, kurią turi darbe naudoti detergentai,
yra reikšminga ir gamtoje, bus apžvelgtos kelios biologinės sistemos, kuriose sulfo grupė
atlieka svarbų vaidmenį.

1.1. Detergentai

Detergentai yra paviršiaus aktyviosios medžiagos sumažinančios skysčio paviršiaus
įtemptį. Šia savybe detergentai pasižymi dėl savo struktūrinių ypatumų. Visos paviršiaus
aktyviosios medžiagos turi polinę ir nepolinę dalis. Dėl polinės dalies, dar vadinamos
„galva“, detergentai yra tirpūs vandenyje ir kituose poliniuose tirpikliuose. Nepolinė –
hidrofobinė dalis – vadinama „uodega“. Dėl hidrofobinės uodegos detergentai sąveikauja
su nepoliniais paviršiais, taip pat tarpusavyje. Ši struktūrinė ypatybė leidžia detergentams
formuoti agregatus, vadinamus micelėmis (iš lotynų kalbos micella – maža dalis). Mice-
lėse esančių detergentų hidrofilinė dalis yra atsisukusi į išorę ir kontaktuoja su vandeniu,
tuo tarpu hidrofobinės dalys stengiasi pasislėpti nuo vandens micelės viduje.

1 lentelė. Kai kurių detergentų kritinės micelių koncentracijos vandenyje esant 25 ℃
temperatūrai. m – anglies atomų skaičius alifatinėje grandinėje. Vertės paimtos iš (JPS,
1972).

Detergentas m KMK (M)

Natrio tetradecilsulfatas 14 2,1 × 10−3

Natrio dodecilsulfatas 12 8,3 × 10−3

Natrio decilsulfatas 10 3,3 × 10−2

Natrio oktilsulfatas 8 1,3 × 10−1

Dekansulfoninės rūgšties natrio druska 10 3,1 × 10−2

Nonansulfoninės rūgšties natrio druska 9 4,0 × 10−2

Oktansulfoninės rūgšties natrio druska 8 1,6 × 10−1

Pastebėta, kad esant tam tikrai detergento koncentracijai, keičiasi detergento tirpa-
lo fizikocheminės savybės, tokios kaip drumstumas, paviršiaus įtemptis, laidumas. Buvo
nustatyta, kad pasiekus ir viršijus tokią ribinę koncentraciją, detergentai buvę monome-
rinėje būsenoje pradeda formuoti miceles. Koncentracija reikalinga formuotis micelėms
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vadinama kritine micelių koncentracija (KMK). KMK pirklauso nuo detergento struktū-
ros: kuo ilgesnė detergento hidrofobinė dalis tuo ji yra mažesnė. KMK taip pat mažėja jei
hidrofobinė dalis yra šakota ar turi nesočiųjų ryšių. Polinės dalies krūvis didina detergen-
to KMK (Lindman and Wennerström, 1980). Kai kurių detergentų KMK yra pateiktos
1-oje lentelėje. Detergentų egzistavimas skirtingose struktūrinėse fazėse priklausomai nuo
jų koncentracijos ir alifatinės grandinės ilgio gali būti vaizduojamas fazių diagramomis.
Šiame darbe naudotų detergentų fazių diagramos yra pateiktos 1-ajame paveiksle.
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1 pav. Darbe naudotų alkilsuflatų (kairėje) ir alkilsulfonatų (dešinėje) fazių diagramos
priklausomai nuo detergento koncentracijos ir jo alifatinės grandinės ilgio 25 ℃ tempera-
tūroje. Fazių diagramos nubrėžtos pagal (JPS, 1972) duomenis.

1.2. Sąveika tarp polimerų ir detergentų

Vykdant pirmuosius eksperimentus, skirtus tirti sąveiką tarp teigiamą krūvį turinčių
detergentų ir neigiamai įkrautų polimerų, buvo stebimas nuosėdų susidarymas (Goddard
and Hannan, 1976; Putnam and Neurath, 1944). Šių eksperimentų metu nustatyta, kad
anijoninio detergento pridėjimas į fiksuotos koncentracijos katijoninio polimero tirpalą iš
pradžių sukelia nuosėdų susidarymą, tačiau toliau keliant detergento koncentraciją nuosė-
dos vėl ištirpsta. Pirmasis etapas kurio metu susidaro nuosėdos priskirtas krūvių sąveikai
kurio metu detergento „galva“ prisijungia prie teigiamai įkrautos polimero srities, dėl ko
polimeras aplimpa detergentais su hidrofobinėmis „uodegomis“ atsuktomis į išorę, kas su-
kelia šio komplekso tolimesnę agregaciją. Toliau sekantis agregatų ištirpimas aiškinamas
antro detergentų sluoksnio prisijungimu prie komplekso. Nauji detergentai prisijungia
prie polimero-detergentų komplekso „uodegomis“ į vidų, o komplekso išorėje lieka krūvį
turinčios detergento „galvos“, dėl kurių kompleksas vėl tampa tirpiu.

Natūraliai padaryta išvada, jog šio proceso metu keičiasi bendras komplekso krūvis.
Tai buvo patvirtinta elektroforezės metodu, kuomet didinant detergento koncentraciją
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polimero-detergentų komplekso mobilumas elektroforezės metu mažėjo, pasiekė nulį ir
toliau vėl didėjo, kai bendras komplekso krūvis tapo neigiamas (Goddard and Hannan,
1976).

Didelė dalis tyrimų nagrinėjančių sąveiką tarp detergentų ir polimerų buvo atlikti
stebint šių medžiagų poveikį paviršiaus įtempčiai. Viena pagrindinių detergentų savybių
yra tirpalo paviršiaus įtempties mažinimas. Vieni surfaktantai didinant jų koncentraciją
palaipsniui mažina tirpalo paviršiaus įtemptį iki kol pasiekiama KMK. Tačiau tirpale esant
priešingai įkrautų polimerų, paviršiaus įtemptis yra mažinama žymiai labiau, esant gerokai
mažesnėms detergentų koncentracijoms (Barck and Stenius, 1994; Merta and Stenius,
1999). Krūvį turintys polimerai labai mažai įtakoja tirpalo paviršiaus įtemptį. Tai rodo,
kad polimerai ir detergentai formuoja paviršiuje aktyvų kompleksą esant mažesnei nei
KMK detergento koncentracijai (Goddard, 2002).

1.3. Sąveika tarp baltymo ir detergentų

Natrio dodecil sulfatas (NDS) yra joninis detergentas su neigiamą krūvį turinčia sul-
fato grupe ir alifatine dvylikos anglies atomų uodega. NDS sąveika su baltymais yra
išnaudojama daugelyje laboratorijose naudojamų metodų. Vienas plačiausiai taikomų
metodų baltymų analizėje yra NDS-PAGE metodas, kuris paremtas baltymo-NDS komp-
lekso judėjimu elektroforezės gelyje (Laemmli, 1970; Weber and Osborn, 1969). Nepaisant
to, kad NDS sąveika su baltymais tyrinėjama jau ilgą laiką (Liu et al., 2012; Putnam and
Neurath, 1944), ši sąveika vis dar nėra gerai suprantama. Viena šios sąveikos ypatybių
darančių ją sudėtingą, yra skirtingi efektai esant skirtingoms detergento koncentracijoms.

