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IVADAS

Karboanhidrazés (CA) — tai gamtoje paplite fermentai, katalizuojantys griZztama anglies
dioksido hidratacijos reakcija. Zinduoliuose aptikta 16 CA izoformy, kurios skiriasi
tarpusavyje vieta Igsteléje, pasiskirstymu audiniuose, aktyvumu bei funkcijomis.

Kadangi §ie fermentai dalyvauja daugelyje fiziologiniy procesy, tai kai kuriy CA
izoformy aktyvumo poky¢iai siejami su jvairiomis ligomis, pavyzdZziui, glaukoma ar véZziu.
1940 m. buvo nustatyta, kad sulfonamidai yra puikiis CA slopikliai. Nuo to laiko ieSkoma
efektyviy, selektyviai tam tikrg CA izoforma veikianc¢iy slopikliy, neturin¢iy poveikio kitoms,
normaliai organizme veikian¢ioms CA. Todél svarbu iSanalizuoti kiekvieno izofermento
jungimosi su slopikliais selektyvuma.

Baltymo ir ligando saveikos tyrimui pasirinktas terminio poslinkio metodas. Juo Siame
darbe nustatyti rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VI (hCA VI) jungimosi su keletu
slopikliy termodinaminiai parametrai ir jvertintas gauto baltymo stabilumas skirtingomis

salygomis.

Darbo tikslas: gauti tirpig rekombinanting hCA VI, jvertinti jos stabiluma skirtingomis

salygomis ir nustatyti jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais termodinaminius parametrus.

Darbo uZdaviniai:

= Kklonuoti hCA VI geng;

= qpustatyti optimaliag ZnSO4 koncentracijg ir parinkti labiausiai tinkamg hCA VI raiskai
Escherichia coli (E. coli) kamieng, kuriame rekombinantinés hCA VI raiSka ir
tirpumas biity didZiausi;

= iSgryninti rekombinanting hCA VI;

= parinkti buferinj tirpalg, kuriame rekombinantiné hCA VI biity stabiliausia;

= qpustatyti rekombinantinés hCA VI jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais

termodinaminius parametrus terminio poslinkio metodu.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karboanhidraziy apZvalga

Karboanhidrazés (CA, EC 4.2.1.1) yra fermentai, katalizuojantys grjZztama anglies
dioksido hidratacijos reakcijg. Ji yra svarbi pH reguliacijai ir palaikymui, CO, fiksacijai
dumbliuvose ir augaluose, jony, skys¢iy, dujy apykaitai kvépavimo ir virSkinimo sistemose,
elektrolity sekrecijai, molekuliy (karbamido, gliukozés, lipidy, pirimidino) biosintezei,
rugsciy ir drusky Salinimui, kai kuriems signaliniams keliams, kalcifikacijai (Pastorekova et
al., 2006; Nishimori et al., 2007). Pirmoji CA buvo isskirta i§ jaucio eritrocity 1933 m.
(Meldrum ir Roughton, 1933). Sie fermentai pladiai naudojami kaip modeliai jvairiuose
biofizikos, bioanalizés, organinés chemijos tyrimuose, kuriant naujus vaistus (Krishnamurthy

et al., 2008).
1.1.1. Karboanhidraziy klasés

CA placiai paplitusios gamtoje. Pagal aminortig§ciy sekos homologija CA yra
skirstomos ] penkias klases: o—CA klasei priskiriamos CA randamos stuburiniuose,
bakterijose, dumbliuose, augaly citoplazmoje, p—CA randamos augaluose, dumbliuose,
bakterijose, y—CA randamos archéjose, bakterijose, 6—CA ir {(—~CA aptinkamos jiiriniuose
dumbliuose, kurie yra svarbi fitoplaktono dalis (Supuran, 2011).

Zinduoliuose yra 16 skirtingy 0—CA izoformuy, kurios skiriasi savo funkcija, aktyvumu,
vieta lgsteléje bei pasiskirstymu audiniuose. 15 i§ jy randama Zmogaus organizme. CA VIII,
X ir XI sekos panasios ] kity CA sekas, taciau baltymai neturi CO, hidratacinio aktyvumo
(Esbaugh ir Tufts, 2006). Kiti izofermentai yra aktyviis. Jy pasiskirstymas lastel¢je labai
jvairus: CA I-III, VII ir XIII yra citozolinés, CA VI sekretuojama, CA IV yra uzlasteliné ir
prisijungusi prie membranos, CA VA ir VB yra mitochondriniai fermentai, CA IX, XII ir XIV
yra transmembraniniai baltymai, kuriy aktyvusis centras yra uZlastelin¢je erdvéje (Nishimori,
2007). Remiantis Rentgeno spinduliy difrakcijos kristalografijos duomenimis nustatyta, kad
a—CA aktyviajame centre yra cinko jonas.

B—CA yra oligomeriniai baltymai, kurie susiformuoja i§ 2—6 monomery. Prokariotuose
esancios B—CA aktyviajame centre turi cinko jong, sudarantj koordinacinius rySius su dviem
cisteinais, histidinu ir aspartatu. Chloroplastuose randamy B—CA aktyviajame centre cinko

jonas koordinuojamas dviejy cisteiny, histidino ir vandens molekulés. B—CA, randamos



fotosintetinanc¢iuose organizmuose, reikalingos CO; fiksacijai ir transportui. Augaluose, kurie
naudoja C3 anglies fiksacijos metabolinj kelig fotosintezéje, B—CA yra mezofiliniy lasteliy
chloroplastuose. Jos palengvina CO, difuzija per chloroplasty membranas, dalyvauja lipidy
biosintez¢je, padeda apsaugoti nuo ligy. Atograzy augaluose, kuriems yra budingas C4
anglies fiksacijos metabolinis kelias, p—~CA randamos jy mezofiliniy lasteliy citozolyje ir
katalizuoja atmosferoje esancio CO; hidratacijg. Reakcijos metu susidaro bikarbonatas, kuris
yra fosfoenolpiruvato karboksilazés substratas, reikalingas tolimesnéms fotosintezés
reakcijoms vykti (Ludwig, 2011). Prokariotuose esancios f—CA gamina bikarbonatg, kuris
reikalingas aminoriig§¢iy, nukleoriig§¢iy, riebiyjy rtgsciy metabolizmui (Mitsuhashi et al.,
2004).

y—CA yra homotrimerai. Skirtingai nei o—CA ir f—CA, kurios aktyviajame centre turi
cinko jong, y—CA aktyviajame centre turi geleZies (II) jong. Taciau y—CA iSlieka aktyvios, jei
geleZies (II) jonas pakei¢iamas cinko ar kobalto jonu (Ferry, 2010). Neseniai buvo nustatyta
augaly mitochondrijy komplekse esanti y—CA. Spéjama, kad ji svarbi anglies transportui tarp
mitochondrijy ir chloroplasty, taip padidinamas CO, fiksacijos efektyvumas (Martin et al.,
2009).

0—CA ir {~CA yra monomerai, aptinkami fitoplanktono jiry dumbliuose Thalassiosira
weissflogii. Istirta, kad 6—CA aktyviajame centre yra cinko jonas, o {—CA gali spontaniskai
aktyviajame centre esantj cinko jong pakeisti kadmio jonu. Spé&jama, kad taip Sie fermentai
prisitaike veikti metaly jonais uZterStuose vandenynuose. Tai padeda jiry dumbliams greiciau

augti (Xu et al., 2008; Supuran, 2011).
1.1.2. a—karboanhidraziy aktyvusis centras ir katalizuojamos reakcijos

a—CA pagrindiné katalizuojama reakcija yra grjztama anglies dioksido hidratacija.
Fermentiniam o—CA aktyvumui biitinas cinko jonas, kuris pagal Rentgeno spinduliy
difrakcijos kristalografijos duomenis yra 15A gylio aktyvaus centro kiSenés dugne. Jj
koordinuoja trys histidinai (His94, His96 ir His119) ir vandens molekulé arba hidroksido
jonas (Christianson ir Fierke, 1996). Hidroksido jonas sudaro vandenilinius rySius su Thr199
hidroksilo grupe, kuri vandeniliniais rySiais jungiasi su Glul06 karboksilo grupe (1.1 pav.).
Sios saveikos padidina vandens nukleofilifkuma ir hidrofobinéje kisenéje, suformuotoje is
Vall21, Vall43 ir Leul98, substratas (CO,) orientuojamas palankia nukleofilinei atakai
kryptimi. Cinko jono koordinacijai su trimis histidinais bei hidroksido jonu biidinga tetraedro

forma (Supuran, 2008).
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1.1 pav. hCA II aktyvusis centras (Supuran, 2008).

a—CA katalizuojama reakcija vyksta pagal ,Ping—Pong“ mechanizmg. Jg galima
suskirstyti j tam tikras stadijas. Reakcijos pradzioje fermento aktyviajame centre esantis cinko
jonas koordinuoja hidroksido jona (1.2 pav. A), kuris toliau atakuoja CO, (1.2 pav. B).
Susidaro cinko jono koordinuojamas bikarbonatas (1.2 pav. C). Jis pakei¢iamas vandens
molekule (1.2 pav. D). Si rigstiné fermento forma yra neaktyvi. Vyksta deprotonacija, kad
biity regeneruotas hidroksido jonas. Tai reakcijos greitj ribojanti stadija. Protonas perneSamas
ant kitos aminoriigsties, kuri veikia kaip protony Saudykle, tiesiogiai perduodanti protong nuo
vandens aktyviajame centre j iSor¢. Nustatyta, kad karboanhidrazése I, II, IV, VII, IX ir XII-
XIV tokia protony Saudyklé yra His64 (Krishnamurthy et al., 2008; Supuran, 2008). Taip

pagreitinama fermento regeneracija j aktyvig bazine formga.
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1.2 pav. a—CA katalizuojamos CO, hidratacijos mechanizmas (Supuran, 2008).

Be grjztamos CO; hidratacijos 0—CA katalizuoja ir kitas reakcijas (1.3 pav.). Taciau iki

Siol néra aiSku, ar jos, iSskyrus CO, hidratacija, turi fiziologing reikSme.



0=C=0+H0 <> HCO3 +H" 1
0O=C=NH + H»0 <> H)NCOOH 2
HN=C=NH + H0 < HpNCONH) 3
RCHO + H,0 <> RCH(OH), 4
RCOOATr + H,0 <> RCOOH + ArOH 5
RSOzAr + H,O <+ RSO;H + ArOH 6

1.3 pav. o—CA katalizuojamos reakcijos: 1 — CO, hidratacija iki bikarbonato, 2 — izociano rtigsties hidratacija iki
karbamido rtgsties, 3 — cianamido hidratacija iki karbamido, 4 — aldehidy hidratacija iki gem-dioliy, 5 —
karboksirtigsties esteriy hidrolizeé, 6 — sulfoninés rtugsties esteriy hidrolizé (Supuran, 2008).

1.1.3. Ligos, susijusios su a-karboanhidraziy sutrikusia veikla

a—CA dalyvauja daugelyje svarbiy fiziologiniy procesy. Jy aktyvumo pokyciai sukelia
tam tikras ligas, kurios yra sutrikusios CO, homeostazés pasekme.

Viena i§ tokiy ligy yra glaukoma — antra pagal daZznumga pasaulyje aklumo priezastis po
pirma vietg uZimancios tinklainés degeneracijos (Mincione et al., 2009). Pacienty, serganciy
glaukoma, akies audinyje esancios CA II, III, IV, XII gamina per daug bikarbonato jony. Jie
skatina akies skysCio sekrecijg. Tuomet padidéja akispudis, dél kurio sumazéja kraujo
patekimas ] tinklaine bei paZeidZiamas optinis nervas. Ilgainiui, negydant glaukomos, Zmogus
apanka. Ligos gydymui naudojami CA slopikliai jau daugiau nei penkiasdeSimt mety, bet dél
vaisty sukeliamo stipraus Salutinio poveikio, visiskai pagydyti glaukomos nepavyksta. Sios
nes¢kmés priezastis — nepakankamai selektyvus vaisty poveikis tam tikroms, uz ligos eiga
atsakingoms CA. Vaistuose esantys slopikliai veikia ir CA, esancias kituose audiniuose
(inkstuose, raudonosiose kraujo lastelése, skrandyje, plau¢iuose), kurios Zmogaus organizmui
yra gyvybiskai bitinos (Krishnamurthy et al., 2008).

