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Gediminas SKVARNAVICIUS

Ivadas

Net septynios is dvideSimties pagrindiniy baltymus sudaranciy amino rugséiy gali buti
jonizuojamos, tai yra priklausomai nuo terpés pH turéti teigiama arba neigiama kruvj.
Kruvj turincios amino rugstys turi svarbia reikSme baltymo tretinei strukturai (sudaro
druskos tiltelius), budamos baltymo iSoréje didina baltymo tirpuma, dalyvauja baltymo
issivyniojime veikiant joniniams detergentams, yra svarbios ligando prisijungime prie bal-
tymo bei baltymu tarpusavio saveikoje (Keshwani et al., 2013; Rocklin et al., 2013). Ne-
paisant Siy sgveiky svarbos, teigiamai ir neigiamai jkrauty grupiy indélis j visos sistemos
termodinamikg vis dar néra iki galo iSaiskintas. Baltymai yra termodinamiskai sudétin-
gos sistemos, todél iSmatuoti pavieniy aminorugséiy Soniniy grandiniy kruviy saveikas
realiuose baltymuose yra per sudétinga uzduotis. Todél tyrimams daznai naudojamos
supaprastintos, modelinés sistemos. Viena iS tokiy modeliniy sistemy gali buti poliami-
no rugsciy, turinciy teigiamai ir neigiamai jkrautas sonines grupes ir joniniy detergenty,
turinciy jvairaus ilgio alifatines grandines, sistema.

Saveika tarp joniniy detergenty ir polimery pradéta tirti dar pra¢jusio amziaus Sesta-
jame, septintajame desimtmeciuose. Pirmuosiuose tyrimuose buvo stebima Sios sgveikos
itaka tirpalo pavirsiaus jtempciai, buvo nagriné¢jama polimery ir surfaktanty asociacija
bei agregacija, putodara ir judéjimas elektroforezés metu (Goddard and Hannan, 1976).
Jau tada pastebéta, kad joniniai detergentai prie priesingai jkrauto polimero jungiasi
keliais etapais ir formuoja skirtingomis savybémis pasizyminc¢ius kompleksus. Sioje savei-
koje svarbios tiek elektrostatinés jégos, tiek hidrofobiné saveika (Goddard and Hannan,
1976). Taciau iki Siol néra nustatyti standartiniai tirpaluose esanc¢iy teigiamai ir neigia-
mai jkrauty polimery ir joniniy detergentuy saveikos termodinaminiai parametrai (tokie
kaip laisvosios Gibso energijos, entalpijos ar entropijos poky¢iai, jungimosi pusiausvyros
konstanta, Siluminés talpos pokytis).

Siame darbe naudojantis izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu buvo tirta viena
iS minéty modeliniy sistemy: teigiamai jkrauty homopolimery (poliarginino, polilizino ir
poliornitino) saveika su neigiama kruvj turinciais detergentais (alkilsulfatais ir alkilsulfo-
natais). Buvo nustatinéjamos sSios sistemos pagrindinés termodinaminés charakteristikos:
saveikos entalpija, laisvoji Gibso energija, entropija, Siluminé talpa. Siy termodinami-
niy parametry nustatymas padéty geriau suprasti biologinius procesus baltymy ir kity

makromolekuliy sistemose, kuriuose yra svarbi elektrostatiné ir hidrofobiné saveikos.
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1. Literaturos apzvalga

Siame skyriuje bus apzvelgtos pagrindinés detergenty, kurie yra Siame darbe tiria-
mos sistemos dalis, savybés. Taip pat bus apzvelgiami moksliniai darbai, kuriuose kitais
metodais buvo tirta detergenty ir poliamino rugsciy sistema. Kadangi tai yra viena is
baltymy modeliniy sistemy, siame skyriuje taip pat aprasyta detergenty ir baltymy savei-
ka. Galiausiai, siekiant parodyti, jog sulfo grupé, kurig turi darbe naudoti detergentai,
yra reikSminga ir gamtoje, bus apzvelgtos kelios biologinés sistemos, kuriose sulfo grupeé

atlieka svarby vaidmenj.

1.1. Detergentai

Detergentai yra pavirsiaus aktyviosios medziagos sumazinancios skyscio pavirSiaus
jtemptj. Sia savybe detergentai pasizymi dél savo struktiiriniy ypatumy. Visos pavir§iaus
aktyviosios medziagos turi poling ir nepoline dalis. Dél polinés dalies, dar vadinamos
,galva“, detergentai yra tirpus vandenyje ir kituose poliniuose tirpikliuose. Nepoline —
hidrofobiné dalis — vadinama ,,uodega®. Dél hidrofobinés uodegos detergentai saveikauja
su nepoliniais pavirsiais, taip pat tarpusavyje. Si struktiiriné ypatybe leidzia detergentams
formuoti agregatus, vadinamus micelémis (is lotynu kalbos micella — maza dalis). Mice-
lése esanciy detergenty hidrofiliné dalis yra atsisukusi j iSore ir kontaktuoja su vandeniu,

tuo tarpu hidrofobinés dalys stengiasi pasislépti nuo vandens micelés viduje.