Gerai žinoma, jog baltymai gali būti denatūruojami naudojant NDS žymiai mažesnė-
mis koncentracijomis nei naudojant kitus denatūrantus, tokius kaip guanidiną ar karbami-
dą (Naidu and Prabhu, 2011). Nustatyta, jog NDS denatūruoja baltymus koncentracijose,
kurios yra žemesnės nei KMK, o didesnėse koncentracijose įtakos denatūracijai neturi, ka-
dangi tuomet kinta tik NDS esančio micelėse koncentracija, o ne laisvo NDS (Schneider
et al., 2008). Tačiau yra duomenų jog denatūrcija greitėja esant gerokai didesnėms NDS
koncentracijoms nei KMK. Manoma, jog esant tokioms NDS koncentracijoms, formuojasi
strypo pavidalo micelės, kurios turi didesnę įtaką denatūracijai (Lee et al., 2011).

Taip pat yra nustatyta ir priešinga joninių detergenų įtaka baltymų struktūrai. Esant
itin mažoms NDS ar kitų aliksulfatų koncentracijoms buvo pastebėtas jų apsauginis po-
veikis baltymų struktūrai denatūruojant baltymus karščiu ar kitais denatūrantais. Tiriant
joninių detergentų apsauginį efektą apskirtiminio dichroizmo metodu buvo taip pat paste-
bėta, jog alkilsulfatų buvimas leidžia jaučio serumo albuminui susigrąžinti dalį terminės
denatūracijos metu prarastos α-spiralinės struktūros (Moriyama et al., 2003).
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1.3.1. Baltymų stabilizavimas mažomis detergento koncentracijomis

Jau praėjusio amžiaus viduryje buvo pastebėtas mažos anijoninių detergentų koncent-
racijos apsauginis efektas baltymams. 1948 metais publikuotame tyrime Duggan ir Luck
nustatė, jog mažos anijoninių detergentų koncentracijos stabilizuoja serumo albuminą.
Matuojant serumo albumino tirpalo klampos padidėjimą, įprastą denatūruojant karba-
midu, nustatyta, jog anijoniniai detergentai mažina sistemos klampą po paveikimo kar-
bamidu. Didžiausias stabilizuojantis efektras buvo stebimas naudojant NDS, šis efektas
pasiekiė didžiausią vertę detergento koncentracijai neviršijant KMK (Duggan and Luck,
1948). Vėliau šis efektas buvo patvirtintas optinio aktyvumo matavimais. Nustatyta, jog
mažos NDS koncentracijos mažina poliarizacijos plokštumos sukimo kampą žmogaus se-
rumo albuminą (HSA) veikiant karbamidu. Buvo nustatyta, jog stabilizacijai reikalingas
keturiolikos NDS molekulių prisijungimas prie vienos HSA molekulės. Taip pat pastebė-
ta, kad stabilizacijai reikalingos teigiamai įkrautos lizino šoninės grupės, kurias acetilinus
stabilizacija nėra stebima (Markus et al., 1964). Kiek vėliau apskritiminio dichroizmo
metodu parodyta, jog NDS ne tik saugo albuminą nuo denatūracijos karbamidu, bet ir
padeda susigrąžinti dalį denatūracijos karbamidu metu prarastos spiralinės struktūros.
Moriyama ir Takeda savo darbe parodė, kad NDS stabilizuojantis efektas denatūracijos
karbamidu metu nepriklauso nuo NDS pridėjimo tvarkos. Iki 1,5 mM NDS buvimas tir-
pale padėjo išlaikyti HSA spirališkumą veikiant karbamidu, taip pat panašus NDS kiekis
padėjo susigražinti didžiają dalį HSA spirališkumo prarasto po denatūracijos (Moriyama
and Takeda, 1999).

Kai kurie kiti baltymai taip pat stabilesni terminės denatūracijos metu esant mažoms
NDS koncentracijoms (Moriyama et al., 2008; Nielsen et al., 2007a). Baltymų stabilizacija
esant mažoms NDS koncentracijoms galėtų reikšti, jog tokiomis sąlygomis NDS jungiasi
specifinėse baltymo vietose, greičiausiai elektrostatinės sąveikos dėka prie teigiamą krūvį
turinčių amino rūgščių liekanų.

1.3.2. Denatūracija joniniais detergentais

Gerai žinoma, jog NDS tam tikrais atvejais paspartina baltymo išsivyniojimą. Tačiau
šio proceso mechanizmas nėra galutinai nustatytas. Baltymo išsivyniojimas veikiant NDS
prasideda esant koncentracijoms kurios yra mažesnės nei KMK, tačiau didesnės nei tos ku-
rioms esant baltymai stabilizuojami. Manoma, jog tokiu atveju dodecilsulfato jonai (DS–)
formuoja miceles aplink baltymą, kas yra vaizduojama vėrinio (necklace and bead) mo-
deliu (Turro et al., 1995). Manoma, jog NDS veikiami baltymai išsivynioja formuojantis
bendroms micelėms, tai yra kuomet du baltymai dimerizuojasi dalindamiesi vieną deter-
gentų micelę (Andersen et al., 2009). Tačiau ne visi baltymai denatūruojami NDS, esant
žemesnėms nei KMK detergento koncentracijoms. Pavyzdžiui tiriant dviejų β-klosčių
struktūrą turinčių baltymų TNfn3 ir TII27 denatūraciją NDS buvo nustatyta, kad tik
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vienas jų – TII27 – denatūruoja esant mažesnėms nei KMK detergento koncentracijoms.
Abu šie baltymai turi panašią struktūrą, bet skiriasi paviršiaus elektriniu potencialu.
Galutiniame rezultate abiejų baltymų išsivyniojimui reikalingas, toks pats prisijungusio
detergento molekulių skaičius, tačiau TII27 baltymas, turintis teigiamą krūvį paviršiuje
denatūruoja esant gerokai mažesnėms NDS koncentracijoms (Nielsen et al., 2007b). Tai
leidžia manyti, jog efektyviam detergentų prisijungimui prie baltymo inicijuoti reikalinga
elektrostatinė sąveika.

1.4. Sulfatai ir sulfonatai gamtoje

Gamtoje tiek mažamolekulinės medžiagos tiek ir makromolekulės gali būti modifikuo-
jamos prijungiant sulfo grupę. Ir nors modifikacijai sulfo grupe yra skiriama gerokai ma-
žiau dėmesio nei panašiai modifikacijai – fosforilinimui, sulfoninimas turi ne mažiau svarbų
vaidmenį biologijoje. Gamtoje universalus sulfo grupės donoras yra 3’-fosfoadenosin-5’-
fosfosulfatas (PAPS) sintetinamas iš neorganinio sulfato. Sulfoninimo reakcijas organiz-
muose katalizuoja fermentai – sulfotransferazės. Sulfotransferazės yra skirstomos į dvi
klases: citozolines ir su membranomis asociuotas. Citozolinės sulfotransferazės modifi-
kuoja įvairias mažamolekulines medžiagas – hormonus, vaistus, ksenobiotikus (Nagata
and Yamazoe, 2000). Su membranomis asocijuotos sulfotransferazės egzistuoja trans-
Goldžio komplekse, kur modifikuoja makromolekules, tokias kaip baltymai ar glikoprotei-
nai (Hooper et al., 1996). Modifikacija sulfo grupe keičia modifikuotos molekulės fizikines
savybes – didina tirpumą, gali sukelti konformacijos pokyčius tiek makromolekulėse, tiek
mažamolekulinėse medžiagose. Šie pokyčiai iš esmės keičia tai, kaip šios molekulės sąvei-
kauja su kitomis biomolekulėmis (Strott, 2002), todėl svarbu gerai suprasti sulfo grupės
įtaką sąveikų termodinamikai.