Kita liga, kurios sukelty mirCiy skaiCius auga kasmet ir Pasaulinés Sveikatos
Organizacijos duomenimis 2030 m. sieks 13,1 milijono miriy per metus, yra Vvézys.
Nustatyta, kad veéZinése lastelése, padidé¢jus CA IX ir XII raiSkai, gaminama daugiau
bikarbonato jony ir protony nei normaliose. De¢l padidéjusios protony koncentracijos
pasikeicia uZlgstelinés terpés pH. Jis pasidaro riigStinis. Toks uZlgstelinés terpés pH
rugstéjimas sudaro reikiamas sglygas augti navikui ir formuotis metastazéms (Krishnamurthy
et al., 2008). CA IX ir XII yra transmembraniai baltymai, kuriy aktyvis centrai yra iSsidéste
Iastelés iSoréje, todel gali pasitarnauti kaip véZiniy lgsteliy Zymenys bei biiti prieSvéZiniy
vaisty taikiniais. Siuo metu stengiamasi sukurti selektyvius, tam tikram véZiniam susirgimui

gydyti reikalingus CA IX ir XII slopiklius, kurie neturéty jtakos kity Igstelés CA veiklai.



Dar viena pasaulyje placiai paplitusi liga yra nutukimas, kuris gali bti kity susirgimy —
Sirdies ir kraujagysliy ar medziagy apykaitos ligy, pavyzdziui diabeto — prieZastimi. Vieni i$
taikiniy nutukimo gydymui yra mitochondrijose esancios CA VA ir CA VB. Jos gamina
bikarbonatg, reikalinga karbamido, gliukozés, lipidy sintezei, reguliuoja gliukozés kiekj
kraujyje. Vykstant gliukoneogenezei, mitochondrijose esanti piruvato karboksilazé katalizuoja
piruvato karboksilinima, naudojant bikarbonatg ir ATP iki oksalacto riigSties. Lipogenezés
metu, katalizuojant acetil-KoA karboksilazei, bikarbonatas prijungiamas prie acetil-KoA.
Reakcijai reikalinga ATP energija. Susidaro malonil-KoA, i§ kurio sintetinamos riebaly
rugstys. Kadangi dél pakitusios CA VA ir CA VB veiklos susidaro daugiau bikarbonato, tai
pagaminama daugiau oksalacto riigSties, malonil-KoA, i§ kuriy sintetinama daugiau gliukozés
ir riebaly rigsciy, lemianciy nutukimg. Todé¢l norima selektyviai slopinti CA VA ir CA VB.
Jau atrasta keleta CA slopikliy nutukimui gydyti. Vienas i§ jy yra topiramatas. Jis maZina
kiino svorj nutukusiems Zmonéms. Kitas placiai naudojamas slopiklis yra zonisamidas. Jis ne
tik efektyviai maZzina svorj, bet ir gydo valgymo sutrikimus: bulimijg ir anokreksija (Simone,
2008).

Nustatyta, kad nerviniuose audiniuose esan¢ios CA II, CA 1V, CA VII ir CA XIV yra
atsakingos uz smegeny skyscio susidaryma, dalyvauja nervinio impulso perdavime. Esant tam
tikriems susirgimams, dél per didelés CA raiskos gaminama daugiau bikarbonato, kuris
sekretuojamas j sinapsinj ply$j ir aktyvuoja daugiau receptoriy. Tokia padidéjusi bikarbonato
sekrecija nerviniuose audiniuose siejama su migrena, epilepsija. Jau minéti CA slopikliai
topiramatas ir zonisamidas gali ne tik mazinti svorj nutukusiems Zmonéms, bet naudojami
kaip antiepilepsiniai vaistai, reguliuojantys smegeny veiklg (Simone, 2008).

CA, neturin¢ios CO; hidratacinio aktyvumo, siejamos su neurodegeneracinémis
ligomis, véziu. IStirta, kad CA VIII sintetinama beveik visuose organuose, daugiausia
smegenélése, kepenyse ir plauciuose, o CA X ir XI — centrinéje nervy sistemoje. CA VIII, XI
svarbios plauciy, virSkinimo trakto naviky vystymuisi (Lu et al, 2004; Morimoto et al, 2005).
IStirta, jog mutacija CA VIII gene sukelia ataksijg. Mutuotos CA VIII kaupiasi Purkinjé
Iastelése, esanciose smegenéliy Zievéje, ir neleidzZia inozitolio 1,4,5-trifosfatui jungtis prie
savo receptoriaus. Tuomet nebeaktyvinamas Ca** signalinis kelias, kuris yra svarbus raumeny
susitraukimui, hormony ir neurosiuntikliy iSsiskyrimui, lasteliy dalijimuisi, geny raiskai,
fermenty aktyvumui. Zmongés, sergantys ataksija, dél uzblokuoto inozitolio 1,4,5-trifosfato
receptoriaus negali valingai kontroliuoti savo judesiy, vaiks$to atsirémg j Zeme ne tik kojomis,
bet ir rankomis (Turkmen et al., 2009). Ligos gydymui reikalinga geny terapija, kuri mazinty

mutuoto CA VIII baltymo esama koncentracijg ir naujg sinteze.
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Sparciai besivystantis bakterijy atsparumas kuriamiems antibiotikams yra aktuali
problema. Pastebéta, kad CA slopikliai gali buti naudojami bakterijy (Helicobacter pylori,
Mycobacterium tuberculosis), pirmuoniy (Plasmodium falciparum), gryby (Candida albicans,
Cryptococcus neoformans) sukelty ligy gydymui, nes jie uzblokuoja tam tikry patogeniniy
CA, dalyvaujaniy svarbiuose metabolizmo kelivose, veiklg, todél mikroorganizmai
nebeiSgyvena (Zimmerman et al., 2004; Klengel et al., 2005, Nishimori et al., 2007).

Mineéty ligy gydymui ieSkoma vaisty, galin€iy atrankiai sgveikauti tik su tam tikra CA
izoforma, atsakinga uZ sukelta susirgima, maZinant jos geno raiSkg ir atstatant lgstelés
normalig fiziologing biiseng. Svarbu, kad tokie vaistai neturéty jtakos normaliai organizme
funkcionuojan¢iy CA veiklai. Todél reikia iStirti kiekvieno izofermento jungimosi su tam

tikrais slopikliais selektyvuma.
1.14. Zmogaus karboanhidrazés VI apzvalga

CA VI pirmg kartg buvo iSskirta i§ aviy paausiniy liauky ir seiliy (Fernley et al., 1979).
Véliau ji buvo gryninama i§ Ziurkiy, karviy ir Zmoniy seiliy (Feldstein ir Silverman, 1984;
Hooper 1995; Murakami ir Sly, 1987). Siuo metu yra Zinoma, kad lastelgje nuo skirtingy
promotoriy vyksta dviejy tipy CA VI sintezé: jprastomis sglygomis sekretuojama A tipo
CA VL. Streso metu sintetinama signalinés sekos neturinti citozoliné B tipo CA VI (Sok et al.,
1999). Ji mazai istirta. Jdomus atradimas buvo padarytas palyginus CA VI ir seilése atrasto,
skonio svogiinéliy augima skatinanc¢io baltymo gustino (angl. Gustin) sekvenavimo,
aktyvumo ir kitus duomenis. Pasirodé, kad gustinas yra ta pati CA VI (Thatcher et al., 1998).

Hibridizacijos tyrimai parodé, kad hCA VI genas yra pirmoje chromosomoje. Jis
koduoja 42 kDa baltyma, turintj dvi N-rySiu prisijungusias oligosacharidines grandines
(Kivela et al., 1999). 2012 metais Ewa Pilka su bendradarbiais i§sprendé hCA VI kristaling
struktiirg. Baltymas yra dimeras. Monomerai susijungia sudarydami 11 vandeniliniy rySiy.
Baltymui stabilumo suteikia disulfidinis rySys tarp Cys42 ir Cys224 (Pilka et al., 2012).

hCA VI katalizinis aktyvumas yra didelis. Jis yra panasus j gausiai organizme randamos
hCA I ir véZinése Igstelése sintetinamos hCA IX aktyvuma, taiau maZesnis nei aktyviausios
hCA 1II. Pagal 1.1 lenteléje pateiktus duomenis hCA VI katalizinés konstantos (ki,) ir
katalizinio efektyvumo vertés (ki,/Ky) yra tos pacios eilés kaip ir hCA I ir hCA IX, taciau

mazesnés nei hCA II.
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1.1 lentelé. Karboanhidraziy katalizuojamos CO, hidratacijos reakcijos kinetiniai parametrai esant 20°C ir
pH 7.5. ki, — kataliziné konstanta, K, — Michaelio konstanta (Nishimori et al., 2007).

Izoforma Kpar (s7) ko Ky (M's7)
hCA I 3,4-10° 5,0-10
hCA II 1,4-10° 1,5-10°

hCA VI 34-10° 4,9-10
hCA IX 3,8-10° 5,510

hCA VI aptinkama seilése, seiliy liaukose, asary liaukose, kasoje, nosies liaukose,
stempléje, plauky folikuluose, storojoje Zarnoje, virSkinimo trakto gleivese, kepenyse, piene
(Leinonen, 2008). Nustatyta, kad hCA VI, nuryta su seilémis, iSlieka aktyvi ir skrandyje
(Parkkila et al., 1997). Seilése esanc¢ios hCA VI koncentracija kinta cirkadiniu ritmu: naktj
miego metu ji yra labai Zema, taCiau greitai padidéja pabudus (Kivela et al., 1999). Maza
hCA VI koncentracija siejama su sumaZzéjusiu skonio suvokimu, padidéjusia skonio
receptoriy apoptoze skonio svoginéliuose, danty kariesu, riugSciy sukeltais gleiviy
paZeidimais virSkinimo trakte (Leinonen, 2008). Didelé Sio fermento koncentracija motinos
piene 3-5 dienos po gimdymo, funkcinis ir struktiirinis baltymo stabilumas skrandZio
rugstingje terpéje, skonio svoginéliy augimo skatinimo funkcija rodo, kad hCA VI yra

svarbus fermentas naujagimiy virskinimo trakto vystymuisi (Karhumaa et al., 2001).

1.2. Karboanhidraziy slopikliai

1940 m. Thaddeus Mann ir David Keilin pirmg karta pasteb¢jo, kad sulfonamidai
slopina CA veiklg. Nuo tada pradéta kurti vaistus sulfonamidy pagrindu CA sukelty ligy
gydymui. Siuo metu yra Zinomos keturios CA slopikliy klasés:

1. anijonai ir sulfonamidai, kurie prisijungia aktyviajame centre iSstumdami vandens
molekule (1.4 pav. A ir B);

2. fenolis ir jo pagrindu sukurti junginiai, kurie jungiasi prie cinko koordinuojamo
hidroksido jono (1.4 pav. C);

3. poliaminai, pavyzdZiui, sperminas, spermidinas, kurie panaSiai kaip fenoliai jungiasi
prie cinko koordinuojamo hidroksido jono (1.4 pav. D);

4. kumarinai, kurie prisijungia prie CA uZstodami kelig kitoms molekuléms link
aktyvaus centro (1.4 pav. E) (Durdagi et al., 2011).

Sulfonamidy pakeitimo reakcija vyksta, kai Sis slopiklis biina deprotonizuotas. CA sgveikos

su slopikliu metu aktyviame centre esantis cinko jonas jungiasi su trimis histidinais bei

12



sulfonamido azoto atomu sudarydamas tetraedro formg. Sulfonamidas vandeniliniais rySiais
taip pat saveikauja su Thr199, kuris vandeniliniais rySiais susijunges su Glul06 bei kitomis
hidrofilinémis ir hidrofobinémis CA aminoriigsciy Soninémis grupémis. Nustatyta, kad
anijonai, pavyzdZiui, tiocianatas, chloridas, irgi gali jungtis prie cinko jono. Tuomet cinko
ligandai tarpusavy iSsidésto tetraedro arba trigonalinés bipiramidés forma.

Hidrofobing aktyvaus

centro dalis — Hidrofiling
R \I aktyvaus centro
'} dalis 5
[T / %
N r\IH"II o W oM
The1g9 L N,
o 2 i
T . 2
H A SHistie nisaf | His110
0 HisBd | oene HizbE
0
GhiDs
A B
Fre2
Trp2oo d
A7 TNleutss ew | g
/f‘qﬁl :

Hidrofobing ~~

puse ,'/

-
M I\ Hiz10
His
E

1.4 pav. 0—CA aktyvusis centras, kuriame prisijunges sulfonamidas (A), tiocianatas (B), fenolis (C), sperminas
(D), hidrolizuotas kumarinas (E) (Durdagi et al., 2011).