1 lentelé. Kai kuriy detergenty kritinés miceliy koncentracijos vandenyje esant 25 °C
temperaturai. m — anglies atomy skaicius alifatinéje grandinéje. Vertés paimtos is (JPS,
1972).

Detergentas m  KMK (M)
Natrio tetradecilsulfatas 14 2,1x1073
Natrio dodecilsulfatas 12 83 x 1073
Natrio decilsulfatas 10 3,3 x 1072
Natrio oktilsulfatas 8 1,3x107!

Dekansulfoninés rugsties natrio druska 10 3,1 x 1072
Nonansulfoninés rugsties natrio druska 9 4,0 x 1072

Oktansulfoninés riigsties natrio druska 8 1,6 x 107!

Pastebéta, kad esant tam tikrai detergento koncentracijai, keic¢iasi detergento tirpa-
lo fizikocheminés savybés, tokios kaip drumstumas, pavirsiaus jtemptis, laidumas. Buvo
nustatyta, kad pasiekus ir virsijus tokig ribine koncentracija, detergentai buve monome-

rinéje busenoje pradeda formuoti miceles. Koncentracija reikalinga formuotis miceléms
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vadinama kritine miceliy koncentracija (KMK). KMK pirklauso nuo detergento struktu-
ros: kuo ilgesné detergento hidrofobiné dalis tuo ji yra mazesné. KMK taip pat mazéja jei
hidrofobiné dalis yra Sakota ar turi nesociyjy rysiy. Polinés dalies kruvis didina detergen-
to KMK (Lindman and Wennerstrom, 1980). Kai kuriy detergenty KMK yra pateiktos
1-oje lenteléje. Detergenty egzistavimas skirtingose strukturinése fazése priklausomai nuo
ju koncentracijos ir alifatinés grandinés ilgio gali buti vaizduojamas faziy diagramomis.

Siame darbe naudoty detergenty faziy diagramos yra pateiktos l-ajame paveiksle.

14

Alkilsulfaty faziy diagrama

13 Alkilsulfonaty faziy diagrama
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1 pav. Darbe naudoty alkilsuflaty (kairéje) ir alkilsulfonaty (desinéje) faziy diagramos
priklausomai nuo detergento koncentracijos ir jo alifatinés grandines ilgio 25 °C tempera-
turoje. Faziy diagramos nubréztos pagal (JPS, 1972) duomenis.

1.2. Saveika tarp polimery ir detergenty

Vykdant pirmuosius eksperimentus, skirtus tirti saveika tarp teigiama kruvj turinéiy
detergenty ir neigiamai jkrauty polimery, buvo stebimas nuosédy susidarymas (Goddard
and Hannan, 1976; Putnam and Neurath, 1944). Siy eksperimenty metu nustatyta, kad
anijoninio detergento pridéjimas j fiksuotos koncentracijos katijoninio polimero tirpala is
pradziy sukelia nuosédy susidaryma, taciau toliau keliant detergento koncentracijg nuose-
dos vél istirpsta. Pirmasis etapas kurio metu susidaro nuosédos priskirtas kruviy saveikai
kurio metu detergento , galva® prisijungia prie teigiamai jkrautos polimero srities, dél ko
polimeras aplimpa detergentais su hidrofobinémis ,,uodegomis®“ atsuktomis j iSore, kas su-
kelia sio komplekso tolimesne agregacija. Toliau sekantis agregaty istirpimas aiSkinamas
antro detergenty sluoksnio prisijungimu prie komplekso. Nauji detergentai prisijungia
prie polimero-detergenty komplekso ,,uodegomis“ j vidy, o komplekso isoréje lieka kruvi
turincios detergento ,,galvos®, dél kuriy kompleksas vél tampa tirpiu.

Naturaliai padaryta isvada, jog Sio proceso metu keiciasi bendras komplekso kruvis.

Tai buvo patvirtinta elektroforezés metodu, kuomet didinant detergento koncentracija

4
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polimero-detergenty komplekso mobilumas elektroforezés metu mazéjo, pasieké nulj ir
toliau veél didéjo, kai bendras komplekso kruvis tapo neigiamas (Goddard and Hannan,
1976).