1.4.1. Mažamolekulinės medžiagos

Organizmuose sulfo grupe gali būti modifikuojamos mažamolekulinės medžiagos, ste-
roidai ir katecholaminai. Tokia jų modifikacija keičia jų fizikochemines savybes, ir tai
kaip jos sąveikauja su atitinkamais receptoriais (Strott, 2002).

Steroidiniai hormonai ir jų metabolitai gali būti modifikuojami prijungiant sulfo gru-
pę, tačiau šios modifikacijos reikšmė nėra galutinai nustatyta. Tipiniu atveju steroidi-
nių hormonų sulfatai neprisijungia prie atitinkamų receptorių, kas leidžia manyti, kad ši
modifikacija yra išnaudojama hormonų aktyvumo reguliavimui (Hobkirk, 1993). Nusta-
tytas ryšys tarp steroidų sulfotransferazių aktyvumo ir nuo hormonų priklausomo vėžio.
Steroidinių hormonų testosterono (prostatos vėžio atveju) ar estrogenų (kruties vėžio at-
veju) modifikacija sulfo grupe gali reguliuoti jų aktyvumą prisijungiant prie branduolio
receptorių, kadangi tik nemodifikuoti steroidiniai hormonai gali stimuliuoti augimą, todėl
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sulfotransferazių aktyvumo pokyčiai, gali lemti šių vėžio formų vystymąsi (Billich et al.,
2000; Chan et al., 1998).

Be steroidinių hormonų, sulfoninti gali būti ir kiti mažamolekuliniai – skydliaukės –
hormonai. Pagrindinis skydliaukės sintetinamas hormonas yra T4, kuris vėliau verčiamas
į aktyviąją formą – T3. Tiek T4, tiek T3 fenolinė hidroksi grupė gali būti sulfonina-
ma. Sulfo grupe modifikuotas T3 nebegali jungtis prie atitinkamų receptorių, tačiau ši
modifikacija svarbi jo šalinime. Sulfoninimas palengvina, toliau sekantį jodo pašalinimą
iš skydliaukės hormonų, pašalintas jodas toliau gali būti naudojamas hormonų sintezei
(Visser et al., 1990).

Katecholaminai tai junginiai turintys katecholio žiedą ir šoninę amino grupę. Žmo-
gaus organizme gausiausi katecholaminai yra epinefrinas, norepinefrinas ir dopaminas.
Organizmuose jie dažniausiai cirkuliuoja konjuguotoje formoje, žmogaus atveju tai dau-
giausiai sulfokonjugacija. Manoma, jog katecholamino sulfatai sintetinami trombocituose
ir periferiniuose audiniuose, tačiau tai galutinai nėra patvirtinta (Eisenhofer et al., 2004).
Sulfoninti katecholaminai nesaveikauja su receptoriais, todėl manoma, jog sulfo grupe mo-
difikuoti katecholaminai gali tarnauti kaip atsarga nemodifikuotiems katecholaminams,
kurie reikalui esant galėtų būti išlaisvinti atskeliant sulfo grupę fermento arilsulfatazės
pagalba (Onasch et al., 2000).

1.4.2. Heparano sulfatas

Heparano sulfatas (HS) tai polisacharidas esantis visų gyvūnų ląstelių paviršiuje. Jie
dažniausiai būna proteoglikanų sudėtyje prijungti prie syndekano ar glipikano šerdinių
baltymų (Bernfield et al., 1999). HS priklauso gliukozaminglikanų šeimai, tai yra il-
gi nešakoti angliavandeniai sudaryti iš pasikartojančio disacharido. Dėl didelio kiekio
sulfato grupių HS yra viena labiausiai neigiamai įkrautų molekulių gyvuose organizmuo-
se. Dėl šios savybės HS sąveikauja su daugeliu specifinių baltymų taip dalyvaudama
įvairiuose organizme vykstančiuose procesuose, tokiuose kaip, koaguliacija, uždegiminiai
procesai ar net vėžio metastazė (O’Connell and Weeraratna, 2011). HS biosintezė pra-
sideda nuo tetrasacharidinio jungiamajio regiono (-GlcA-Gal-Gal-Xyl-Ser) suformavimo.
Jungiamasis regionas formuojamas prie specifinių šerdinio baltymo serino liekanų prijun-
giant ksilozę iš UDP-ksilozės. Specifinė transferazė prijungia vieną acetilgliukozamino
molekulę prie jungiamojo regiono taip pažymėdama šią sritį prailginimui HS grandinėmis
(Esko and Zhang, 1996). Grandinė ilginama paeiliui prijungiant D-gliukurono rūgštį ir
D-gliukozaminą. Prijungimui naudojami atitinkami sacharido-UDP dariniai, šį procesą
vykdo viena HS polimerazė (Lind et al., 1993). HS grandinės ilgis gali skirtis iki dešimt
kartų priklausomai nuo ląstelės ir šerdinio baltymo, tačiau dažniausiai susiformuoja gran-
dinė iš 50-150 disacharidų. Grandinei susiformavus atskiri sacharidai modifikuojami. Iš
pradžių grandinę modifikuoja N-deacetilazė/N-sulfotransferazė kuri pakeičia acetilgliuko-
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zamno acetil grupę į sulfato grupę. Šis fermentas modifikuoja tik kai kuriuos grandinės
regionus. Tuomet šalia modifikuoto gliukozamino esančios D-gliukurono rūgštys empiri-
zuojamos į L-idurono rūgštis, šį procesą vykdo gliukuronil-C5-empirazė (Crawford et al.,
2001). Modifikuoti regionai sulfatinami. Šie regionai paeiliui veikiami trijų sulfotransfera-
zių: iduronosil 2-O sulfotransferazės, gliukozaminil 6-O sulfotransferazės ir gliukozaminil
3-O sulfotransferazės (Esko and Lindahl, 2001). Kaip sulfato grupės donoras yra naudo-
jamas 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfatas.

1.4.3. Chondroitino sulfatas

Chondroitino sulfatas (CS) tai gliukozamino glikanas įeinantis į proteoglikanų sudė-
tį. CS gausu ląstelių paviršiuje ir užląsteliniame skystyje. CS svarbus fiziologiniuose
reiškiniuose tokiuose kaip morfogenezė, citogenezė ar neuronų plastiškumas (Sugaha-
ra et al., 2003). CS yra sudarytas iš pasikartojančių gliukurono rūgšties (GlcA) ir N-
acetilgalaktozamino (GalNAc) disacharidų. CS biosintezė prasideda lygiai taip pat kaip
ir HS biosintezė, prie šerdinio baltymo suformuojamas tetrasacharidinis jungiamasis re-
gionas. Tačiau CS atveju prie jungiamojo regiono prijungiama GalNAc molekukė GalNAc
transferazės I pagalba, taip ši sritis pažymima CS grandinės sintezei (Sugahara and Ki-
tagawa, 2000). Grandinė ilginama prijungiant GlcA ir GalNAc molekules, GlcA transfe-
razės II ir GalNAc transferazės II pagalba. Yra identifikuotos septynios sulfotransferazės
modifikuojančios chondroitino ir jo stereoizomero dermatano grandines. Chondroitino
sulfatinimas prasideda nuo GalNAc, sulfato grupė prijungiama prie 4-O arba 6-O atomų.
4-O sulfatintas disacharidas gali būti toliau modifikuojamas įvedant sulfato grupę Gal-
NAc 6-O padėtyje. 6-O sulfatintas disacharidas toliau gali būti modifikuojamas įvedant
sulfato grupę GlcA 2-O padėtyje. Taip chondroitino modifikacija gali būti skirstoma į du
skirtingus kelius (Mikami and Kitagawa, 2013).