Sivo metu CA sukelty ligy gydymui naudojami slopikliai yra acetazolamidas,

metazolamidas, etokzolamidas, dichlorofenamidas, dorzolamidas ir brinzolamidas. Siq
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junginiy struktiirinés formulés pateiktos 1.5 paveiksle. Acetazolamidas kaip vaistas pradétas
naudoti nuo 1956 m. Jis yra diuretikas, dar naudojamas glaukomos, cistinurijos, Marfano
sindromo, epilepsijos priepuoliy, idiopatinés intrakranijinés hipertenzijos ir kalny ligos
gydymui. Etokzolamidas taip pat yra diuretikas. Jis naudojamas dvylikapir§tés Zarnos opy,
glaukomos ir kai kuriy epilepsijos formy gydymui. Glaukomos gydymui dar naudojami

metazolamidas, dichlorofenamidas, dorzolamidas bei brinzolamidas (Supuran, 2008).

N\
o} \ | o
I S e
Me o (o]

Me M
H a’,fs 2 2
o
1 2 3
s NH, Me® E\/U\s NH, MeO(CH,); N ‘,:
5 6

1.5 pav. Vaistiniuvose preparatuose naudojamy sulfonamidy struktiirinés formulés: 1 — acetazolamidas, 2 —
metazolamidas, 3 — etokzolamidas, 4 — dichlorofenamidas, 5 — dorzolamidas, 6 — brinzolamidas. Me atitinka
CHj3;, o Et — C,Hs (Supuran ir Scozzafava, 2007).

Be minéty heterocikliniy junginiy dar buvo kuriami halo-alifatiniai CA slopiklai. |
struktiirg jvedamas fluoro arba chloro atomas, taip sumazinama ligando pK, reikSmé. Tai yra
svarbu, nes tik deprotonizuotas slopiklis gali jungtis prie cinko jono CA aktyviajame centre.
Vienas i$ labiausiai Zinomy stipriy halo-alifatiniy CA slopikliy yra trifluormetansulfonamidas

(TFMSA). Jo struktiiriné formulé pateikta 1.6 paveiksle.

N
F%S—NHZ
/]

1.6 pav. TEMSA struktiiriné formulé.

Pagrindiné problema kuriant vaistus sulfonamidy pagrindu yra mazas jy selektyvumas
tam tikroms CA izoformoms. Tokie vaistai difunduoja ] jvairias lasteles ir, slopindami
organizmui reikalingas CA, sukelia Salutinj, zalingg poveikj. Nustatyta, kad slopikliai negali
pereiti per lastelés membranas, jei prie jy prijungiami tam tikri pakaitai (polimerai, piridinai,
karbohidratai). Tai padeda nukreipti prieSvézinius preparatus j véZio vystymesi dalyvaujanciy
CA IX ir CA XII aktyviuosius centrus. (Lopez et al., 2010). Siuo metu $veicary mokslininkai
pradeda naudoti nanodaleles, prie kuriy prijungia ne tik CA slopiklj, bet ir monokloninius

antik@inus, nukreipiancius nanodaleles j tuos audinius, kur padidéjusi tam tikry CA raiska
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(Neri, 2012). Taciau sulfonamidy pagrindu sukurty vaisty selektyvumo problema vis dar

neiSspresta.

1.3. Baltymo ir ligando jungimosi termodinamika ir tyrimo metodai

Makromolekulés (pavyzdziui, baltymo) ir ligando jungimosi reakcija uZraSoma taip:
M+ L——ML,
kur M — makromolekulé, L — ligandas, ML — jy kompleksas.
Sios saveikos supratimui svarbu nustatyti jungimosi pusiausvyros konstanta, kuri
iSreiSkiama:

_ ML)
[M][L]

b
Jungimosi konstanta yra atvirks¢iai proporcinga slopiklio disociacijos pusiausvyros

konstantai:

Baltymo saveikos su ligandu tyrimui naudojami kalorimetriniai metodai leidZia rasti
jungimosi pusiausvyros konstantg be substrato ir produkto pusiausvyriniy koncentracijy
nustatymo. Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu iSmatuojama ne tik reakcijos
jungimosi konstanta, bet ir entalpija. Naudojami ir kiti jvairis metodai, leidZiantys tirti
baltymo jungimosi su ligandu termodinamika: fluorescenciniai, liuminescenciniai metodai,
cirkuliarinis dichroizmas, masiy spektrometrija, magnetinis rezonansas, pavirSiaus plazmono

rezonansas, kapiliariné elektrofozé ir kt.
1.3.1. Terminio poslinkio metodo apZvalga

Siuo metu naudojami jvairiis budai, kurie leidZia patikrinti, ar ligandas (bisimo vaisto
prototipas) saveikauja su tam tikru baltymu, atsakingu uz ligos sukélimg. Vienas i§ jy yra
terminio poslinkio metodas. Jis dar vadinamas termofluoru (angl. Thermofluor). Tai
biofizikinis biidas atrinkti sgveikaujancius ligandus ir nustatyti terminj baltymo stabiluma, nes
pagaminus naujg baltyma svarbu Zinoti, kokj buferinj tirpala, pH ir kitas salygas pasirinkti,
kad baltymas tirpale likty stabilus kuo ilgesnj laika.

Terminio poslinkio metode naudojamas fluorescencinis 1,8-anilinonaftaleno sulfonato
(ANS) dazas. Tai yra anijonas, kurio struktiiriné formulé pateikta 1.7 paveiksle. ANS

sudarytas i§ nepolinio anilinonaftaleno Ziedo, kuris jungiasi prie nepoliniy baltymo sriciy, ir
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neigiamg kriivi turinCios sulfonato grupés, kuri jungiasi prie teigiamai jkrauty baltymo
aminoriig§¢iy Soniniy grupiy. Taip ANS jungiasi prie baltymo, sudarydamas hidrofobinius ir
joninius rySius (Matulis ir Lovrien, 1998). Istirta, kad ANS, prisijungusio prie apomioglobino
ir apohemoglobino hidrofobiniy sriciy, fluorescencija yra lygi jo fluorescencijai organiniuose
tirpiklivose (Stryer, 1965). Naudojant ANS, nustatytos serumo albumino hidrofobinés sritys
bei tirtos baltymy ir lipidy sgveikos (Daniel ir Weber, 1966; Kane ir Bernlohr, 1996). Irodyta,
kad didéjant temperatiirai ANS slopina CA agregacija (Kundu ir Guptasarma, 1999).

o
0

1.7 pav. ANS strukttiriné formulé (Matulis ir Lovrien, 1998).

Kai vandeniniame tirpale baltymas yra natyvios konformacijos ir tokioje biisenoje
neturi hidrofobiniy kiSeniy, vanduo gesina ANS fluorescencijg. Didéjant temperatiirai,
baltymas pradeda iSsivynioti. Atsiveria jo hidrofobinés sritys, prie kuriy prisijungia ANS.
Tokioje hidrofobingje aplinkoje vandens molekulés nepasiekia ANS, todél jo fluorescencijos
intensyvumas padidéja. Esant tam tikrai temperatirai baltymas denattiruoja, atitinkamai
mazéja ANS fluorescencijos intensyvumas. Be to, iStirta, kad ANS fluorescencija priklauso
nuo temperattros: keliant temperatiirg fluorescencijos intensyvumas maz¢ja (Diwu et al.,
1997).

Esant tam tikrai temperatiirai, iS§sivyniojusio ir natyvaus baltymo koncentracijos lygios
ir iSsivyniojimo laisvoji Gibso energija lygi nuliui. Tokia temperatiira vadinama baltymo
lydymosi temperatiira (7,,). Kai prie baltymo prisijungia ligandas, daZniausiai padidéja
iSsivyniojimo laisvoji Gibso energija. Tod¢l komplekso, sudaryto i§ baltymo ir ligando, T,

didesné nei baltymo 7, (1.8 pav.).
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1.8 pav. ANS fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo temperatiiros, kai tirpale yra baltymas (e) ir
baltymas su ligandu (A) (Matulis, 2008).

Toliau didinant temperatiira, fluorescencija maZzéja. Tokie fluorescencijos intensyvumo

poky¢iai aprasSomi lygtimi:

Yu—Y INnTY
v 2 v
1+eRT 1+e BT (1)

Cia yn — natyvaus, yy — i$sivyniojusio baltymo—ANS komplekso fluorescencija, T — absoliuti
temperatira Kelvinais, R — universalioji dujy konstanta. Natyvaus ir i§sivyniojusio baltymo-—

ANS komplekso fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo temperatiiros aprasomos

lygtimis:
YN = Ing, Ty (T_Tm ) i ()
Yo = Yug, +my (T—Tm), 3)

kur ynm it yy s, — natyvaus ir iSsivyniojusio baltymo fluorescencijos esant 7,,, my ir my —

natyvaus ir iSsivyniojusio baltymo fluorescencijy tiesiy (baziniy linijy) nuokrypio kampai.
Baltymo iSsivyniojimo laisvoji Gibso energija (AyGr)) priklauso nuo temperattros. Ji

iSreiSkiama per baltymo iSsivyniojimo entalpija (AyHr,) ir entropija (AySt,), kurios priklauso

nuo temperattros, bei Siluming talpa (AyC,), kuri nepriklauso nuo temperatiiros:

T
AyGyqy =8y H g —TA;S ) =AyH; +A,C, (T—Tr)—f(AUSTr +4,C, I{TD, 4)
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kur 7, yra baltymo lydymosi temperatiira, kai tirpale néra ligando. Jai esant, baltymo
iSsivyniojimo entalpija ir entropija yra Zinomos.
Istatome (2), (3) ir (4) lygtis i (1) lygti. Tuomet fluorescencijos intensyvumo

priklausomybé nuo temperattros iSreiSkiama:

)+ Yur, ~INr, +(mU _mN)(T_Tm)

T
AHyp +A,C, (T-T, )—T(AUS»,-/” +A,C, [1‘17D

m

V= Yag, Ty (T—T

m

1+e RT (5)

Didéjant temperatiirai, baltymas denatiiruoja. Jei ligandas stipriau jungiasi prie
iSsivyniojusio baltymo, tai baltymas destabilizuojamas. PrieSingu atveju, jei ligandas jungiasi
prie natyvaus baltymo, tai baltymas daZniausiai stabilizuojamas ir pusiausvyra tarp natyvios ir
iSsivyniojusios baltymo biiseny pasislenka link natyvios:

UL,«—U+L, <N +L, < NIL,
kur U - iSsivyniojes baltymas, UL, — iSsivyniojusio baltymo ir prisijungusio ligando
kompleksas, L; — laisvas ligandas, N — natyvus baltymas, NL, — natyvaus baltymo ir
prisijungusio ligando kompleksas. Bendri baltymo (P;) ir ligando (L,) kiekiai:

P, =[N]+[U]+[NL,]+[UL,] (6)

L, =[L,]+[NL,]+[UL,] 7

Baltymo i$sivyniojimo pusiausvyros konstanta (Ky) siejama su baltymo i$sivyniojimo
laisvaja Gibso energija (AyGp):

_ M _ e—AL,G(,-)/RT _ e—(AL,H(,-)—TAL,S(,-))/RT _ e*(AUHT,*AUCP(T*T,-)*T(AUST, +AyCpIn(T /T,)))/ RT

= , (8
Ul ®)

U

kur AyGy, AvHa, AuSar it AyCp yra baltymo iSsivyniojimo laisvoji Gibso energija,
entalpija, entropija ir Siluminé talpa.
Ligando jungimosi su natyviu baltymu pusiausvyros konstanta (Kj) priklauso nuo

laisvosios Gibso energijos, susidaranc¢ios ligandui jungiantis prie baltymo (A,Gr)):

_[NL] o Om IRT Oy HyTASIRT 8yt 3 8sCpTT,) TSy, s0,ColmT TN IRT. g
- 9

[NIIL, ]

b

kur AyGir), ApH 1), ApSi1), ApC, yra ligando jungimosi su natyviu baltymu laisvoji Gibso
energija, entalpija, entropija ir Siluminé¢ talpa, o 7, yra temperatiira, kurioje tiriamas ligando

jungimasis su baltymu (dazniausiai 37°C).
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Daroma prielaida, kad ligandas nesijungia arba jungiasi Zymiai silpniau su
iSsivyniojusiu baltymu nei su natyviu baltymu. Tuomet bendra ligando koncentracija (L,),
reikalinga pakelti baltymo lydymosi temperatira nuo 7, (kai tirpale néra ligando) iki 7, (kai

tirpale yra ligando) iSreiskiama:

P ~(AyHy “T)T(AySy, +Ay CpIn(T /T,

L= (1_KU)' L 1 — (- (AyHy, +AyCp(T=T,)=T(Ay Sy, +Ay Cp | (T/T,)))/RT)'
2 K,K,

(10)

(P, + l/e—(AUHTr +Ay Cp(T-T,)-T (Ay Sy, +4,Cp ln(T/T,)))/RTe—(A,,H»,-n +A,Cp(T-T,)~T (AySy, +A,Cp I(T /T, )))/RTJ

10 lygtis yra abstrakti ir tiksliai neiSsprendZiama per 7,, kaip L, funkcija. Vietoj to
kreivés simuliuojamos skaic¢iuojant bendrg ligando koncentracija, kurios reikia norint pasiekti
eksperimentiSkai nustatytg 7,, (Matulis et al., 2005).