Didelé dalis tyrimy nagrinéjanciy saveika tarp detergenty ir polimery buvo atlikti
stebint Siy medziagy poveikj pavirSiaus jtempciai. Viena pagrindiniy detergenty savybiy
yra tirpalo pavirsiaus jtempties mazinimas. Vieni surfaktantai didinant juy koncentracija
palaipsniui mazina tirpalo pavirsiaus jtempt;j iki kol pasiekiama KMK. Taciau tirpale esant
priesingai jkrauty polimery, pavirsiaus jtemptis yra mazinama zymiai labiau, esant gerokai
mazesnems detergenty koncentracijoms (Barck and Stenius, 1994; Merta and Stenius,
1999). Kruvj turintys polimerai labai mazai jtakoja tirpalo pavirsiaus jtemptj. Tai rodo,
kad polimerai ir detergentai formuoja pavirsiuje aktyvy kompleksg esant mazesnei nei
KMK detergento koncentracijai (Goddard, 2002).

1.3. Saveika tarp baltymo ir detergenty

Natrio dodecil sulfatas (NDS) yra joninis detergentas su neigiama kruvj turincia sul-
fato grupe ir alifatine dvylikos anglies atomy uodega. NDS sgveika su baltymais yra
iSnaudojama daugelyje laboratorijose naudojamy metody. Vienas placiausiai taikomy
metody baltymy analizéje yra NDS-PAGE metodas, kuris paremtas baltymo-NDS komp-
lekso judéjimu elektroforezés gelyje (Laemmli, 1970; Weber and Osborn, 1969). Nepaisant
to, kad NDS saveika su baltymais tyrinéjama jau ilga laika (Liu et al., 2012; Putnam and
Neurath, 1944), i saveika vis dar néra gerai suprantama. Viena Sios saveikos ypatybiy
daranciy ja sudétinga, yra skirtingi efektai esant skirtingoms detergento koncentracijoms.

Gerai zinoma, jog baltymai gali buti denaturuojami naudojant NDS Zymiai mazesné-
mis koncentracijomis nei naudojant kitus denaturantus, tokius kaip guaniding ar karbami-
da (Naidu and Prabhu, 2011). Nustatyta, jog NDS denaturuoja baltymus koncentracijose,
kurios yra zemesnés nei KMK, o didesnése koncentracijose jtakos denaturacijai neturi, ka-
dangi tuomet kinta tik NDS esancio micelése koncentracija, o ne laisvo NDS (Schneider
et al., 2008). Taciau yra duomeny jog denaturcija greitéja esant gerokai didesnéms NDS
koncentracijoms nei KMK. Manoma, jog esant tokioms NDS koncentracijoms, formuojasi
strypo pavidalo micelés, kurios turi didesne jtaka denaturacijai (Lee et al., 2011).

Taip pat yra nustatyta ir priesinga joniniy detergeny jtaka baltymy strukturai. Esant
itin mazoms NDS ar kity aliksulfaty koncentracijoms buvo pastebétas ju apsauginis po-
veikis baltymy strukturai denaturuojant baltymus karsciu ar kitais denaturantais. Tiriant
joniniy detergenty apsauginj efekta apskirtiminio dichroizmo metodu buvo taip pat paste-
béta, jog alkilsulfaty buvimas leidzia jaucio serumo albuminui susigrazinti dalj terminés

denaturacijos metu prarastos a-spiralinés strukturos (Moriyama et al., 2003).
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1.3.1. Baltymy stabilizavimas mazomis detergento koncentracijomis

Jau praejusio amziaus viduryje buvo pastebétas mazos anijoniniy detergenty koncent-
racijos apsauginis efektas baltymams. 1948 metais publikuotame tyrime Duggan ir Luck
nustaté, jog mazos anijoniniy detergenty koncentracijos stabilizuoja serumo albuming.
Matuojant serumo albumino tirpalo klampos padidéjima, jprasta denaturuojant karba-
midu, nustatyta, jog anijoniniai detergentai mazina sistemos klampa po paveikimo kar-
bamidu. Didziausias stabilizuojantis efektras buvo stebimas naudojant NDS, Sis efektas
pasiekié didziausia verte detergento koncentracijai nevirsijant KMK (Duggan and Luck,
1948). Véliau sis efektas buvo patvirtintas optinio aktyvumo matavimais. Nustatyta, jog
mazos NDS koncentracijos mazina poliarizacijos plokstumos sukimo kampa zmogaus se-
rumo albumina (HSA) veikiant karbamidu. Buvo nustatyta, jog stabilizacijai reikalingas
keturiolikos NDS molekuliy prisijungimas prie vienos HSA molekulés. Taip pat pastebe-
ta, kad stabilizacijai reikalingos teigiamai jkrautos lizino Soninés grupés, kurias acetilinus
stabilizacija néra stebima (Markus et al., 1964). Kiek véliau apskritiminio dichroizmo
metodu parodyta, jog NDS ne tik saugo albuming nuo denaturacijos karbamidu, bet ir
padeda susigrazinti dalj denaturacijos karbamidu metu prarastos spiralinés strukturos.
Moriyama ir Takeda savo darbe parodé, kad NDS stabilizuojantis efektas denaturacijos
karbamidu metu nepriklauso nuo NDS pridéjimo tvarkos. Iki 1,5 mM NDS buvimas tir-
pale padéjo islaikyti HSA spiralisSkuma veikiant karbamidu, taip pat panasus NDS kiekis
padéjo susigrazinti didziaja dali HSA spiraliskumo prarasto po denaturacijos (Moriyama
and Takeda, 1999).