1.4.4. Sulfoninti baltymai

Baltymai taip pat gali būti modifikuojami sulfo grupe. Tai potransliacinė modifika-
cija vykstanti trans-Goldžio komplekse, kurios metu sulfo grupė prijungiama prie tam
tikrų aminorūgščių šoninių grupių. Pirma pastebėta modifikacija sulfo grupe yra tirozino
sulfoninimas. Ši modifikacija pirmą kartą aprašyta dar praėjusio amžiaus šeštame dešimt-
metyje (Bettelheim, 1954). Organizme net 1% viso baltymuose esančio tirozino gali būti
sulfoninta, todėl tai yra dažniausia tirozino potransliacinė modifikacija (Huttner, 1988).

Sulfonintas tirozinas dažnas adhezijos molekulėse. CD44 yra adhezijos molekulė esanti
leukocituose ir turinti svarbų vaidmenį jų prisijungimui prie endotelio ląstelių imuninio
atsako metu. Atrasta, jog vienas iš jį aktyvuojančių veiksnių yra modifikacija sulfo grupe,
kuri yra inicijuojama vėžio nekrozės faktoriaus-α (Maiti et al., 1998). Tirozino modifika-
cija sulfo grupe taip pat svarbi P-selektino glikoproteino ligando-1 (PSGL-1) prisijungime
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prie P-selektino. P-selektinas yra adhezijos molekulė esanti endotelio ląstelių paviršiuje,
PSGL-1 yra ekspresuojamas leukocituose ir jungiasi prie P-selektino. Nustatyta, kad ti-
rozino sulfoninimas yra svarbus specifiniam jo prisijungimui prie P-selektino uždegiminio
proceso metu (Wilkins et al., 1995). Tirozino modifikacija sulfo grupe taip pat papli-
tusi koaguliacijos veiksniuose. Tam, kad būtų aktyvuojami koaguliacijos veiksnys V ir
koaguliacijos veiksnys VIII, jie turi būti proteolitiškai veikiami trombinu. Tirozino po-
transliacinė modifikacija šiuose veiksniuose yra būtina jų aktyvacijai trombinu (Pittman
et al., 1994). Su G-baltymais susieti receptoriai taip pat pasižymi tirozino potransliacine
modifikacija. Glikoproteininių hormonų receptoriai tai su G baltymais susietų receptorių,
reaguojančių į tam tikrus glikoproteinus, grupė. Manoma, kad specifiniam ligando pri-
sijungimui prie šių receptorių yra svarbūs joniniai ryšiai, kuriuos sudaro ir sulfo grupė,
prijungta prie tirozino. (Costagliola et al., 2002; Grossmann et al., 1998)

Kita baltymų modifikacija sulfo grupe yra serino ir treonino sulfoninimas. Ši potrans-
liacinė modifikacija pirmą kartą aprašyta tik šiame amžiuje. Serino ar treonino sulfonini-
mas aptiktas baltymuose iš įvairių eukariotinių organizmų, nuo vienaląsčių iki žmogaus.
Taip pat ši potransliacinė modifikacija aptikta įvairių rūšių nebūtinai funkciškai panašiuo-
se baltymuose, pavyzdžiui miozino lengvojoje grandinėje iš sraigės (Lymnaea stagnalis)
ir žmogaus tirozino kinazės receptoriuje Ror2. Tačiau šių modifikacijų reikšmė dar nėra
išaiškinta (Medzihradszky et al., 2004).

2. Medžiagos ir metodai

2.1. Medžiagos

2.1.1. Poliamino rūgštys

Tyrime buvo naudoti trijų amino rūgščių polimerai: poli-L-Arginino hidrochloridas,
poli-L-lizino hidrochloridas, poli-L-lizino-hidrobromidas ir poli-L-ornitino hidrochloridas.
Polimerų ilgiai buvo tarp 70 ir 350 amino rūgščių. Visi eksperimentuose naudoti polimerai
pirkti iš Sigma-Aldrich kompanijos.

2.1.2. Detergentai

Tyrime buvo naudoti septyni anijoniniai detergentai.
1-dekansulfoninės rūgšties natrio druska, natrio dodecilsulfatas ir natrio oktilsulfatas

pirktos iš Sigma Chemical.
Natrio decilsufatas iš Eastman Kodak Co.
1-oktansulfoninės rūgšties natrio druska ir natrio undecilsulfatas iš Aldrich Chem.

Co.
1-nonansulfoninės rūgšties natrio druska iš Pfaltz Bauer Inc.

10



Gediminas Skvarnavičius Medžiagos ir metodai

2.2. Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITC)

Izoterminio titravimo kalorimetrija – tai metodas kuriuo matuojama sugerta ar išsi-
skyrusi šiluma vykstant reakcijai titravimo pastovioje temperatūroje metu. Pirmieji ITC
instrumentai atsirado devintojo dešimtmečio pabaigoje (Wiseman et al., 1989). Tobulė-
jant izoterminio titravimo kalorimetrams jie išpopuliarėjo biologinių molekulių sąveikos
tyrimuose dėl savo universalumo ir informatyvumo (Ladbury, 2010). Visi cheminiai proce-
sai turi entalpijos pokytį ∆H, kurį ITC metodu galima išmatuoti tiesiogiai. Eksperimento
metu galima nustatyti ir jungimosi konstantą Kb. Sąveikos entalpija ITC metodu matuo-
jama tiesiogiai, lyginant šilumos pokytį tarp tiriamosios ir kontrolinės celės, o jungimosi
konstanta yra nustatoma taikant matematinius jungimosi modelius. Laisvosios Gibso
energijos pokytis ∆G ir entropijos pokytis ∆S apskaičiuojamas iš standartinių termodi-
namikos lygčių:

∆G = −RT lnKb, (1)