Terminio poslinkio metodu matuojama baltymy 7,, esant skirtingoms slopiklio
koncentracijoms bei, Zinant baltymo iSsivyniojimo entalpija (AyH), randama slopiklio
disocijacijos pusiausvyros konstanta (Kj). 1.9 paveiksle parodyta, kaip baltymo lydymosi
temperattra (7,,) priklauso nuo slopiklio koncentracijos, kai baltymo iSsivyniojimo entalpijos

ir slopiklio disocijacijos pusiausvyros konstantos yra skirtingos.

74 - 74
?0 70 N
o 68 o 68
= <
66 66 -
~ G
64 64
62 - 62
60 60
58 T AT 4 L R L T 4
1.E-07 1.E-06 1.E-05 1.E-04 1.E-03 1.E-07 1.E-06 1.E-05 1.E-04 1.E-03
L (M) L, (M)

1.9 pav. T,, priklausomybé nuo slopiklio koncentracijos, esant skirtingoms baltymo iSsivyniojimo entalpijoms
(A) ir slopiklio disocijacijos pusiausvyros konstantoms (B) (Matulis et al., 2005).

AyH nepriklauso nuo tiriamo slopiklio. Esant tam tikrai slopiklio koncentracijai, baltymy su
mazesne iSsivyniojimo entalpija 7, pokytis didesnis nei ty baltymy, kuriy iS$sivyniojimo
entalpija yra didele¢ (1.9 pav. A). T,, pokytis priklauso ir nuo K, Stipriai besijungianciy
slopikliy K; maZesn¢ ir jie labiau padidina 7, nei silpnai besijungiantys, kai slopiklio

koncentracija yra vienoda (1.9 pav. B) (Matulis et al., 2005).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudoti prietaisai, medziagos ir tirpalai

2.1.1. Naudoti prietaisai:

autoklavas;

baltymy elektroforezés aparatas ,,BIO-RAD* ir jo priedai;
DNR elektroforezés aparatas ,,Sigma-Aldrich ir jo priedai;
gryninimo sistema ,,AKTA explorer*;

kaitinamoji vonelé ,,Kleinfeld Labortechnik MBT250%;
kaitinimo plytelé ,,UCKOPKA*;

laminarinis boksas;

magnetiné maisykle ,,BIOSAN*;

pH-metras ,,LLaboChema*;

PGR termocikleris ,,Eppendorf Mastercycler personal®;
purtyklé ,,BIOSAN Multi-vortex V-32%;

realaus laiko PGR termocikleris ,,Rotor-Gene 6000 (QIAGEN Rotor-Gene Q)
spectrofluorimeter,

spektrofotometras ,,Jenway 6305°;

spektrofotometras ,,NanoDrop*;

svarstyklés ,,KERN 572

Saldoma centrifuga ,,Beckmann® (JA — 20 ir JA — 10 rotoriai);
Saldoma mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R*;
termostatas ,,Eppendorf TermoStat plus®;

termostatuojama purtyklé ,,LLaboChema*;

ultragarso $altinis ,,Bandolin Sonopuls* (VS 70T antgalis);

UV/WL $altinis su geliy dokumentavimo sistema ,,MiniBis Pro*.

20



2.1.2. Naudotos medziagos ir rinkiniai:

= Aldrich: ANS, EZA,;

= Alfa Aesar: gliukozé, TFMSA;

= BioRad: TEMED, glicinas;

= Ferak Berlin: Tritonas—X100;

= Fluka: bisakrilamidas, Coomassie Brilliant Blue R-250, etidZzio bromidas, guanidino
hidrochloridas, HCI, NaOH, Na,B,0O7, Na;PO,4, NaH,PO,, Na,HPO,- 12H,0, PIPES;

= GE Healthcare: sefaroz¢, p-aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agarozé;

= Labochema: karbamidas;

= Matheson Coleman & Bell: bromfenolio mélis;

= Peaxum: ZnSO4, MnCl,-4H,0;

= Roche: chloramfenikolis, glicerolis, peptidaziy slopikliy kokteilis tabletémis, PMSF;

= Roth: agar-agaras, akrilamidas, ampicilinas, APS, CaCl,, DMSO, HEPES,
LB mitybiné terpé, MgCl,, mieliy ekstraktas, NaCl, triptonas;

= Serva: CH3COONa;

=  Sigma: AZM, BaCl,-2H,0, CH3COOH, EDTA, 80 % H3PO,, imidazolas, KCl, MZM,
MES, MgSOy4, natrio citratas, natrio formiatas, natrio sukcinatas, NaBr, NaF, Nal,
Na,S04, NDS, NiCl,, TRIS, SAA;

= Thermo Fisher Scientific: agaroze, IPTG, baltymy dydZio Zymuo (Protein Molecular
Weight Marker), DNR dydZio Zymuo (GeneRuler™ DNA Ladder Mix), dazas DNR
meéginiy uzneSimui ant agarozés gelio (6X Orange Loading Dye), fermentai
klonavimui (Ndel, Xhol, SAP, T4 DNR ligaz¢ ir jy buferiniai tirpalai), dNTP miSinys,

TTM

Pfu DNR polimerazé ir jos buferinis tirpalas, rinkiniai: ,,GeneJE Gel Extraction

Kit*, ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit®, ,,GeneJET™ PCR Purification Kit*.
Escherichia coli kamienai:

E. coli X11-blue (Stratagene): naudotas rekombinantinés hCA VI raiSkos konstrukty
pET15b—hCAVI-1 (1 — 308 aminorigsties) ir pET15b—hCAVI-2 (21 — 280 aminoriigsties)

padauginimui.
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E. coli BL21 (DE3) ir i§ jo iSvestas Rosetta ™ 2 (DE3) (Novagen) bakterijy kamienai,

naudoti rekombinantinés hCA VI raiSkai. Rosetta’ ™ 2 (DE3) kamienas, skirtingai nei BL.21
(DE3), turi chloramfenikoliui atsparig plazmide pRARE2, kurioje yra papildomi tRNR genai
septyniems, retai E. coli 1astelése sutinkamiems kodonams: AGA, AGG, AUA, CUA, GGA,
CCC, CGQG, todél jis skirtas sunkiau paprastame BL21 (DE3) kamiene gaunamy, eukariotiniy
baltymy sintezei pagerinti. D¢l j lastelés chromosomoje esancio A profago tiek BL21 (DE3),
tiek Rosetta™ 2 (DE3) kamieno lastelés savo chromosomoje turi IPTG indukuojamg T7 RNR
polimerazés geng. Susintetinta T7 RNR polimerazé jungiasi prie raiSkos vektoriaus T7

promotoriaus ir pradedama tikslinio baltymo sintezé.
hCA VI konstruktas ir vektorius:

pUCS57-hCAVI — konstruktas, turintis viso ilgio hCA VI geng ir koduojantis 308
aminoriig€iy baltymg, pasiZymint] UniProtKB duomeny bazé¢je nurodytu hCA VI (P23280)
polimorfizmu: devyniasdeSimta aminoriigstis yra glicinas vietoj serino. Konstruktas gautas i

kolegy (VU Biochemijos instituto, Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus).

pET15b — vektorius (Novagen), turintis atsparumo ampicilinui gena (AmpR),

replikatoriy ColE1 su plazmidés replikacijos pradzios tasSku ori, T7 bakteriofago promotoriy.

Pradmenys:

T1 (5‘-TGGACATATGAGGGCCCTGGTG-3) — tiesioginis pradmuo hCA VI geno
padauginimui pilno ilgio rekombinantiniam baltymui gauti. Pabraukta Ndel kirpimo vieta ir

joje parySkintas transkripcijos pradZios kodonas ATG.

Al (5'-GGCCTCGAGTCAGTTCAATGCTCTTCT-3‘) - atvirkStinis pradmuo
hCA VI geno padauginimui pilno ilgio rekombinantiniam baltymui gauti. Pabraukta Xhol
kirpimo vieta ir parysSkintas transkripcijos pabaigos kodonui TGA atvirkstinis

komplementarus kodonas TCA.

T2 (5‘“CCAGCATATGTCTGACTGGACCTAC-3") — tiesioginis pradmuo hCA VI
geno, koduojancio baltymg nuo 21 iki 280 aminortigsties, padauginimui. Pabraukta Ndel

kirpimo vieta ir joje parySkintas transkripcijos pradZios kodonas ATG.
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A2 (5'-GAGTCTCGAGTTAATTCGGGAAGTTGGATTC-3%) — atvirkStinis pradmuo
hCA VI geno, koduojancio baltymg nuo 21 iki 280 aminoriigsties, padauginimui. Pabraukta
Xhol kirpimo vieta ir paryskintas transkripcijos pabaigos kodonui TAA atvirkStinis

komplementarus kodonas TTA.

T7-Prom (5‘-TAATACGACTCACTATAGGG-3°) — tiesioginis pradmuo pET15b—
hCAVI-1 ir pET15b—hCAVI-2 konstrukty sekoms nustatyti sekoskaitos metu.

T7-Term (5‘-GGGGTTATGCTAGTTATTGC-3%) — atvirkStinis pradmuo pET15b—
hCAVI-1 ir pET15b—hCAVI-2 konstrukty sekoms nustatyti sekoskaitos metu.

2.1.3. Naudotos terpés ir tirpalai

Terpés:

LB mitybiné terpé: 25 g terpés iStirpinami viename litre distiliuoto vandens.

Autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje.

LB mitybiné terpé (agarizuota): 25 g terpés iStirpinami viename litre dejonizuoto

vandens. Pridedama 15 g agar—agaro. Autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje.

S. O. C. mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl ir 3,5 mM
KCI istirpinami 100 mL dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje.
Atvésinus pridedama 10 mM MgCl, ir 20 mM gliukozés. Terpé filtruojama, iSpilstoma po

I mL ir laikoma -20°C temperatiiroje.

Tirpalai ir buferiniai tirpalai:

Akrilamido/bisakrilamido tirpalas (30 %): 29,2 g akrilamido ir 0,8 g bisakrilamido
iStirpinami 70 mL dejonizuoto vandens ir filtruojama per stiklinj filtrg. Laikoma tamsiame

inde 4°C temperatiiroje.

Baltymy elektroforezés dazas (6X): 0,6 % bromfenolio mélio, 600 mM DTT, 60 %
glicerolio, 12 % NDS, 300 mM TRIS (pH 6,8). ISpilstoma po 1 mL ir laikoma -20°C

temperatiroje.
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Baltymy elektroforezés poliakrilamido gelyje tirpalai:

1) 12 % apatinis frakcionuojantis gelis (5,0 mL):

30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas 2 mL

1,5 M TRIS pH 8,8 1,25 mL
10 % NDS 50 uL
H,O 1,585 mL
10 % APS 25 uL
TEMED 2,5ul

2) 4 % virsutinis koncentruojantis gelis (2,5 mL):

30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas 0,335 mL

0,5 M TRIS pH 6,8 0,625 mL
10 % NDS 25 uL
H,0 1,5mL
10 % APS 12,5 uL
TEMED 2,5uL

Biomasés ardymo buferinis tirpalas: 25 mM TRIS, 100 mM Na,SO4, 50 mM
imidazolo, 0,5 % tritono—X100. 100 mL tokio tirpalo iStirpinama 1 tablet¢ peptidaziy
slopikliy kokteilio. Tirpalo pH koreguojamas iki 8,5. Laikoma 4°C temperattroje.

Glicino-NDS-TRIS baltymu elektroforezés buferinis tirpalas (10X): 1,9 M glicino,
35 mM NDS, 25 mM TRIS, pH 8,3-8,6. Laikoma 4°C temperatiiroje.

Kompetentiniy lasteliu transformacijos buferis: 15 mM CaCl,-2H,0, 250 mM KCl,
55 mM MnCl,-4H,0, 10 mM PIPES. Tirpalas be PIPES filtruojamas ir laikomas -20°C
temperatiroje. PIPES | bendra kompetentiniy lasteliy ruoSimo tirpala dedamas prie§ pat

naudojima.

Poliakrilamido geliy dazas: 0,62 g Coomassie Brilliant Blue R-250 iStirpinama
113 mL 96,3 % etonolio, pridedama 23 mL acto riigSties. SkiedZiama dejonizuotu vandeniu

iki 250 mL. Laikoma kambario temperatiiroje.