Kai kurie kiti baltymai taip pat stabilesni terminés denaturacijos metu esant mazoms
NDS koncentracijoms (Moriyama et al., 2008; Nielsen et al., 2007a). Baltymy stabilizacija
esant mazoms NDS koncentracijoms galety reiksti, jog tokiomis salygomis NDS jungiasi
specifinése baltymo vietose, greic¢iausiai elektrostatinés saveikos déka prie teigiama kruvi

turin¢iy amino rugséiy liekany.

1.3.2. Denaturacija joniniais detergentais

Gerai zinoma, jog NDS tam tikrais atvejais paspartina baltymo iSsivyniojima. Taciau
sio proceso mechanizmas néra galutinai nustatytas. Baltymo issivyniojimas veikiant NDS
prasideda esant koncentracijoms kurios yra mazesnés nei KMK, taciau didesnés nei tos ku-
rioms esant baltymai stabilizuojami. Manoma, jog tokiu atveju dodecilsulfato jonai (DS")
formuoja miceles aplink baltyma, kas yra vaizduojama veérinio (necklace and bead) mo-
deliu (Turro et al., 1995). Manoma, jog NDS veikiami baltymai iSsivynioja formuojantis
bendroms miceléms, tai yra kuomet du baltymai dimerizuojasi dalindamiesi vieng deter-
genty micele (Andersen et al., 2009). Taciau ne visi baltymai denaturuojami NDS, esant
zemesnems nei KMK detergento koncentracijoms. Pavyzdziui tiriant dviejy [-klosciy
struktura turin¢iy baltymy TNfn3 ir TII27 denaturacija NDS buvo nustatyta, kad tik
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vienas ju — TII27 — denaturuoja esant mazesnéms nei KMK detergento koncentracijoms.
Abu sie baltymai turi panasig struktura, bet skiriasi pavirSiaus elektriniu potencialu.
Galutiniame rezultate abiejy baltymy iSsivyniojimui reikalingas, toks pats prisijungusio
detergento molekuliy skai¢ius, tac¢iau TII27 baltymas, turintis teigiama kruvj pavirsiuje
denaturuoja esant gerokai mazesnéms NDS koncentracijoms (Nielsen et al., 2007b). Tai
leidzia manyti, jog efektyviam detergenty prisijungimui prie baltymo inicijuoti reikalinga

elektrostatine sgveika.

1.4. Sulfatai ir sulfonatai gamtoje

Gamtoje tiek mazamolekulinés medziagos tiek ir makromolekulés gali buti modifikuo-
jamos prijungiant sulfo grupe. Ir nors modifikacijai sulfo grupe yra skiriama gerokai ma-
ziau démesio nei panasiai modifikacijai — fosforilinimui, sulfoninimas turi ne maziau svarby
vaidmenj biologijoje. Gamtoje universalus sulfo grupés donoras yra 3’-fosfoadenosin-5'-
fosfosulfatas (PAPS) sintetinamas i§ neorganinio sulfato. Sulfoninimo reakcijas organiz-
muose katalizuoja fermentai — sulfotransferazés. Sulfotransferazés yra skirstomos j dvi
klases: citozolines ir su membranomis asociuotas. Citozolinés sulfotransferazés modifi-
kuoja jvairias mazamolekulines medziagas — hormonus, vaistus, ksenobiotikus (Nagata
and Yamazoe, 2000). Su membranomis asocijuotos sulfotransferazés egzistuoja trans-
Goldzio komplekse, kur modifikuoja makromolekules, tokias kaip baltymai ar glikoprotei-
nai (Hooper et al., 1996). Modifikacija sulfo grupe kei¢ia modifikuotos molekulés fizikines
savybes — didina tirpuma, gali sukelti konformacijos pokycius tiek makromolekulése, tiek
mazamolekulinése medziagose. Sie poky¢iai i§ esmés kei¢ia tai, kaip Sios molekulés savei-
kauja su kitomis biomolekulémis (Strott, 2002), todél svarbu gerai suprasti sulfo grupés

itaka saveiky termodinamikai.