∆G = ∆H − T∆S, (2)

kur R – molinė dujų konstanta, T – absoliutinė temperatūra.
Izoterminio titravimo kalorimetrą sudaro dvi kiuvetės – mėginio ir palyginamoji. Pa-

lyginamoji kiuvetė užpildoma vandeniu ar buferio tirpalu, joje palaikoma pastovi tem-
peratūra. Mėginio kiuvetė užpildoma tiriamosios medžiagos tirpalu, kurio temperatūra
palaikoma tokia pati kaip palyginamojoje kiuvetėje. Jei reakcijos metu šiluma išsiskiria
mėginio kiuvetė šaldoma, jei šiluma sugeriama – kiuvetė šildoma. Matuojama energija,
kurios reikia palaikyt vienodą kiuvečių temperatūrą. ITC eksperimento metu į mėgi-
nio kiuvetėje esantį tirpalą, automatiniu švirkštu tam tikro tūrio injekcijomis titruojama
antroji medžiaga. Integruojant plotą po kreive apskaičiuojama kiekvienos injekcijos me-
tu išsiskyrusi šiluma (Wiseman et al., 1989). Norint atlikti sėkmingą ITC eksperimentą
svarbiausia tinkamai parinkti reagentų koncentracijas, atsižvelgiant į reakcijos stechio-
metriją ir jungimosi konstantą. Eksperimentas turi būti suplanuotas taip, jog reakcijos
stechiometrinis taškas būtų pasiekiamas eksperimento viduryje, tokiu atveju gaunama
pilna jungimosi entalpijos kreivė, iš kurios galima išgauti kitus termodinaminius paramet-
rus (Holdgate, 2001). Pasirenkant reagentų koncentracijas, labai svarbus yra koficientas
c, dar vadinamas Wiseman’o faktoriumi (Wiseman et al., 1989). Jis yra lygus jungimosi
konstantos ir celėje esančio reagento koncentracijos sandaugai c = Kb × [M ]. Nuo jo pri-
klauso jungimosi kreivės forma. Dažniausiai rekomenduojamas c vertės intervalas yra nuo
1 iki 1000. Šiame intervale kreivės forma jautriausia mažiems c koeficiento pokyčiams,
todėl tiksliausiai gali būti apskaičiuojamos jungimosi konstantos vertės (Wiseman et al.,
1989). Didėjant c koeficiento skaitinei vertei, titravimo kreivė statėja. Šio koeficiento
įtaka kreivės formai pavaizduota 2-ajame paveiksle.
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2 pav. ITC eksperimentų simuliacijos, atliktos „CSC Nano Analyse“ programa. Visose
simuliacijose naudotos tos pačios medžiagų koncentracijos, keista tik Kb vertė, tuo pačiu
kito ir c koeficientas.

2.3. ITC eksperimentas

Šiame darbe ITC eksperimentai buvo atlikti naudojant Calorimetry Sciences Cor-
poration CSC 5300 modelio kalorimetrą. Eksperimentai buvo atlikti pastovioje tem-
peratūroje 13− 61 ◦C intervale. Prieš atliekant eksperimentą kalorimetro celė ir švirkštas
buvo plaunami dejonizuotu vandeniu, po to skalaujami atitinkamais eksperimente nau-
dojamais tirpalais. Titravimo metu kiuvetėje esantis tirpalas maišomas 250 apsisukimų
per minutę greičiu. Kalorimetro celės tūris yra 1,0 mL, eksperimentuose naudoto švirkšto
tūris – 250 µL. Standartinio eksperimento metu kiuvetė būdavo užpildoma 1 mM kon-
centracijos poliamino rūgšties tirpalu, kurio koncentracija yra išreiškiama pagal amino
rūgščių (monomerų) skaičių, o švirkštas užpildomas 10 mM koncentracijos detergento tir-
palu. Paruošus kalorimetrą eksperimentui sekdavo 20–30 minučių periodas pusiausvyrai
pasiekti. Duomenys pradedami registruoti 4 min iki titravimo pradžios. Titravimo metu
buvo atliekamos 25 injekcijos, kiekvienos jų tūris 10 µL, laiko tarpai tarp injekcijų buvo
4 min.

2.4. Duomenų analizė

Eksperimentiniai duomenys buvo analizuoti naudojant programos „MicroCal Origin
5.0“ modulį skirtą ITC duomenų analizei. Standartiniams ITC eksperimentams, kurių
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metu matuojamas ligando jungimasis prie makromolekulės, buvo naudojamas „vienos
jungimosi vietos“ modelis. Ligando jungimasis yra aprašomas grįžtamąja reakcija:

[M] + [L] −−⇀↽−− [ML], (3)

kur [M] – makromolekulės koncentracija, [L] – ligando koncentracija, [ML] – makromolekulės-
ligando komplekso koncentracija. Jungimosi konstanta Kb lygi:

Kb =
[ML]

[L][M]
. (4)

Bendra ligando koncentracija:
[Lt] = [ML] + [L]. (5)

Bendra makromolekulės koncentracija:

[Mt] = [ML] + [M]. (6)

Iš lygčių (4)–(6) galime išsireikšti susijungusios makromolekulės ir ligando koncentraciją
[ML]. Diferencijuojant [ML] išraišką yra gaunama lygtis:

d[ML]

dXt

=
1

2
+

1 − 0,5

(
1 +

1

KbMt

)
− y

2√
y2 − 2y

(
1 − 1

KbMt

)
+

(
1 +

1

KbMt

)2
, (7)

čia Xt ligando kiekis titravimo metu, y =
Xt

Mt

.
Išsiskyręs šilumos kiekis priklauso nuo susidariusio ML komplekso kiekio d[ML], reak-

cijos entalpijos ∆H ir kiuvetės tūrio V0:

dQ = d[ML] × ∆H × V0 (8)

Į (8) lygtį įrašę d[ML] išraišką, gauname lygtį, kuri aprašo kaip išsiskyrusios ar suger-
tos šilumos kiekis priklauso nuo medžiagų kiekio ir sąveikos termodinaminių parametrų
(Matulis, 2008):

Q = ∆H × V0 ×

1

2
+

1 − 0,5

(
1 +

1

KbMt

)
− y

2√
y2 − 2y

(
1 − 1

KbMt

)
+

(
1 +

1

KbMt

)2

 (9)

Tačiau tik dalis šiame darbe atliktų eksperimentų galėjo būti analizuojami taikant šį mo-
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delį. Daugeliu atvejų analizę apsunkino lygiagrečiai vykstantys procesai, tokie kaip agre-
gacijos metu išsiskirianti energija ar konformacijos pokyčiai. Analizuojant eksperimentus,
kuriems „vienos jungimosi vietos“ modelis negalėjo būti taikomas (žiūrėti 3 paveikslą),
reakcijos entalpija buvo apskaičiuota suradus plotą, kurį riboja titravimo kreivė.
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3 pav. Sąveikos tarp polilizino ir natrio decil sulfato titravimo kreivė. Sąveikos entalpija
buvo apskaičiuojama surandant plotą kurį riboja titravimo kreivė.
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3. Rezultatai

Šiame darbe izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu buvo tirti teigiamai įkrautų
poliamino rūgščių ir anijoninių detergentų sąveikos termodinaminiai parametrai. Tirta
kaip šie parametrai priklauso nuo temperatūros, tirpalo joninės jėgos, medžiagų koncent-
racijos ir jų cheminės struktūros (aminorūgšties šoninės grupės, detergento joninės grupės,
hidrofobinės dalies ilgio).
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4 pav. Dodecil sulfato jungimasis prie arginino homopolimerų: (a) dalyje pavaizduota ne-
apdorota eksperimento kreivė, (b) dalyje – entalpijos kreivė, gauta integruojant išsiskyrusį
šilumos kiekį kiekvienos injekcijos metu. Reakcijos pradžioje celėje esančių poliarginino
šoninių grupių koncentracija buvo 1 mM, NDS koncentracija švirkšte – 10 mM. Sąveikos
šiluma išsiskiria iki stechiometrinio taško, kuriame medžiagų santykis celėje 1:1.