TAE DNR elektroforezés buferinis tirpalas (50X): 50 mM EDTA, 2 M TRIS,
57,1 mL acto rugsties. SkiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 1000 mL. Laikoma kambario

temperatiiroje.
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2.2. Metodai

2.2.1. Rekombinantinio hCA VI geno klonavimas

Kompiuterinés programos

hCA VI geno klonavimas planuotas naudojantis programomis: A plasmid Editor v1.17
(ApE) ir pPDRAW32 1.0. ApE programa leidZzia ,teoriskai“ atlikti klonavimg: suranda
vektoriaus multikloninéje srityje patogiy naudoti restrikcijos endonukleaziy kirpimo vietas,
jomis ,,sukarpo® vektoriy bei planuojamg klonuoti PGR produkta, ji jstato j sukirpta
vektoriaus dalj, leidZia pamatyti sukurto konstrukto pilng DNR seka. pDRAW32 1.0.
programa parodo visus konstrukto koduojamus atviro skaitymo rémelius, o tai leidZia
patikrinti, ar naudojant tokiu biidu sukurtg konstrukta vyks tikslinio baltymo sintezé. Toks

pasitikrinimas leidZia jsitikinti, ar klonavimas suplanuotas teisingai.

Polimerazés grandininé reakcija
Polimerazés grandininé reakcija (PGR) taikoma norint padauginti DNR fragmentus.

Reakcijai panaudota Pfu DNR polimeraze, iSskirta i§ Pyrococcus furiosus. Pfu DNR
polimerazé pasiZzymi 5°‘—3‘ polimeraziniu bei 3‘—5° egzonukleaziniu aktyvumais.
Ruosiamas 50 pl miSinys:

= 1,25 fermento aktyvumo vienety Pfu DNR polimerazés;

= 0,5 ng pUC57-hCAVI plazmideés;

= po 0,5 uM tiesioginio ir atvirkStinio pradmeny;

= 0,2 mM dNTP miSinio tirpalo;

= 11X Pfu buferinio tirpalo su MgSOQOy;

= dejonizuoto vandens.

PGR atlikta termocikleryje pagal Sig programa:
1. Pradiné DNR denatiiracija 5 min 95°C temperatiiroje.
DNR denatiiracija 30 s 95°C temperatiiroje.
Pradmeny prilydymas prie DNR 30 s 65°C temperatiiroje.

DNR sintezé 1 min 72°C temperatiiroje.

A

Galutinis i8sikiSusiy DNR galy uZpildymas 5 min 72°C temperatiiroje.
2-4 stadijos kartojamos 25 kartus.

Reakcijos produktai patikrinami 1,5 % agarozés gelyje.
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DNR elektroforezé 1,5 % agarozés gelyje

ParuoSiamas 1,5 % agarozés gelis 1X TAE DNR elektroforezés buferiniame tirpale,
turintis 0,5 pg/mL etidZio bromido. SumaiSoma 5 pL. miSinio, gauto po PGR, su 1 pL daZo
(6X Orange Loading Dye) ir uZneSama ant gelio. Salia méginiy uZneSami 4 L. DNR dydZio
zymens (GeneRuler™ DNA Ladder Mix). Elektroforezé vykdoma esant 8 V/em? jtampai
naudojant 1X TAE DNR elektroforezés buferinj tirpalg, turintj 0,25 pg/mL etidZio bromido.
Orange G dazui, esanfiam 6X Orange Loading Dye tirpale, pasiekus gelio apacia,

elektroforezé nutraukiama. Gelis analizuojamas ultravioletingje Sviesoje.

PGR produkto gryninimas i§ PGR miSinio
PGR produktas i§ PGR miSinio gryninamas naudojant ,GeneJET™ PCR Purification
Kit* rinkinj. Dirbama pagal gamintojo pateikta protokola. ISskirtos DNR koncentracija

matuojama ,,NanoDrop* spektrofotometru (A = 260 nm).

PGR produkto ir pET15b vektoriaus restrikcija

PGR produkto restrikcijos misinys: PETI15b vektoriaus restrikcijos misinys:

= po 10 fermento aktyvumo vienety Ndel ir | * po 10 fermento aktyvumo vienety Ndel

Xhol restrikcijos endonukleaziy; ir Xhol restrikcijos endonukleaziy;
= 415 ng i8gryninto PGR produkto; = 200 ng pET15b vektoriaus;
= 2X Tango buferio; = 2X Tango buferio;
= dejonizuoto vandens. = dejonizuoto vandens.

Restrikcija vydoma laikant §iuos miSinius 2 val. 37°C temperatiroje. Po to méginiai

kaitinami 20 min 80°C temperatiiroje, kad fermentai prarasty aktyvuma.

Linearizuoto pET15b vektoriaus defosforilinimas

Pasibaigus restikcijos laikui, vektoriaus 5° galo fosfatai paSalinami j restrikcijos mi$inj
pridéjus SAP (1 fermento aktyvumo vieneta) bei 1X fermento buferinio tirpalo.

Reakcija vykdoma 37°C temperatiiroje 30 min. Po to reakcijos miSinys kaitinamas
20 min 65°C, kad fermentas prarasty aktyvumg. Toliau restrikcijos linearizuotas vektorius ir

sukarpytas PGR produktas frakcionuojami 1,5 % agarozés gelyje anks€iau aprasytu bidu.
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DNR fragmenty gryninimas is agarozés gelio

Sukarpytas PGR produktas bei linearizuota plazmidé UV Sviesoje iSpjaunami i$
agarozés gelio ir gryninami naudojant ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit“ rinkinj pagal
gamintojo pateikta protokolg. ISgryninty produkty koncentracija matuojama ,,NanoDrop*

spektrofotometru (A = 260 nm).

Ligavimas

PGR produkto kiekis reikalingas ligavimui apskai¢iuojamas pagal formule:
PGR produkto santykis su vektoriumi - (PGR produkto dydis (kb)/Vektoriaus dydis
(kb)) - vektoriaus kiekis (ng) = PGR produkto kiekis (ng)
PGR produkto/vektoriaus santykis pasirenkamas empiriskai, daZniausiai naudojamas santykis
3:1. Vektoriaus kiekis ligavimo miSinyje gali svyruoti nuo 10-50 ng. Jis taip pat
pasirenkamas empiriskai, daZniausiai — 25 ng.
PGR produkto kiekio ligavimo miSinyje apskai¢iavimas:
pET15b-hCAVI-1 konstruktui: 3 - (0,929 kb / 5,708 kb) + 25 ng = 12,2 ng
pET15b—hCAVI-2 konstruktui: 3 -+ (0,788 kb / 5,708 kb) + 25 ng = 10,3 ng

Ruosiamas 20 pL reakcijos miSinys:
= 12,2 ng PGR produkto pET15b—hCAVI-1 konstruktui, 10,3 ng PGR produkto
pET15b—hCAVI-2 konstruktui;
= 25 ng pET15b vektoriaus;
= [X ligavimo reakcijos buferinio tirpalo;
= 5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazés;
= dejonizuoto vandens.
Reakcija vykdoma 5 min 22°C temperatiiroje. Ligavimo miSinys naudojamas E. coli

kompetentiniy Igsteliy transformacijai.
Kompetentiniy E. coli 1asteliy paruosimas

1. E. coli lasteleés steriliai uzséjamos ant kietos agarizuotos LB mitybinés terpés su
selektyviu kiekvienam kamienui antibiotiku Petri I¢kstel¢je ir auginamos per naktj (16
val.) 37 °C temperatiroje, kol susiformuoja pavienés kolonijos.

2. Perkeliama viena E. coli bakterijy kolonija (2-3 mm skersmens) i§ Petri 1ekstelés j

10 mL LB mitybing terp¢ su su selektyviu kiekvienam kamienui antibiotiku ir
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auginama termostatuojamoje purtykléje per naktj (16 val.) 37°C temperatiiroje esant
250 purt./min.

3. T 1L kolbg su 250 mL LB mitybinés terpés ir selektyviu kiekvienam kamienui
antibiotiku perkeliama 2,5 mL pradinés kultiros. Auginama termostatuojamoje
purtykléje 37°C temperatiiroje esant 250 purt./min tol, kol lasteliy tirpalo optinis
tankis (A = 600 nm) pasiekia apie 0,55.

4. Kolba perkeliama j ledo vonig ir laikoma 10 min.

5. UZaugusios lgstelés centrifuguojamos 10 min esant 1500 g 4°C temperatiiroje.

6. Terpé nupilama, apverstos kolbos statomos ant popierinio rankSluos¢io ir laikoma
2 min, kad nubégty terpés likuciai.

7. Atsargiai suspenduojamos lastelés 80 mL $alto transformacijos buferio.

8. Pakartojami 4 ir 5 etapai.

9. Atsargiai suspenduojamos lastelés 20 mL $alto transformacijos buferio.

10. Pridedama 1,5 mL DMSO. PamaiSoma ir laikoma 10 min leduose.

11. Kompetentinés lastelés greitai iSpilstomos po 100 pyL j atSaldytus ependorfinius

meégintuvélius ir uzSaldomos skystame azote. Laikomos -80°C temperatiroje.

Kompetentiniy E. coli 13steliy transformacija

1. Paruostos Petri 1ékStelés su agarizuota LB mitybine terpe ir reikiamu antibiotiku 1 val.
paSildomos 37°C temperatiiroje. Transformuojant XLI-blue ir BL21 (DE3) kamienus,
naudojamos léksteles su ampicilinu (100 pg/mL), o Rosetta™ 2 (DE3) — su ampicilinu
(100 pg/mL) ir chloramfenikoliu (34 pg/mL).

2. Kai po ligavimo atliekama lasteliy transformacija ligavimo miSiniu, i 50 pL
kompetentiniy XLI-blue kamieno lgsteliy jdedama 5 pL ligavimo miSinio. Kai
transformuojami baltymy raiSkos kamienai BL21 (DE3) ir Rosetta™ 2 (DE3) ar
atliekamas pakartotinis konstrukto padauginimas XLI-blue kamiene, tai i 50 pL
kompetentiniy lgsteliy jpilama 1 pL. plazmidés.

3. Transformacijos miSinys laikomas 30 min ledo vonioje.

4. Vykdomas temperatiirinis Sokas 90 s 42°C temperatiroje, po to miSinys greitai
perkeliamas j ledo vonig ir ten laikomas 2 min.

5. | reakcijos miSinj pridedama 400 pL skystos S. O. C. terpés ir Igstelés auginamos

45 min 37°C temperatiiroje termostatuojamoje purtykléje esant 250 purt./min.
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6. Toliau méginiai centrifuguojami 2 min esant 3300 g kambario temperattroje. Terpé
nupilama, lastelés suspenduojamos likusiuose 100 pL terpés. Paimama 50 pL miSinio
ir steriliai uZséjama ant paSildytos Petri 1ékStelés. Léekstelé laikoma termostate 37°C

temperattroje per naktj (16 val.).

Plazmidinés DNR gryninimas

Plazmidinés DNR iSskyrimui i§ E. coli XLI-blue kamieno bakterijy biomasés
naudojamas ,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit* rinkinys. DNR skiriama pagal gamintojo
pateikta protokola. DNR koncentracija matuojama ,,NanoDrop“ spektrofotometru

(A =260 nm).

Klony atranka

Kad jsitikintume, jog ] vektoriy teisingai jsistat¢ reikiamo dydZzio fragmentas,
konstruktas karpomas su Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazémis ir restrikcijos produktai
analizuojami 1,5 % agarozes gelyje anksCiau apraSytais biidais. Atrinktos plazmidinés DNR

seka nustatoma VU Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre.
2.2.2. Rekombinantinio hCA VI geno raiskos gavimas

hCA VI raiska E. coli bakterijy BL21 (DE3) ir Rosetta™™ 2 (DE3) kamienuose

1. Vykdant baltymo raiSkg BL21 (DE3) kamiene, | 100 mL LB mitybinés terpés su
100 pg/mL ampicilino, o Rosetta™ 2 (DE3) kamiene — j 100 mL LB mitybinés terpés
su 100 pg/mL ampicilino ir 34 pg/mL chloramfenikolio uZs¢jama viena kolonija nuo
Petri 1¢ksStelés ir auginama per naktj (16 val.) termostatuojamoje purtykléje 37°C
temperattroje esant 250 purt./min.

2. Per naktj auginta bakterijy kultiira pers¢jama i didesnj terpés tiirj santykiu 1:50 ir,
priklausomai nuo naudojamo kamieno, | ja pridedama atitinkamo antibiotiko.