1.4.1. Mazamolekulinés medziagos

Organizmuose sulfo grupe gali buti modifikuojamos mazamolekulinés medziagos, ste-
roidai ir katecholaminai. Tokia jy modifikacija kei¢ia jy fizikochemines savybes, ir tai
kaip jos saveikauja su atitinkamais receptoriais (Strott, 2002).

Steroidiniai hormonai ir jy metabolitai gali buti modifikuojami prijungiant sulfo gru-
pe, taciau Sios modifikacijos reikSmé néra galutinai nustatyta. Tipiniu atveju steroidi-
niy hormony sulfatai neprisijungia prie atitinkamy receptoriy, kas leidzia manyti, kad si
modifikacija yra iSnaudojama hormony aktyvumo reguliavimui (Hobkirk, 1993). Nusta-
tytas rysSys tarp steroidy sulfotransferaziy aktyvumo ir nuo hormony priklausomo vézio.
Steroidiniy hormony testosterono (prostatos vézio atveju) ar estrogeny (kruties vézio at-
veju) modifikacija sulfo grupe gali reguliuoti jy aktyvuma prisijungiant prie branduolio

receptoriy, kadangi tik nemodifikuoti steroidiniai hormonai gali stimuliuoti augima, todél
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sulfotransferaziy aktyvumo pokyd¢iai, gali lemti $iy vézio formy vystymasi (Billich et al.,
2000; Chan et al., 1998).

Be steroidiniy hormony, sulfoninti gali buti ir kiti mazamolekuliniai — skydliaukes —
hormonai. Pagrindinis skydliaukés sintetinamas hormonas yra T4, kuris véliau verciamas
i aktyvigja formg — T3. Tiek T4, tiek T3 fenoliné hidroksi grupeé gali buti sulfonina-
ma. Sulfo grupe modifikuotas T3 nebegali jungtis prie atitinkamy receptoriy, taciau si
modifikacija svarbi jo Salinime. Sulfoninimas palengvina, toliau sekantj jodo pasSalinimg
is skydliaukés hormony, pasalintas jodas toliau gali buti naudojamas hormony sintezei
(Visser et al., 1990).

Katecholaminai tai junginiai turintys katecholio Ziedg ir Sonine amino grupe. Zmo-
gaus organizme gausiausi katecholaminai yra epinefrinas, norepinefrinas ir dopaminas.
Organizmuose jie dazniausiai cirkuliuoja konjuguotoje formoje, Zzmogaus atveju tai dau-
giausiai sulfokonjugacija. Manoma, jog katecholamino sulfatai sintetinami trombocituose
ir periferiniuose audiniuose, taciau tai galutinai néra patvirtinta (Eisenhofer et al., 2004).
Sulfoninti katecholaminai nesaveikauja su receptoriais, todél manoma, jog sulfo grupe mo-
difikuoti katecholaminai gali tarnauti kaip atsarga nemodifikuotiems katecholaminams,
kurie reikalui esant galéty buti islaisvinti atskeliant sulfo grupe fermento arilsulfatazés
pagalba (Onasch et al., 2000).

1.4.2. Heparano sulfatas

Heparano sulfatas (HS) tai polisacharidas esantis visy gyvunuy lasteliy pavirsiuje. Jie
dazniausiai buna proteoglikany sudétyje prijungti prie syndekano ar glipikano Serdiniy
baltymy (Bernfield et al., 1999). HS priklauso gliukozaminglikany Seimai, tai yra il-
gi nesakoti angliavandeniai sudaryti i$ pasikartojancio disacharido. Del didelio kiekio
sulfato grupiy HS yra viena labiausiai neigiamai jkrauty molekuliy gyvuose organizmuo-
se. Dél sios savybés HS sgveikauja su daugeliu specifiniy baltymy taip dalyvaudama
jvairiuose organizme vykstanciuose procesuose, tokiuose kaip, koaguliacija, uzdegiminiai
procesai ar net vézio metastazé (O’Connell and Weeraratna, 2011). HS biosintezé pra-
sideda nuo tetrasacharidinio jungiamajio regiono (-GlcA-Gal-Gal-Xyl-Ser) suformavimo.
Jungiamasis regionas formuojamas prie specifiniy Serdinio baltymo serino liekany prijun-
giant ksiloze i8 UDP-ksilozés. Specifiné transferazé prijungia viena acetilgliukozamino
molekule prie jungiamojo regiono taip pazymédama Sig sritj prailginimui HS grandinémis
(Esko and Zhang, 1996). Grandiné ilginama paeiliui prijungiant D-gliukurono rugstj ir
D-gliukozaming. Prijungimui naudojami atitinkami sacharido-UDP dariniai, §j procesa
vykdo viena HS polimerazé (Lind et al., 1993). HS grandineés ilgis gali skirtis iki desimt
karty priklausomai nuo lastelés ir Serdinio baltymo, taciau dazniausiai susiformuoja gran-
diné is 50-150 disacharidy. Grandinei susiformavus atskiri sacharidai modifikuojami. IS