Tipinio ITC eksperimento rezultatai yra pavaizduoti 4-ajame paveikslėlyje. Šiame
eksperimente buvo tirta sąveika tarp dodecilsulfato ir poliarginino. Paveikslėlio (a) dalyje
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yra neapdorota eksperimento kreivė, kurioje bėgant laikui yra fiksuojama galia, kurios
reikia tiriamąją kiuvetę palaikyti pastovios temperatūros. Iš neapdorotos kreivės gaunama
kreivė pavaizduota (b) dalyje. Jos taškai yra gaunami integruojant plotą, kurį riboja
neapdorota kreivė kiekvienos injekcijos metu. Iš integruotos kreivės yra apskaičiuojami
pagrindiniai termodinaminiai parametrai.

Eksperimentai buvo suplanuoti taip, jog titravimo viduryje detergento ir poliamino
rūgščių šoninių grupių santykis būtų lygus 1:1. Tipinė titravimo pradžioje celėje esančių
amino rūgščių šoninių grupių koncentracija buvo lygi 1 mM, švirkšte esančių detergentų
koncentracija lygi 10 mM. Prie krūvį turinčių amino rūgščių homopolimerų prisijungiančių
detergentų skaičius atitiko krūvį turinčių šoninių grupių skaičių (žr. 4-ą pav.). Šis santykis
nekito keičiant detergentus ar poliamino rūgštis.
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5 pav. Dekansulfoninės rūgšties jungimosi su poliargininu ITC duomenys. Eksperimento
viduryje buvo stebimas bazinės linijos linkis. Palyginti eksperimentų rezultatai, gauti iš
kreivės su ištiesinta ir neištiesinta bazinėmis linijomis.
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Kai kurių eksperimentų metu buvo stebimas bazinės linijos linkis eksperimento vidury-
je (žr. 5-ą pav.). Šis linkis indikuoja apie papildomus procesus vykstančius eksperimento
metu, pavyzdžiui, polimero konformacijos pokytį. Buvo įvertinta, kokią įtaką šie proce-
sai turi eksperimento rezultatams. Tą galima padaryti palyginus apskaičiuotas reakcijos
entalpijas, kai bazinė linija yra pastovi (viršutinis brėžinys 5-ame pav.) ir išvesta per
injekcijos pikų apačias (vidurinysis brėžinys 5-ame pav.). Bazinės linijos nestabilumas
keitė sąveikos entalpijos vertę iki 16%.

3.1. Jungimosi konstantos nustatymas
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6 pav. ITC eksperimentai atlikti 25 ◦C, naudojant (a) 10 mM natrio oktilsulfato ir
1 mM poliarginino tirpalus bei (b) 5 mM natrio undecilsulfato ir 0,5 mM poliarginino
tirpalus. Eksperimente (a) buvo apskaičiuoti visi pagrindiniai termodinaminiai sąveikos
parametrai, o (b) atveju nustatyta tik mažiausia galima Kb vertė.

Detergentų ir poliamino rūgščių jungimosi konstanta Kb buvo nustatinėjama taikant
„vienos jungimosi vietos modelį“, kuris paprastai naudojamas analizuojant mažamole-
kulinio ligando sąveiką su baltymu. Šiuo metodu pavyko nustatyti kai kurių silpnesnių
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7 pav. Natrio dodecilsulfato sąveikos su poliargininu duomenys. Naudotos skirtingos
medžiagų koncentracijos, siekiant tiksliau nustatyti Kb. Tačiau titravimo kreivių formos
nepakito ir tiksliau apskaičiuoti Kb nepavyko. Šiame paveiksle linijos yra tik vaizdinė
priemonė, o ne matematinis modelis.

sąveikų Kb. Pavyzdžiui natrio oktilsulfato ir poliarginino sąveikai visi termodinaminiai
parametrai buvo apskaičiuoti naudojantis „vienos jungimosi vietos“ modeliu (žr. 6 pav.
(a) eksperimentas). Tačiau šiuo modeliu nebuvo įmanoma apskaičiuoti didesnių Kb ver-
čių, kadangi buvo viršytos c faktoriaus ribos. Tokiu atveju kreivės forma tampa nejautri
Kb pokyčiams: pavyzdys yra 6-ajame paveiksle (b) parodytas eksperimentas naudojant
natrio undecil sulfatą ir poliargininą. Ši problema dažnai sprendžiama naudojant ma-
žesnes reagentų koncentracijas, tačiau taip priartėjama prie kalorimetro jautrumo ribos
(Tellinghuisen, 2005), kas taip pat mažina eksperimento patikimumą nustatant sistemos
termodinaminius parametrus.

Šiame darbe siekiant patikrinti ar eksperimento metu naudojamų medžiagų koncent-
racijų pakeitimas turi įtakos apskaičiuojamiems termodinaminiams parametrams buvo
atlikti eksperimentai naudojant dvigubai didesnes ir dvigubai mažesnes, nei viso likusio
darbo metu, koncentracijas. Švirkšte esančio detergento koncentracija – 5 mM arba 20
mM, kiuvetėje esančios poliamino rūgšties šoninių grupių koncentracija – atitinkamai 0,5
mM ir 2 mM. Koncentracijų varijavimas neturėjo didelės įtakos eksperimentiniams rezul-
tatams. Kaip matyti iš sugretintų eksperimentų rezultatų 7-ajame paveiksle, jungimosi
entalpijų kreivės kito nežymiai keičiant medžiagų koncentracijas. Visuose eksperimen-
tuose detergentų koncentracijos buvo žemesnės nei KMK (žr. 1-ą lentelę), todėl micelių
formavimosi ar jų suardymo energija įtakos rezultatams neturėjo.
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3.2. Temperatūros įtaka sąveikai
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8 pav. ITC eksperimentų metu nustatyta sąveikos tarp skirtingo ilgio alkilsulfatų ir
poliarginino, entalpijų priklausomybė nuo temperatūros. Eksperimentai atlikti naudojant
10 mM koncentracijos detergentų ir 1 mM poliarginino tirpalus.

Temperatūros įtaka termodinaminių parametrų vertėms buvo tiriama atliekant eks-
perimentus (13− 61 ◦C) temperatūrų intervale. Eksperimentai skirtingose temperatūrose
leido nustatyti sąveikų šiluminės talpos pokytį pasinaudojant pastovaus slėgio šiluminės
talpos lygtimi:

∆Cp =

(
δH

δT

)
p

. (10)

Visų tyrime naudotų detergento – poliamino rūgšties porų tarpusavio sąveikos pasi-
žymėjo neigiama šilumine talpa, t.y., didesnėje temperatūroje sąveikos entalpijos vertė
neigiamesnė. Šis reiškinys siejamas su hidrofobine agregacija (Matulis and Bloomfield,
2001). Iš atliktų eksperimentų buvo nustatyta, jog šiluminės talpos pokyčio neigiama
vertė koreliuoja su detergento hidrofobinės dalies ilgiu, kaip tai pavaizduota 8-ajame pa-
veiksle.

3.3. Tirpalo joninės jėgos įtaka sąveikai

Siekiant nustatyti tirpalo joninės jėgos įtaką sąveikai tarp detergentų ir poliamino
rūgščių, buvo atlikti eksperimentai naudojant tirpalus su skirtinga natrio chlorido kon-
centracija (NaCl koncentracija kito nuo 10 mM iki 1000 mM). Didinant NaCl koncentraciją
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reakcijos stechiometrija mažėjo. Eksperimentuose, kuriuose naudota NaCl koncentracija
buvo didesnė nei 500 mM, jungimasis nebebuvo stebimas (viršutinė kreivė 9 paveiksle).
Šie rezultatai rodo, kad anijoninių detergentų prisijungimui prie katijoninių poliamino
rūgščių yra būtini joniniai ryšiai.