3. Auginama termostatuojamoje purtykléje 37°C temperatiiroje esant 250 purt./min, kol
lasteliy tirpalo optinis tankis (A = 600 nm) pasiekia apie 0,7.

4. Baltymy raiSkos prie§ tikslinio baltymo raiska patikrinimui, paimamas 300 pL
meéginys 1§ lagsteliy kultiros. Jis paruoSiamas analizei poliakrilamido gelyje:
centrifuguojamas 2 min esant 3300 g kambario temperatiiroje, terpé¢ nupilama,
nuosédos suspenduojamos 30 ul. 1X baltymy elektroforezés daZo ir miSinys

pakaitinamas 5 min 95°C temperatiiroje.
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5. Tikslinio baltymo raiSka indukuojama pridedant 1 mM IPTG ir 0,1-0,7 mM ZnSOy4 (i$
pradziy indukcijai naudota 0,1 mM ZnSOy, véliau, siekiant gauti kuo daugiau tirpaus
ir aktyvaus baltymo, ZnSO, koncentracija buvo padidinta iki 0,7 mM). Toliau
auginama dviem biidais: arba 4 wval. 30°C, arba per naktj (16 val.) 20°C
termostatuojamoje purtykléje esant 250 purt./min.

6. Pasibaigus lgsteliy auginimo laikui, paruoSiamas Igsteliy lizatas po tikslinio baltymo
raiSkos indukcijos. Norint paimti vienoda lasteliy kiekj prie§ ir po indukcijos,
pamatuojamas lgsteliy optinis tankis pasibaigus auginimo laikui ir padalinamas i§
optinio tankio, buvusio pries tikslinio baltymo indukcija. Gautas santykis parodo, kiek
karty maZziau reikia paimti Igsteliy kultiros méginio pasibaigus auginimo laikui.
Méginys paruoSiamas analizei poliakrilamido gelyje 4 Zingsnyje aprasytu btdu.

7. Uzauginta bakterijy kultiira centrifuguojama 20 min esant 3300 g 4°C temperatiroje.
Terpé nupilama. Biomasé¢ laikoma -20°C temperatiiroje.

8. Paruosti lasteliy lizaty méginiai analizuojami poliakrilamido gelyje.

Baltymy elektroforezé poliakrilamido gelyje:

Baltymy elektroforez¢  denatiiruojaniomis  sglygomis natrio  dodecilsulfato
poliakrilamido gelyje atlickama pagal Laemmli metodikg (1970 m.). Apatinis frakcionuojantis
gelio tirpalas pilamas tarp Svariai nuvalyty dviejy elektroforezés stikly paliekant 2 cm atstuma
nuo jy virSaus. Tam, kad gelio pavirSius bity lygus, jis uZsluoksniuojamas distiliuotu
vandeniu. Polimerizacija kambario temperatiiroje trunka apie 30 min. Po to uZsluoksniuotas
distiliuotas vanduo nupilamas, sustingusio gelio pavirS$ius nusausinamas filtriniu popieriumi.
Pilamas virSutinio gelio tirpalas iki elektroforezés stikly virSaus ir jstatomos ,,Sukutés®.
Polimerizacija kambario temperatiiroje trunka apie 30 min. VirSutiniam geliui sustingus,
stiklai su geliu statomi j elektroforezés aparatg, aparato blokas uZpilamas 1X glicino-NDS-
TRIS baltymy elektroforezés buferiniu tirpalu ir i§imamos ,,Sukutés®. | susidariusius gelio
Sulinélius jneSami baltymy dydZio Zymuo ir méginiai. Elektroforezé vykdoma esant 50 mA
stiprio srovei, kol daZo linija pasiekia frakcionuojancio gelio apacia. Toliau gelis daZomas
20 min poliakrilamido geliy dazu 25°C temperatiroje esant 70 purt./min. Po to virinamas

distiliuvotame vandenyje 10 min, kol iSblunka.
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2.2.3. Rekombinantinés hCA VI tirpumo patikrinimas ir gryninimas

Tirpiy ir netirpiy baltymy nustatymas:

1. 1 g bakterijy biomasés tirpinamas 6 mL ardymo buferiniame tirpale.

2. Jpilama PMSF, kad galutiné koncentracija biity 1 mM, ir maiSoma 1 val. 4°C
temperatiroje.

3. Lastelées ardomos ultragarsu 10 min kas 60 s darant 60 s pertraukas esant 50 %
vibracijos amplitudei.

4. Lizatas centrifuguojamas 20 min esant 48254 g 4°C temperatiiroje.

5. Tirpiy baltymy, esanciy supernatante, koncentracija matuojama Bradfordo metodu.
Nuosédose esantys baltymai iStirpinami 2 mL 8 M karbamido tirpale ir jy
koncentracija taip pat matuojama Bradfordo metodu (Bradford, 1976).

6. RuoSiami tirpios ir netirpios baltymy frakcijy méginiai: j 30 pL baltymo tirpalo pilama
6 pL 6X baltymy elektroforezés daZo. MiSiniai kaitinami 5 min 95°C temperatiiroje.

7. Meéginiai analizuojami poliakrilamido gelyje.

Rekombinantinés hCA VI gryninimas

6 g bakterijy biomasés suspenduojami 25 mL ardymo buferinio tirpalo. [pilama PMSF,
kad galutiné koncentracija biity 1 mM, ir maiSoma 1 val. 4°C temperatiiroje. Ardoma
ultragarsu ledo vonel¢je 13 min kas 60 s darant 60 s pertraukas esant 70 % vibracijos
amplitudei. Centrifuguojama 20 min esant 48254 g 4°C temperatiiroje. Vykdoma metaly

chelatiné chromatografija. Baltymy tirpalas leidZiamas per kolonéle, uZpildyta 10 mL

2+
sefarozés su imobilizuotais Ni  jonais. Jos pusiausvyrinimui naudotas 25 mM TRIS buferinis

tirpalas, kuriame yra 100 mM Na,SO,, 50 mM imidazolo, pH 8,5. Tek¢jimo greitis —
70 mL/val. Baltymas desorbuojamas didinant imidazolo koncentracija nuo 50 mM iki
700 mM. Frakcijose esanciy baltymy koncetracija matuojama Bradfordo metodu (Bradford,
1976). Toliau baltymai analizuojami poliakrilamido gelyje. Sujungiamos tikslinj baltyma
turinCios frakcijos. Baltymo tirpalas dializuojamas per naktj (16 val.) 100 mM TRIS
buferiniame tirpale su 200 mM Na,SOy, pH 8,5.

Norint gauti tik teisingai susivyniojusias CA, baltymo tirpalas leidZiamas per kolonéle,
kuri yra uzpildyta 3 ml p-aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze, vadinama
afininiu sorbentu. Gryninimas paremtas CA saveika su ant sorbento kovalentiSkai prijungtais

CA slopikliais (sulfonamidais). Kolonélés pusiausvyrinimui naudojamas 100 mM TRIS
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buferinis tirpalas su 200 mM Na,SO4, pH 8,5. Tekéjimo greitis — 45 mL/val. Baltymo
desorbcijai naudojamas 100 mM CH;COONa buferinis tirpalas su 400 mM NaNj;, pH 5,6.
Frakcijose esanciy baltymy koncetracija matuojama Bradfordo metodu (Bradford, 1976).
Toliau baltymai analizuojami poliakrilamido gelyje. Sujungiamos tikslinj baltymg turinc¢ios
frakcijos. Baltymo tirpalas dializuojamas per naktj (16 val.) 25 mM MES buferiniame tirpale
su 50 mM Na,SO4 pH 5,9.

2.2.5. Rekombinantinés hCA VI stabilumo jvertinimas ir jungimosi su slopikliais

matavimas terminio poslinkio metodu

Rekombinantinés hCA VI stabilumo jvertinimas

Skiedziant dializés buferiniu tirpalu (25 mM MES su 50 mM Na,SO4 pH 5,9),
ruoSiamas pradinis 20 uM rekombinantinés hCA VI tirpalas, turintis 100 uM ANS. |
meéginius iSpilstoma po 10 uL pradinio baltymo tirpalo ir po 10 uL reagenty tirpaly (2.1 ir 2.2

lentelés), kuriy jtaka baltymo stabilumui norima iStirti.

2.1 lentelé. Buferiniai tirpalai, naudoti hCA VI stabilumui jvertinti (galutiné koncentracija 100 mM).

NaHCO;, NaFosfatas, NaFosfatas, NaFosfatas, PIPES, PIPES,
pH 8,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 6,5 pH 7,5
NaCitratas, NaCitratas, NaCitratas, NacCitratas, NaCitratas, NaFormiatas,
pH 3,5 pH 4,5 pH 5,5 pH 6,5 pH 7,5 pH 3,0
NaFormiatas, | NaSukcinatas, | NaSukcinatas, | NaAcetatas, NaAcetatas, NaAcetatas,
pH 3,5 pH 6,5 pH 7.0 pH 4,0 pH 4,5 pH 5,0
NaAcetatas, HEPES, HEPES, HEPES, TRIS, TRIS,
pH 5,5 pH 6,5 pH 7,5 pH 8,5 pH 7,5 pH 8,0
TRIS, TRIS, MES, MES, Glicinas,
pH 8,5 pH 9,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 9,5
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2.2 lentelé. Reagentai ir jy galutinés koncentracijos, naudotos hCA VI stabilumui jvertinti.

750,0 mM | 375,0 mM
1125,0 mM 562,5 mM 281,3mM | 140,6 mM | 70,3 mM 35,2 mM guanidino guanidino
karbamido karbamido | karbamido | karbamido | karbamido | karbamido | hidrochlo- | hidrochlo-
rido rido
187,5 mM 93,8 mM 1000,0
500,0 mM | 250,0 mM | 1250 mM | 62,5 mM 31,3 mM
guanidino guanidino mM
gliukozés | gliukozés | gliukozés gliukozés gliukozés
hidrochlorido | hidrochlorido | gliukozés
250,0 mM 125,0 mM 62,5mM | 31,3mM | 50,0mM | 50,0 mM 50,0 mM 50,0 mM
imidazolo imidazolo imidazolo | imidazolo BaCl, CaCl, KCl1 MgCl,
50,0 mM 100,0 mM 100,0 mM | 100,0 mM | 100,0 mM | 100,0 mM | 500,0 mM | 250,0 mM
NaCl NaBr NaCl NaF Nal Na,SOy4 NaCl NaCl
125,0 mM 62,5 mM 31,3mM | 500,0 mM | 250,0 mM | 125,0mM | 62,5 mM 31,3 mM
NaCl NaCl NaCl Na,SO, Na,SO, Na,SO, Na,SO, Na,SO,
2 % 5% 10 % 2 % 5% 10 % 2,0 mM 20,0 mM
DMSO DMSO DMSO glicerolio | glicerolio | glicerolio EDTA EDTA
50,0 mM
H,0
EDTA

Rekombinantinés hCA VI stabilumo priklausomybei nuo pH tirti naudoti du universaliis
buferiniai tirpalai:

1. 100 mM natrio acetato, 100 mM natrio fosfato, 50 mM natrio borato ir 100 mM natrio
chlorido, pH 4,6-9;

2. 100 mM natrio acetato, 100 mM natrio fosfato, 50 mM natrio borato ir 100 mM natrio
sulfato, pH 4,6-9.

] méginius iSpilstoma po 10 pL pradinio baltymo tirpalo ir po 10 pL atitinkamo pH
universalaus buferinio tirpalo. Matavimai atliekami realaus laiko PGR termocikleryje ,,Rotor-
Gene 6000 (QIAGEN Rotor-Gene Q) spectrofluorimeter* keliant temperatiirg 1°C per minute
grei€iu nuo 25°C iki 99°C. ANS suzadinimui naudojama 365 + 5 nm Sviesa, o fluorescencijos

emisija registruojama esant 460 + 5 nm bangos ilgiui.

Slopikliy jungimosi su rekombinantine hCA VI matavimas terminio poslinkio metodu
Po gryninimo metaly chelatinés chromatografijos metodu matuotas jungimasis su
sulfonamidiniais slopikliais. SkiedZiant 100 mM TRIS buferiniu tirpalu, kuriame yra 200 mM
Na,SOy, pH 8,5, ruoSiamas pradinis 20 uM rekombinantinés hCA VT tirpalas, turintis 100 uM
ANS. Saveikai su sulfonamidiniais slopikliais matuoti terpéje, kurios pH 7,5, pradinis 20 uM
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rekombinantinés hCA VI tirpalas su 100 uM ANS ruoSiamas skiedZiant universaliu buferiniu
tirpalu, kuriame yra 100 mM natrio acetato, 100 mM natrio fosfato, 50 mM natrio borato
100 mM natrio sulfato, pH 7,5.