pradziy grandine modifikuoja N-deacetilazé/N-sulfotransferazé kuri pakeicia acetilgliuko-
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zamno acetil grupe j sulfato grupe. Sis fermentas modifikuoja tik kai kuriuos grandinés
regionus. Tuomet Salia modifikuoto gliukozamino esancios D-gliukurono rugstys empiri-
zuojamos j L-idurono rugstis, 8 procesa vykdo gliukuronil-C5-empirazé (Crawford et al.,
2001). Modifikuoti regionai sulfatinami. Sie regionai paeiliui veikiami trijy sulfotransfera-
ziy: iduronosil 2-O sulfotransferazés, gliukozaminil 6-O sulfotransferazes ir gliukozaminil
3-O sulfotransferazés (Esko and Lindahl, 2001). Kaip sulfato grupés donoras yra naudo-

jamas 3’-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatas.

1.4.3. Chondroitino sulfatas

Chondroitino sulfatas (CS) tai gliukozamino glikanas jeinantis j proteoglikany sudé-
ti. CS gausu lasteliy pavirsiuje ir uzlasteliniame skystyje. CS svarbus fiziologiniuose
reiskiniuose tokiuose kaip morfogeneze, citogenezé ar neuronuy plastiskumas (Sugaha-
ra et al., 2003). CS yra sudarytas is pasikartojanciy gliukurono rugsties (GlcA) ir N-
acetilgalaktozamino (GalNAc) disacharidy. CS biosintezé prasideda lygiai taip pat kaip
ir HS biosinteze, prie Serdinio baltymo suformuojamas tetrasacharidinis jungiamasis re-
gionas. Taciau CS atveju prie jungiamojo regiono prijungiama GalNAc molekuké GalNAc
transferazés I pagalba, taip $i sritis pazymima CS grandinés sintezei (Sugahara and Ki-
tagawa, 2000). Grandiné ilginama prijungiant GlcA ir GalNAc molekules, GlcA transfe-
razes I ir GalNAc transferazés 11 pagalba. Yra identifikuotos septynios sulfotransferazés
modifikuojancios chondroitino ir jo stereoizomero dermatano grandines. Chondroitino
sulfatinimas prasideda nuo GalNAc, sulfato grupé prijungiama prie 4-O arba 6-O atomy.
4-O sulfatintas disacharidas gali buti toliau modifikuojamas jvedant sulfato grupe Gal-
NAc 6-O padétyje. 6-O sulfatintas disacharidas toliau gali buti modifikuojamas jvedant
sulfato grupe GlcA 2-O padétyje. Taip chondroitino modifikacija gali buti skirstoma j du
skirtingus kelius (Mikami and Kitagawa, 2013).

1.4.4. Sulfoninti baltymai

Baltymai taip pat gali buti modifikuojami sulfo grupe. Tai potransliaciné modifika-
cija vykstanti trans-Goldzio komplekse, kurios metu sulfo grupé prijungiama prie tam
tikry aminorugséiy Soniniy grupiy. Pirma pastebéta modifikacija sulfo grupe yra tirozino
sulfoninimas. Si modifikacija pirma karta aprasyta dar praéjusio amziaus Sestame deSimt-
metyje (Bettelheim, 1954). Organizme net 1% viso baltymuose esancio tirozino gali buti
sulfoninta, todél tai yra dazniausia tirozino potransliaciné modifikacija (Huttner, 1988).

Sulfonintas tirozinas daznas adhezijos molekulése. CD44 yra adhezijos molekulé esanti
leukocituose ir turinti svarby vaidmenj juy prisijungimui prie endotelio lasteliy imuninio
atsako metu. Atrasta, jog vienas i$ jj aktyvuojanciy veiksniy yra modifikacija sulfo grupe,
kuri yra inicijuojama vézio nekrozes faktoriaus-a (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 molekulé esanti endotelio lasteliy pavirsiuje,
PSGL-1 yra ekspresuojamas leukocituose ir jungiasi prie P-selektino. Nustatyta, kad ti-
rozino sulfoninimas yra svarbus specifiniam jo prisijungimui prie P-selektino uzdegiminio
proceso metu (Wilkins et al., 1995). Tirozino modifikacija sulfo grupe taip pat papli-
tusi koaguliacijos veiksniuose. Tam, kad buty aktyvuojami koaguliacijos veiksnys V ir
koaguliacijos veiksnys VIII, jie turi buti proteolitiskai veikiami trombinu. Tirozino po-
transliaciné modifikacija Siuose veiksniuose yra butina ju aktyvacijai trombinu (Pittman
et al., 1994). Su G-baltymais susieti receptoriai taip pat pasizymi tirozino potransliacine
modifikacija. Glikoproteininiy hormony receptoriai tai su G baltymais susiety receptoriy,
reaguojanciy j tam tikrus glikoproteinus, grupé. Manoma, kad specifiniam ligando pri-
sijungimui prie Siy receptoriy yra svarbus joniniai rysiai, kuriuos sudaro ir sulfo grupé,
prijungta prie tirozino. (Costagliola et al., 2002; Grossmann et al., 1998)