δH
 (

kJ
∙m

ol
-1
)

−20

−15

−10

−5

0

5

Natrio dodecilsulfatas (mol)/Arg (mol)
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

NaCl koncentracija:
 1000 mM
 200 mM
 10 mM

9 pav. ITC eksperimentai su SDS ir pioliargininu naudojant skirtingas NaCl koncentraci-
jas. Didinant NaCl koncentraciją vis mažiau SDS molekulių prisijungia prie poliarginino.
Šiame paveiksle linijos yra tik vaizdinė priemonė, o ne matematinis modelis.

3.4. Alifatinės grandinės ilgio įtaka sąveikai

Siekiant nustatyti alifatinės grandinės ilgio m įtaką poliamino rūgščių ir detergentų
sąveikai, buvo atlikti ITC eksperimentai naudojant skirtingų ilgių detergentus. Eksper-
imentuose arginino, lizino ir ornitino homopolimerai buvo titruojami alkil sulfatais, bei
sulfonatais, kurių alifatinės grandinės ilgis kito nuo 8 iki 13. Sąveikos su trumpesnę nei
8 anglies atomų grandinę turinčiais detergentais buvo per silpnos stebėti kalorimetriniu
metodu, o eksperimentai su ilgesnę grandinę turinčiais detergentais buvo neįmanomi dėl
jų mažo tirpumo vandenyje. Detergentų prisijungimo prie poliamino rūgščių termodina-
miniai parametrai reikšmingai skyrėsi naudojant skirtingo ilgio anijoninius detergentus.
Iš eksperimentų matyti, jog ilgesnė detergento hidrofobinė dalis lemia stipresnę sąveiką,
tačiau patikimai nustatyti buvo įmanoma tik sąveikos entalpiją. Kitus parametrus (jungi-
mosi konstantą ir entropiją) nustatyti trukdė per stiprus jungimasis dėl kurio c faktorius
viršijo ribas reikalingas nustatyti Kb (žr. 10 pav.).
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10 pav. ITC eksperimentų (25 ◦C temperatūra) duomenys, naudojant skirtingo ilgio
alkilsulfatus ir poliargininą. Šiame paveiksle linijos yra tik vaizdinė priemonė, o ne mate-
matinis modelis.

2 lentelė. Detergento CH2 grupės įtaka prisijungimo prie poliaminorūgščių entalpijai

Poliamino rūgštis ∆∆HCH2
(kJ/mol)

pArg -3,3 ±0,1
pLys -2,0 ±0,1
pOrn -1,3 ±0,1

Buvo nustatyta, kad sąveikos entalpijos dydis yra tiesiogiai proporcingas detergento
alifatinės grandinės ilgiui. Esant ilgesnei detergento alifatinei grandinei buvo stebima vis
labiau egzoterminė sąveika. Tiriant katijoninių ir anijoninių detergentų sąveikas pana-
šioje modelinėje sistemoje buvo nustatyta, jog alkilsulfatų grandinėje esantis papildomas
deguonies atomas turi tokią pačią įtaką entalpijai, kaip papildoma CH2 grupė (Norvaišas
et al., 2012). Šis dėsningumas buvo gautas ir šio darbo metu poliamino rūgščių – de-
tergentų sistemoje. Tai matyti iš eksperimentų serijos pavaizduotos 11-ajame paveiksle,
kuomet alkilsulfatą pakeitus vienu anglies atomu daugiau turinčiu alkil sulfonatu sąveikos
entalpija išlieka ta pati. Tiesinė priklausomybė buvo nustatyta visoms darbe naudotoms
poliamino rūgštims (žr. 12 pav.). Tačiau vienos metil grupės įtakos entalpijai skaitinė
vertė nebuvo vienoda skirtingoms poliamino rūgštims. Didžiausią įtaką papildoma metil
grupė turėjo detergentui jungiantis prie poliarginino (žr. 2-ą lentelę).
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11 pav. ITC eksperimentų metu nustatytų sąveikos entalpijų palyginimas. Eksperimen-
tai atlikti 25 ◦C temperatūroje, 1 mM poliarginino tirpalas titruotas 10 mM alkilsulfatų
ar alkilsulfonatų tirpalais.

4. Rezultatų aptarimas

Šio darbo metu buvo tirta sistema, kurią sudaro teigiamą krūvį turinčios poliamino
rūgštys ir neigiamą krūvį turintys detergentai. Keičiant eksperimentines sąlygas, bei
sistemos sudedamąsias dalis, buvo apskaičiuoti šią sąveiką lemiančių jėgų termodinaminiai
parametrai, taip pat nustatyti tam tikri dėsningumai leidžiantys geriau suprasti šioje
sistemoje vykstančius procesus.

Šiame darbe buvo tiriamas detergentų jungimasis prie poliamino rūgščių esant vie-
nodam kiekiui teigiamai įkrautų amino rūgščių ir neigiamai įkrautų alkilsulfatų ar al-
kilsulfonatų. Eksperimentų rezultatai patvirtino, jog pirminis detergentų prisijungimas
prie polimerų yra lemiamas elektrostatinės sąveikos tarp skirtingų krūvių (Markus et al.,
1964). Visuose šiame darbe atliktuose izoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimen-
tuose detergentų prisijungimas buvo stebimas iki taško, kuriame detergentų ir aminorūgš-
čių skaičius kiuvetėje vienodas. Joninės jėgos pakėlimas pridedant natrio chlorido trukdė
detergentų prisijungimui prie polimerų. Tai reiškia, kad prisijungimas vyksta neigiamai
įkrautam detergentui išstumiant Cl– ar kitą tirpalo neorganinį anijoną esantį prie tei-
giamai įkrautos amino rūgšties šoninės grupės. Šie rezultatai leidžia manyti, jog pirminis
detergentų prisijungimas vyksta vienai detergento molekulei sudarant joninį ryšį su amino
rūgšties šonine grupe.
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12 pav. ITC eksperimentų metu nustatytų sąveikos entalpijų priklausomybė nuo deter-
gento alifatinės grandinės ilgio. Eksperimentai atlikti 25 ◦C temperatūroje, naudojant 10
mM koncentracijos detergentų ir 1 mM poliamino rūgščių tirpalus.

Tačiau elektrostatinė sąveika nebuvo vienintelė jėga lemianti detergentų prisijungimą
prie poliamino rūgščių. Darbo metu nustatyta tiesinė priklausomybė tarp detergento ali-
fatinės grandinės ilgio ir sąveikos stiprumo. Ilgesnę grandinę turintys detergentai jungėsi
stipriau nei turintys trumpesnę grandinę (žr. 3-ąją lentelę). Buvo apskaičiuota papil-
domos CH2 grupės įtaka sąveikos entalpijai, kuri yra tarp -1,3 kJ/mol ir -3,3 kJ/mol
(pateikta 2-oje lentelėje). Šis reiškinys galėtų būti aiškinamas prisijungusių detergentų
alifatinių grandinių tarpusavio hidrofobine sąveika. Ilginant detergento grandinę sąveika
stiprėjo dėl vis didesnės entalpijos įtakos, taip pat iš eksperimentų skirtingose tempera-
tūrose nustatyta, jog ilginant detergento grandinę stebimas vis neigiamesnis pastovaus
slėgio šiluminės talpos Cp pokytis. Būtent šios charakteristikos yra būdingos detergentų
hidrofobinei agregacijai (Matulis and Bloomfield, 2001).