Ligandas iStirpinamas DMSO, gauto tirpalo koncentracija yra 10 mM. Jj skiedZiant
vandeniu, ruoSiami 200 pM, 100 puM, 50 uM, 25 pM, 12,5 uM ir O pM ligandy tirpalai,
turintys 4 % DMSO. I méginius iSpilstoma po 10 uL pradinio 20 uM baltymo tirpalo, turin¢io
100 pM ANS, ir po 10 pL atitinkamos koncentracijos ligando tirpalo. Gauti 10 uM baltymo
tirpalai, turintys 100 uM, 50 puM, 25 pM, 12,5 puM, 6,25 uM ir O uM ligando. Matavimai
atliekami realaus laiko PGR termocikleryje ,,Rotor-Gene 6000 (QIAGEN Rotor-Gene Q)
spectrofluorimeter* keliant temperatiirg 1°C per minut¢ greiciu nuo 25°C iki 99°C. ANS
suzadinimui naudojama 365 + 5 nm Sviesa, o fluorescencijos emisija registruojama esant 460

+ 5 nm bangos ilgiui.

Duomeny apdorojimas
Terminio poslinkio metodu gauti rezultatai apdoroti ThermoFluor++ 1.4.2 ir Microsoft

Office Excel programomis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Rekombinantinio hCA VI geno klonavimas

Sukonstruoti du hCA VI konstruktai: pET15b—hCAVI-1 bei pET15b-hCAVI-2, skirti
hCA VI geno raiskai E. coli 13stelése:
= pET15b-hCAVI-1 konstrukto rekombinantinis hCA VI genas koduoja UniProtKB
duomeny bazéje paskelbta hCA VI (P23280) seka nuo 1 iki 308 (paskutinés)
aminortgsties;
= pET15b-hCAVI-2 konstrukto rekombinantinis hCA VI genas koduoja UniProtKB
duomeny bazeje paskelbta hCA VI (P23280) seka nuo 21 iki 280 aminortgsties. Sia
fermento geno dalj nuspresta klonuoti, atsizvelgiant j anks¢iau Biotermodinamikos ir
vaisty tyrimo skyriuje sékmingai gautos rekombinantinés hCA XII (30-291
aminoriigsties) sekos palyginimg su laukinio tipo hCA VI (wt hCA VI) (palyginimas
atliktas MultAline programa). Wt hCA VI baltymo sekos dalis, panaSiausia |
rekombinantinés hCA XII (30-291 aminoriigsties) sekg buvo panaudota

rekombinantinés hCA VI karimui.

B304 xXhol (1)
STOP 63036301

START 53705377

5374 Nael (1)}

Iac0 52755248

T7 promotorius 5248, 5230

AmpR 1069..209

PET15b-hCAV-1

B632 bp

;.

|
;; A X
o -, J4mad
o st
e J Ilw:un.m
i | TT premotories 461,479
o AmpR 45405500 W
AmpR 2690.3550_ PGR BCAVI(1-308) ) —
PUCST-RCAV > ™
3750 bp = \"
q 708 b Il
PGR BCAVI(21-280) IlI
> /
rd
i 519 lac promotorius 1578.1607 —
\ '

E163 Xhed (1) f
STOP §160.616

START 5377.53789

£374 Ndel (1))

lacO 5275.5248

17 promolorius 5148..52 30\

PET158-hCAN-2 ) ) S—
i replikatorius 18431224
G491 bp )
\\____,/

3.1 pav. hCA VI klonavimo schema. Nuo pUC57-hCAVI plazmidés PGR metodu gauti 929 ir 788 bp hCA VI
fragmentai jsiuvami j baltymy raiskos vektoriy pET15b. Gauti du konstruktai: pET15b—hCAVI-1 (1-308
aminortgsties) ir pET15b—hCAVI-2 (21-280 aminortgsties).
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3.2. Rekombinantinio hCA VI geno raiSkos ir baltymo tirpumo

patikrinimas

3.2.1. Rekombinantinio hCA VI geno raiskos patikrinimas naudojant pET15b-hCAVI-
1 konstruktg

Rekombinantinj hCA VI baltyma buvo tikimasi gauti i§ pET15b—-hCAVI-1 plazmide
transformuoto E. coli BL21 (DE3) kamieno. Keiciant Igsteliy auginimo salygas, buvo
siekiama gauti kuo didesnj kiekj tirpaus, stabilaus ir aktyvaus baltymo. Eksperimenty
pradzioje lastelés iki tikslinio baltymo raiSkos indukcijos IPTG buvo augintos 37°C
temperattiroje. Pasiekus lasteliy tirpalo optinj tankj apie 0,7, i terp¢ buvo pridedama 1 mM
IPTG bei 0,1 mM ZnSOy ir lastelés toliau augintos 4 val. 30°C. Taciau reikiamo baltymo
sintez¢ nevyko. Pakeitus auginimo salygas ir po indukcijos auginant per naktj (16 val.) 20°C
temperatiroje, tikslinio baltymo taip pat negauta.

Pakeitus BL21 (DE3) kamieng j Rosetta™ 2 (DE3) ir auginant lasteles anksciau

apraSytomis salygomis rekombinantiné hCA VI (1-308 aminoriigsties) irgi negauta.

3.2.2. Rekombinantinio hCA VI geno raiskos patikrinimas naudojant pET15b-hCAVI-
2 konstrukta

Nepavykus gauti rekombinantinio hCA VI baltymo raiskos naudojant pET15b-hCAVI-
1 konstrukta, buvo sukurtas pET15b—hCAVI-2 konstruktas. Jo raiSkai naudotas E. coli BL21
(DE3) kamienas. Lastelés buvo augintos 37°C temperatiiroje, kol jy optinis tankis pasieke
apie 0,7. Tuomet | terpe buvo pridéta 1 mM IPTG bei 0,1 mM ZnSO, ir Igstelés toliau
augintos 4 val. 30°C. Taciau rekombinantinés hCA VI geno raiSkos nebuvo. Tuomet
nuspresta padidinti ZnSOy4 koncentracija indukcijos metu. Manyta, kad kuo didesné ZnSQOq4
koncentracija terpéje, tuo turéty vykti efektyvesné aktyvios hCA VI sintezé, mat Zn** yra CA
kofaktorius. Padidinus ZnSO4 koncentracijg iki 0,3 ir 0,4 mM hCA VI sintez¢ jvyko (3.2

pav.), taciau baltymas buvo netirpus (3.3 pav.).
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66,2

450

3.2 pav. Baltymy raiskos E. coli BL21 (DE3) kamiene patikrinimas poliakrilamido gelyje. Rodyklémis paZyméta
32 kDa dydzio rekombinantiné hCA VI. Takeliuose: M — baltymy dydzio Zymuo; 1,2 — lasteliy lizatas pries ir po
hCA VI raiskos indukcijos (1 mM IPTG, 0,3 mM ZnSO,); 3,4 — lasteliy lizatas prie§ ir po hCA VI raiskos
indukcijos (1 mM IPTG, 0,4 mM ZnSOy).

M 1 2 3 4

33 -pav. E. coli BL21 (]5E3) kamiene gauty baltymy tirpumo patikrinimas poliakrilamido gelyje. Rodyklémis
pazyméta netirpi 32 kDa dydZio rekombinantiné hCA VI. Takeliuose: M — baltymy dydZio Zymuo; 1, 2 — tirpi ir
netirpi baltymy frakcijos (kai baltymo raiskos indukcijai naudota 1 mM IPTG, 0,3 mM ZnSO,); 3,4 — tirpi ir
netirpi baltymy frakcijos (kai baltymo raiskos indukcijai naudota 1 mM IPTG, 0,4 mM ZnSO,).

Gavus netirpy rekombinantinj hCA VI baltymg BL21 (DE3) kamiene, buvo nusprgsta
pET15b—hCAVI-2 plazmide transformuoti Rosetta™ 2 (DE3) kamieng. Lastelés augo létai,
ju optinis tankis pasieké apie 0,7 per 7 val. Tada j terp¢ buvo pridéta 1 mM IPTG bei 0,3 mM
ZnSOy ir toliau auginta per naktj (16 val.) 20°C temperatiroje. Manyta, kad ilgesnis lasteliy
auginimas po indukcijos Zemesnéje temperatiroje sudarys palankesnes salygas vykti tirpaus
baltymo raiskai, nes jo susivyniojimas galés vykti ilgesnj laikg. Taip pavyko gauti tirpig

rekombinanting hCA VI (3.4 pav. ir 3.5 pav.).
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M 1 2
116,0
66,2

184

3.4 pav. Baltymy raika E. coli Rosetta™ 2 (DE3) kamiene. Rodykle paZyméta 32 kDa dydZio rekombinantiné
hCA VI. Takeliuose: M — baltymy dydZio Zymuo; 1 — Igsteliy lizatas pries hCA VI raiskos indukcija; 2 — lasteliy
lizatas po hCA VI raiSkos indukcijos.

M 1 2

18,4
14,4

3.5 pav. E. coli Rosetta™ 2 (DE3) kamiene gauty baltymy tirpumo patikrinimas poliakrilamido gelyje.
Rodyklémis pazymeétos tirpi ir netirpi 32 kDa rekombinantiné hCA VI. Takeliuose: M — baltymy dydZio Zymuo;
1 — tirpiy baltymy frakcija; 2 — netirpiy baltymy frakcija.

I8 elektroforezés duomeny galime teigti, kad efektyvesné baltymo raiSka vyksta BL21
(DE3) kamiene nei Rosetta' " 2 (DE3). Taiau tirpus baltymas gaunamas tik Rosetta’ ™ 2
(DE3) kamiene, todél §is kamienas naudojamas tolimesniems tyrimams.

Be to, buvo nuspresta padidinti ZnSOy4 koncentracijg hCA VI raiskos indukcijos metu iki
0,5 mM ir patikrinti, ar vyks efektyvesné¢ rekombinantinés hCA VI sintez¢, ar tokia
koncentracija jau yra nuodinga Igsteléms. Pasirodé, kad tokia ZnSO,4 koncentracija lasteléms
dar néra pavojinga ir rekombinantinés hCA VI sintezé jvyko (3.6 pav.). Tod¢l nutarta
patikrinti, ar vyks tikslinio baltymo sintez¢ padidinus ZnSO, koncentracijg raiSkos indukcijos
metu iki 0,7 mM. Tuomet lgstelés augo labai létai, hCA VI negauta. Vadinasi, tokia ZnSO4

koncentracija yra lgsteléms nuodinga.
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3.6 pav. Baltymy raidka E. coli Rosetta™ 2 (DE3) kamiene. Rodykle pazyméta 32 kDa dydzZio rekombinantiné
hCA VI. Takeliuose: M — baltymy dydZzio Zymuo; 1 — lasteliy lizatas prie§ hCA VI raiSkos indukcija; 2 — Igsteliy
lizatas po hCA VI raiskos indukcijos.

3.3. Rekombinantinés hCA VI gryninimas

Pirmiausia buvo gryninamas baltymas i§ biomaseés, kurios augimo metu hCA VI raiSkos

indukcijai naudota 1 mM IPTG ir 0,3 mM ZnSO,. Kadangi baltymas turi heksahistidino
uodegele, tai jis grynintas naudojant sefaroz¢ su imobilizuotais Ni2+ jonais. Metaly chelatinéje
chromatografijoje sgveika tarp baltymy ir sorbento vyksta susidarant koordinaciniams rySiams
tarp sorbento ligando su imobilizuotais Niz+jonais ir baltymo heksahistidino uodegélés.

Baltymas desorbuojamas didinant imidazolo koncentracijag nuo 50 mM iki 700 mM (3.7 pav.).

M 1 2 3 4 5 6 7 8
116.0

66,2

14.4

3.7 pav. hCA VI elektroforezé poliakrilamido gelyje po gryninimo metaly chelatinés chromatografijos metodu.
Takeliuose: M — baltymy dydzZio Zymuo; 1 — tirpi baltymy frakcija prie§ gryninima; 2 — gryninimo metu ant
sorbento nesisorbavusiy baltymy frakcija; 3-8 — frakcijos su rekombinantine hCA VI, kuri desorbuota didinant
imidazolo koncentracijg nuo 50 mM iki 700 mM.
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Norint paSalinti neteisingai susivyniojusias CA, baltymo tirpalas leistas per kolonéle,
uzpildyta afininiu sorbentu. Gauta 14 mg teisingai susivyniojusios hCA VI, sgveikaujancios
su sulfonamidiniais CA slopikliais (3.8 pav.). Be to, VU ChF prof. S. Tautkaus atlikta Sio
baltymo cinko analizé parodé, kad baltymo koncentracija lygi cinko koncentracijai. Vadinasi,

100 % baltymo yra su cinku, kuris yra biitinas CA ir sulfonamidinio slopiklio jungimuisi.
M 1 2 3 4 5 6

116.0

66.2

45.0

350

(=]
Lh
(=1

18.4
14.4

3.8 pav. hCA VI elektroforezé poliakrilamido gelyje po gryninimo afininés chromatografijos metodu. Naudotas
sorbentas su kovalenti$kai prijungtais sulfonamidiniais slopikliais. Takeliuose: M — baltymy dydZzio Zymuo; 1 —
tirpiy baltymy frakcija po gryninimo metaly chelatinés chromatografijos metodu; 2-6 — frakcijos su
rekombinantine hCA VI, kuri desorbuota su 400 mM NaNj.