Kita baltymy modifikacija sulfo grupe yra serino ir treonino sulfoninimas. Si potrans-
liaciné modifikacija pirma karta aprasyta tik siame amziuje. Serino ar treonino sulfonini-
mas aptiktas baltymuose iS jvairiy eukariotiniy organizmy, nuo vienalgsc¢iy iki Zmogaus.
Taip pat si potransliaciné modifikacija aptikta jvairiy rusiy nebutinai funkciskai panasiuo-
se baltymuose, pavyzdziui miozino lengvojoje grandinéje i sraigés (Lymnaea stagnalis)
ir zmogaus tirozino kinazes receptoriuje Ror2. Taciau siy modifikacijy reikSmeé dar néra
isaiskinta (Medzihradszky et al., 2004).

2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

2.1.1. Poliamino rugstys

Tyrime buvo naudoti trijy amino rugsc¢iy polimerai: poli-L-Arginino hidrochloridas,
poli-L-lizino hidrochloridas, poli-L-lizino-hidrobromidas ir poli-L-ornitino hidrochloridas.
Polimery ilgiai buvo tarp 70 ir 350 amino rugsciy. Visi eksperimentuose naudoti polimerai

pirkti is Sigma-Aldrich kompanijos.

2.1.2. Detergentai

Tyrime buvo naudoti septyni anijoniniai detergentai.

1-dekansulfoninés rugsties natrio druska, natrio dodecilsulfatas ir natrio oktilsulfatas
pirktos i§ Sigma Chemical.

Natrio decilsufatas iS Eastman Kodak Co.

1-oktansulfoninés rugsties natrio druska ir natrio undecilsulfatas is Aldrich Chem.

Co.

1-nonansulfoninés rugsties natrio druska is Pfaltz Bauer Inc.

10
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2.2. Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITC)

[zoterminio titravimo kalorimetrija — tai metodas kuriuo matuojama sugerta ar iSsi-
skyrusi siluma vykstant reakcijai titravimo pastovioje temperaturoje metu. Pirmieji ITC
instrumentai atsirado devintojo desimtmecio pabaigoje (Wiseman et al., 1989). Tobulé-
jant izoterminio titravimo kalorimetrams jie iSpopuliaréjo biologiniy molekuliy saveikos
tyrimuose dél savo universalumo ir informatyvumo (Ladbury, 2010). Visi cheminiai proce-
sai turi entalpijos pokyti AH, kurj ITC metodu galima iSmatuoti tiesiogiai. Eksperimento
metu galima nustatyti ir jungimosi konstanta K,. Saveikos entalpija ITC metodu matuo-
jama tiesiogiai, lyginant silumos pokytj tarp tiriamosios ir kontrolines celés, o jungimosi
konstanta yra nustatoma taikant matematinius jungimosi modelius. Laisvosios Gibso
energijos pokytis AG ir entropijos pokytis AS apskaic¢iuojamas i$ standartiniy termodi-
namikos lygéiy:

AG = —RT In Ky, (1)

AG = AH — TAS, (2)

kur R — moliné dujy konstanta, T — absoliutiné temperatura.