Dar vienas požymis, kurį galima priskirti prisijungusių detergento molekulių alifati-
nių grandinių tarpusavio sąveikai yra kooperatyvumo efektas. Titravimo kreivėse buvo
stebimas signalo stiprėjimas prie polimero prisijungiant vis daugiau detergento moleku-
lių. Manoma, kad detergentams jungiantis prie polimerų, jie palaipsniui iš netvarkingos
spiralės konformacijos įgauna tvarkingą α-spiralės struktūrą (McCord et al., 1977; Sata-
ke and Yang, 1976). Įgaunant tvarkingą struktūrą vis daugiau prisijungusių detergentų
alifatinių grandinių gali persidengti erdvėje ir taip sąveikauti tarpusavyje. Be to detergen-
tų, kurių alifatinė grandinė sudaryta iš septynių ar mažiau anglies atomų, prisijungimas
prie polimerų nebuvo pastebėtas. Darbo rezultatai rodo, jog vien elektrostatinės sąveikos
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anijoninių detergentų prisijungimų prie katijoninių poliamino rūgščių neužtenka. Šioje
sistemoje svarbi tiek elektrostatinė tiek ir hidrofobinė sąveika.

3 lentelė. Skirtingo ilgio alkilsulfatų sąveikos su poliargininu termodinaminiai parametrai
25 ℃ temperatūroje.

m Kb ∆H ∆G T∆S ∆Cp

(M−1) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (J· mol−1 · K−1)
8 5,9 · 104 ± 2,5 · 104 −5,7 ± 1,5 −27 ± 1,1 21 ± 0,5 −202 ± 1,3
10 ≥ 107 −12,9 ± 1,6 ≤ −40 ≥ 27,0 ± 1,6 −347 ± 2,5
11 ≥ 107 −14,6 ± 0,2 ≤ −40 ≥ 25,9 ± 0,2 −461 ± 3,5
12 ≥ 107 −18,1 ± 1,4 ≤ −40 ≥ 21,9 ± 1,4 −485 ± 9,4

Dar vienas darbo metu pastebėtas dėsningumas, kurio nepavyksta paaiškinti prieš tai
aptartais efektais, yra skirtingos jungimosi entalpijos tokio paties grandinės ilgio deter-
gentams prisijungiant prie skirtingų poliamino rūgščių. Iš rezultatų pateiktų 12 paveiksle
matyti, kad detergentų sąveikos entalpija su poliargininu yra labiau egzoterminė nei su
polilizinu arba poliornitinu. Tai galima paaiškinti atsižvelgiant į amino rūgščių šoninių
grupių struktūrą. Poliarginino šoninė grandinė turi guanidino grupę, kuri su sulfato ar
sulfonato deguonies atomais gali suformuoti dvi vandenilines jungtis. Tuo tarpu tiek po-
lilizino tiek ir poliornitino šoninėje grandinėje esanti amino grupė su sulfato ar sulfonato
deguonies atomais greičiausiai formuoja tik vieną vandenilinį ryšį. Analogiški rezultatai
buvo gauti tiriant panašią modelinę sistemą, sudarytą iš sąveikaujančių teigiamai ir nei-
giamai įkrautų poliamino rūgščių. Taigi, entalpijų skirtumas tarp poliarginino ir polilizino
(bei poliornitino) sąveikos su detergentais kyla iš skirtingo vandenilinių ryšių skaičiaus.

Taip pat darbo metu pastebėtas dėsningumas – skirtinga alifatinės grandinės ilgio
įtaka detergentams prisijungiant prie skirtingų poliamino rūgščių. Papildoma detergento
grandinės CH2 grupė turėjo beveik dvigubai didesnę įtaką sąveikos entalpijai detergen-
tams jungiantis prie poliarginino, nei prie poliornitino ar polilizino. Papildomos CH2

grupės įtaka detergento prisijungimui prie poliornitino ir polilizino paklaidų ribose yra
panaši. Šis dėsningumas skiriasi poliarginino atvėju. To priežastis galėtų būti, prieš tai
aptarta galimybė guanidino grupei suformuoti du vandenilinius ryšius su sulfo grupe. Yra
manoma, kad šalia vandenilinių ryšių susidarymo vietose esančios papildomos grupės dėl
erdvinių efektų gali blokuoti vandens priėjimą prie vandenilinį ryšį sudarančių grupių,
taip juos sustiprindamos (Bai and Englander, 1994). Taigi, šios sistemos atveju šis efek-
tas galėtų paaiškinti, kodėl du vandenilinius ryšius sudarančioje poliarginino ir detergento
sistemoje papildoma CH2 grupė turi dvigubai didesnį įnašą sąveikos entalpijai, nei vieną
vandenilinį ryšį sudarančiose (polilizino ir poliornitino) sistemose.
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5. Išvados

Šio darbo metu naudojant izoterminio titravimo kalorimetrijos metodą ir varijuojant
eksperimento sąlygas bei naudojamas medžiagas buvo nustatytos šios katijoninių polia-
mino rūgščių ir anijoninių detergentų sąveikos termodinaminės savybės:

• Anijoninių detergentų prisijungimas prie teigiamai įkrautų poliamino rūgščių vyksta
detergento molekulei jungiantis prie krūvį turinčios amino rūgšties šoninės grupės
santykiu 1:1.

• Detergentų jungimąsi prie įkrautų poliamino rūgščių lemia tiek elektrostatinė tiek
ir hidrofobinė sąveikos. Kuo ilgesnė detergento alifatinė grandinė, tuo jų jungimosi
su poliamino rūgštimis entalpija yra labiau egzoterminė.

• Šiluminės talpos pokytis atsirandantis dėl poliamino rūgščių sąveikos su detergentais
yra neigiamas. Ši vertė tuo neigiamesnė kuo didesnis detergento alifatinės grandinės
ilgis.

• Deguonies atomas alkilsulfato grandinėje turi tokį patį įnašą į jungimosi entalpiją,
kaip ir papildoma CH2 grupė alkilsulfonato grandinėje.

• Arginino šoninėje grandinėje esanti guanidino grupė su detergentų sulfo grupe gali
suformuoti du vandenilinius ryšius, tuo tarpu lizino (ir ornitino) amino grupė – tik
vieną, todėl detergentų sąveikos entalpija su poliargininu yra labiau egzoterminė nei
su polilizinu (ir poliornitinu).

Nors izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu, pavyko išsamiai išanalizuoti katijo-
ninių poliamino rūgščių ir anijoninių detergentų sąveiką lemiančias jėgas, tikslūs termodi-
naminiai parametrai buvo nustatyti ne visoms tirtosioms sistemoms. Tam sutrukdė ITC
metodo apribojimai nustatant stiprias jungimosi konstantas. Sistemos energijos pokyčiai,
susiję su galimais detergentų–poliamino rūgščių kompleksų struktūriniais virsmais, ateity-
je galėtų būti detaliau išnagrinėti naudojant kitus, pavyzdžiui, apskritiminio dichroizmo,
eksperimentinius metodus.
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