[zoterminio titravimo kalorimetra sudaro dvi kiuvetés — méginio ir palyginamoji. Pa-
lyginamoji kiuveté uzpildoma vandeniu ar buferio tirpalu, joje palaikoma pastovi tem-
peratura. Méginio kiuveté uzpildoma tiriamosios medziagos tirpalu, kurio temperatura
palaikoma tokia pati kaip palyginamojoje kiuvetéje. Jei reakcijos metu siluma issiskiria
meéginio kiuveté saldoma, jei siluma sugeriama — kiuveté Sildoma. Matuojama energija,
kurios reikia palaikyt vienoda kiuveciy temperatura. ITC eksperimento metu j mégi-
nio kiuvetéje esantj tirpala, automatiniu svirkstu tam tikro turio injekcijomis titruojama
antroji medziaga. Integruojant plota po kreive apskaiciuojama kiekvienos injekcijos me-
tu iSsiskyrusi Siluma (Wiseman et al., 1989). Norint atlikti sékminga I'TC eksperimenta
svarbiausia tinkamai parinkti reagenty koncentracijas, atsizvelgiant i reakcijos stechio-
metrijg ir jungimosi konstantg. Eksperimentas turi buti suplanuotas taip, jog reakcijos
stechiometrinis taskas buty pasiekiamas eksperimento viduryje, tokiu atveju gaunama
pilna jungimosi entalpijos kreive, is kurios galima iSgauti kitus termodinaminius paramet-
rus (Holdgate, 2001). Pasirenkant reagenty koncentracijas, labai svarbus yra koficientas
¢, dar vadinamas Wiseman’o faktoriumi (Wiseman et al., 1989). Jis yra lygus jungimosi
konstantos ir celéje esancio reagento koncentracijos sandaugai ¢ = K}, x [M]. Nuo jo pri-
klauso jungimosi kreivés forma. Dazniausiai rekomenduojamas ¢ vertés intervalas yra nuo
1 iki 1000. Siame intervale kreivés forma jautriausia maziems ¢ koeficiento pokyciams,
todeél tiksliausiai gali buti apskaic¢iuojamos jungimosi konstantos vertés (Wiseman et al.,
1989). Didéjant ¢ koeficiento skaitinei vertei, titravimo kreivé statéja. Sio koeficiento

jtaka kreivés formai pavaizduota 2-ajame paveiksle.
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2 pav. ITC eksperimenty simuliacijos, atliktos ,,CSC Nano Analyse“ programa. Visose
simuliacijose naudotos tos pacios medziagy koncentracijos, keista tik K verté, tuo paciu
kito ir ¢ koeficientas.

2.3. ITC eksperimentas

Siame darbe ITC eksperimentai buvo atlikti naudojant Calorimetry Sciences Cor-
poration CSC 5300 modelio kalorimetra. Eksperimentai buvo atlikti pastovioje tem-
peraturoje 13 — 61 °C intervale. Pries atliekant eksperimenta kalorimetro celé ir svirkstas
buvo plaunami dejonizuotu vandeniu, po to skalaujami atitinkamais eksperimente nau-
dojamais tirpalais. Titravimo metu kiuvetéje esantis tirpalas maiSomas 250 apsisukimy
per minute greic¢iu. Kalorimetro celés turis yra 1,0 mL, eksperimentuose naudoto svirksto
turis — 250 pL. Standartinio eksperimento metu kiuveté budavo uzpildoma 1 mM kon-
centracijos poliamino rugsties tirpalu, kurio koncentracija yra iSreiskiama pagal amino
rugsciu (monomery) skaiciy, o $virkstas uzpildomas 10 mM koncentracijos detergento tir-
palu. Paruosus kalorimetra eksperimentui sekdavo 20-30 minuciy periodas pusiausvyrai
pasiekti. Duomenys pradedami registruoti 4 min iki titravimo pradzios. Titravimo metu
buvo atliekamos 25 injekcijos, kiekvienos ju turis 10 nL, laiko tarpai tarp injekcijy buvo

4 min.

2.4. Duomeny analizé

Eksperimentiniai duomenys buvo analizuoti naudojant programos ,,MicroCal Origin

5.0¢ modulj skirtag I'TC duomeny analizei. Standartiniams ITC eksperimentams, kuriy
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metu matuojamas ligando jungimasis prie makromolekulés, buvo naudojamas ,vienos

jungimosi vietos® modelis. Ligando jungimasis yra aprasomas griztamaja reakcija:
[M] + [L] = [ML], (3)

kur [M] — makromolekulés koncentracija, [L] - ligando koncentracija, [ML] — makromolekulés-

ligando komplekso koncentracija. Jungimosi konstanta K, lygi:

[ML]
Ky=——. (4)
[L][M]
Bendra ligando koncentracija:
[Le] = [ML] + [L]. (5)
Bendra makromolekulés koncentracija:
[My] = [ML] + [M]. (6)

IS lygciu (4)—(6) galime iSsireiksti susijungusios makromolekulés ir ligando koncentracija,

[ML]. Diferencijuojant [ML] israiska yra gaunama lygtis:

Y
1-05 (1 -
a1 00 ( * KbMt) 2 .
dXt N 2 1 1 2’
22 1-— 1
o ( KbMt) i ( " KbMt>
Xy

cia X; ligando kiekis titravimo metu, y = N
t
ISsiskyres silumos kiekis priklauso nuo susidariusio ML komplekso kiekio d[ML], reak-

cijos entalpijos AH ir kiuvetés turio V:
d@Q =d[ML] x AHx Vj (8)

I (8) lygti irase d[ML] iSraiSka, gauname lygti, kuri apraso kaip iSsiskyrusios ar suger-
tos silumos kiekis priklauso nuo medziagy kiekio ir sgveikos termodinam