Kadangi miisy gauto tirpaus baltymo iSeiga buvo nedidelé, nutarta dar padidinti ZnSO4
koncentracijg indukcijos metu. Manyta, kad taip bus gaunama daugiau aktyvaus baltymo.
Tod¢l dar atliktas gryninimas i§ biomaseés, kai tikslinio baltymo raiSkos indukcijai naudota
1 mM IPTG ir 0,5 mM ZnSOy4. Po gryninimo metaly chelatinés chromatografijos metodu
gauta tirpi rekombinantiné hCA VI (3.9 pav.). Taciau baltymas iSkrito j nuosédas. Manoma,
kad baltymo sintezé vyko greiCiau ir jis nespéjo susivynioti i natyvig konformacija, todél

suformavo agregatus.

M 1 2 3 4 5 6 7

1160 =

66.2 *

450 "3

35.0 -

250 S —

——
18.2 4.
14.4

3.9 pav. hCA VI elektroforezé poliakrilamido gelyje po gryninimo metaly chelatinés chromatografijos metodu.
Takeliuose: M — baltymy dydZio Zymuo; 1 — tirpiy baltymy frakcija prie§ gryninimg; 2 — gryninimo metu ant
sorbento nesisorbavusiy baltymy frakcija; 3—7 — frakcijos su rekombinantine hCA VI, kuri desorbuota didinant
imidazolo koncentracija nuo 50 mM iki 700 mM.
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3.4. Rekombinantinés hCA VI stabilumo jvertinimas

Terminio poslinkio metodu jvertinta jvairiy reagenty, buferiniy tirpaly ir jy pH jtaka

rekombinantinés hCA VI stabilumui. Kuo didesné baltymo lydymosi temperatiira (7,), tuo

stabilesnis baltymas tiriamose salygose.

Sékmingai iSgryninus baltyma svarbu parinkti buferinj tirpalg ir kitus jo komponentus,

kuriame baltymas likty stabilus kuo ilgesnj laikg. Norint suZinoti, kokiame buferiniame tirpale

rekombinantiné hCA VI stabiliausia, nustatyta baltymo 7}, skirtingoms salygoms (3.10 pav.).

Palyginta su hCA Tir hCA II 7,, tose paciose saglygose (3.11 pav.).

Tm,°C
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40
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hCA VI
|
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pH

—a—TRIS
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—e&— NaFosfatas
NaCitratas
—e—Glicinas
MES
—e—PIPES
—a—MNaHCO3
—a— NaSukcinatas
—e—NaFomiatas

3.10 pav. Rekombinantinés hCA VI lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo pH. Matavimy paklaida 0,3°C.

hCA |

70

60

0 4

b

“

—8-0

3 4

i

S oH

6 7 8 9 10

70
60
50

hCA Il

2

—-0

3

4

oBalitEA

—a—TRIS
—a—HEPES
NaAcetatas
—a—NaFosfatas
NaCitratas
—e—Glicinas
MES
—e—PIPES
—a—NaHCO3
—&—NaSukcinatas
—e—NaFomiatas

5pH6

7

8§ 9 10

3.11 pav. Rekombinantiniy hCA I ir hCA II lydymosi temperatiiry priklausomybé nuo pH. ISmatuota
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje L. Baranauskienés. Matavimy paklaida 0,3°C.

41



Pagal 3.10 paveiksle pateiktus duomenis, rekombinantiné hCA VI stabiliausia
buferiniuose tirpaluose, kuriy pH 5-6. Tai parodo auks$ta baltymo lydymosi temperatiira
natrio acetato buferiniame tirpale, kurio pH 5 (7,, = 59,4°C) arba pH 5,5 (7}, = 59,7°C), bei
MES buferiniame tirpale, kurio pH 5 (7,, = 59,9°C) arba pH 6 (7,, = 59,4°C). Pasirinkta po
gryninimo rekombinanting hCA VI laikyti MES buferiniame tirpale, kurio pH 5,9. hCA 1,
kuri organizme gausiausiai randama, stabiliausia TRIS buferiniuose tirpaluose, kuriy pH 7,5—
9. Didziausig katalitinj aktyvuma turinti hCA II stabiliausia natrio fosfato buferiniame tirpale,
kurio pH 8. hCA 1, kaip ir hCA II, riigs§tinéje terpéje destabilizuojama. PavyzdZiui, hCA 1
lydymosi temperatiira 10,7°C mazesné¢ uz hCA VI lydymosi temperatiirg MES buferiniame
tirpale, kurio pH 5, o hCA 1II lydymosi temperatiira 12°C maZesné¢ uz hCA VI lydymosi
temperatiirg natrio acetato buferiniame tirpale, kurio pH 5. hCA I ir hCA VI denattiruoja
buferiniuose tirpaluose, kuriy pH 3,5, o hCA II — pH 4. Natrio citratas Siek tiek destabilizuoja
tirtas CA izoformas, nes baltymy lydymosi temperattira citratiniuose buferiniuose tirpaluose
Zemesné nei to paties pH kituose buferiniuose tirpaluose. Sarminéje terpéje, pavyzdziui, TRIS
buferiniuose tirpaluose pH didé¢jant nuo 7,5 iki 9, hCA I ir hCA II lydymosi temperatiira
didéja, o hCA VI — mazgja. Glicino buferiniame tirpale, kurio pH 9,5, hCA T ir hCA II i§lieka
stabilios, o hCA VI - denatiiruoja. Manoma, kad didesnis hCA VI stabilumas riigStin¢je
terpéje leidZia baltymui iSlikti aktyviam seilése, kuriy pH ~ 7, ir rigsStingje skrandZio
aplinkoje, kur baltymas patenka nurytas su seilémis.

Ivertinta osmolity jtaka rekombinantinés hCA VI stabilumui (3.12 pav.).

65 . .
—+=—Gliukozé
60 - =& Guanidino
hidrochloridas

O Imidazolas
°z 55 -
= —e—Karbamidas

50 -

45 T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentracija, mM

3.12 pav. Rekombinantinés hCA VI lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo osmolity koncentracijos.
Matavimy paklaida 0,3°C.

Baltymg stabilizuojantys osmolitai padeda baltymui iSlaikyti natyvig konformacija, o
destabilizuojantys osmolitai denatiiruoja baltyma. Gliukozé yra vienintelis rekombinanting

hCA VI stabilizuojantis osmolitas, karbamidas — silpnai destabilizuojantis, guanidino
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hidrochloridas ir imidazolas — stipriai destabilizuojantys baltymg. Gryninant metaly chelatinés
chromatografijos metodu, rekombinantiné hCA VI desorbuota didinant imidazolo
koncentracijg iki 700 mM, o pagal 22 paveiksle pateiktus duomenis baltymas stipriai
destabilizuojamas esant 250 mM imidazolo koncentracijai. Manoma, kad dializés metu vyksta
po metaly chelatinés chromatografijos gautos rekombinantinés hCA VI renatiiracija ir
atkuriama natyvi baltymo struktira.

Nustatyta, kaip rekombinantinés hCA VI stabilumas priklauso nuo jvairiy katijony

(3.13pav. A) ir anijony (3.13 pav. B).
A

0
. T

2 {Ba* caz

Mg2+
-7 g 7

3.13 pav. Rekombinantinés hCA VI lydymosi temperatiiry skirtumas lyginant su drusky neturinciu baltymo
tirpalu. A — jvairiy katijony sudaromy chlorido drusky koncentracija 50 mM; B — jvairiy anijony natrio drusky
koncentracija 100 mM. Matavimy paklaida 0,3°C.

Visi tirti katijonai ir anijonai silpnai destabilizuoja baltyma, iSskyrus: Mg2+ (AT, =-6,2°C) ir
I (AT,, = - 4,1°C). Na*, K*, CI'ir SO,* lydymosi temperatiira sumaZina maZiau nei per 1°C, o
Ba**, Ca**, Br ir F — maZiau nei per 2°C. Sie rezultatai rodo, kad rekombinantinés hCA VI
gryninimo buferiuose geriausia druska joninei jégai palaikyti, reikalingai baltymy sgveiky
pasalinimui, yra NaCl arba Na,SO,. 3.14 paveiksle pavaizduota Siy drusky jtaka baltymo

stabilumui.

61
== NaCl|

60 A —=—Na,S0,

O 59
=
=

58 A

57 T T T T T
0 100 200 300 400 500
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3.14 pav. Rekombinantinés hCA VI lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo NaCl ir Na,SO, koncentracijos.
Matavimy paklaida 0,3°C.
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Esant apie 90 mM koncentracijai, NaCl ir Na,SO4 vienodai maZina lydymosi temperatiira.
Kai koncentracija mazesné nei 90 mM, Na,SOy stipriau destabilizuoja baltyma nei NaCl.
Drusky jtaka baltymo stabilumui prieSinga esant didesnei nei 90 mM koncentracijai: NaCl —
destabilizuoja, Na,SO4 - stabilizuoja baltymg. Pagal Siuos duomenis, rekombinantinés
hCA VI gryninimui geriausia naudoti buferinius tirpalus su Na;SOa.

Organiniai tirpikliai taip pat turi jtakos baltymo stabilumui (3.15 pav.).
61
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3.15 pav. Rekombinantinés hCA VI lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo organiniy tirpikliy svorio dalies
méginyje. Matavimy paklaida 0,3°C.
Tiriant baltymo sgveika su slopikliais svarbu Zinoti, kaip baltymo lydymosi temperatiirg
kei¢ia DMSO, nes slopikliai tirpinami Siame organiniame tirpiklyje. DMSO smarkiai
destabilizuoja rekombinanting hCA VI, tod¢l méginyje, kuriame tiriama rekombinantinés
hCA VI ir slopiklio sgveika, DMSO koncentracija neturéty virSyti 2 %. Glicerolio jtaka
baltymo stabilumui nedidelé, jis silpnai stabilizuoja rekombinanting hCA VI.

Daznai EDTA yra sudedamoji dializés buferiniy tirpaly dalis. Ji reikalinga metaly jony
suriSimui (pavydZiui, Ni** surigimui po gryninimo metaly chelatinés chromatografijos

metodu). Nustatyta EDTA jtaka rekombinantinés hCA VI stabilumui (3.16 pav.).
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3.16 pav. Rekombinantinés hCA VI lydymosi temperatiros priklausomybé nuo EDTA koncentracijos.
Matavimy paklaida 0,3°C.

44



Baltymo lydymosi temperatira sumaZz¢ja 2,4°C, kai EDTA koncentracija tirpale yra vos
2 mM. EDTA stipriai destabilizuoja rekombinanting hCA VI, todé¢l nereikty déti EDTA | §io
baltymo dializés buferinius tirpalus.

I8tirta baltymo lydymosi temperattros priklausomybé nuo pH dviejuose universaliuose
buferiniuose tirpaluose, kurie skyrési druska, palaikancia joning jéga: viename — NaCl, kitame
— Na,SO4 (3.17 pav.). Tokie tirpalai Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje daZnai

naudojami jungimosi su slopikliais priklausomybei nuo pH tirti.

60
—+—hCAVITm
(buferiniame
55 - tirpale yra
natrio
o sulfato)
z 20 7 —8—hCAVITm
= (buferiniame
tirpale yra
45 1 natrio
chlorido)
40 T T T T T
1 5 b 7 8 9

pH
3.17 pav. Rekombinantinés hCA VI lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo pH. Matavimy paklaida 0,3°C.

Kai universalaus buferinio tirpalo pH maZesnis nei 5,5, tai baltymas stabilesnis buferiniame
tirpale su Na,SO4. Esant pH didesniam nei 5,5, baltymo lydymosi temperatiira aukStesné
buferiniame tirpale su NaCl. Duomenys panasis j 3.10 paveiksle pateiktus rezultatus:

rekombinantiné hCA VI stabiliausia buferiniame tirpale, kurio pH 5-6.
3.5. Rekombinantinés hCA VI jungimasis su sulfonamidiniais slopikliais

Daugelyje fiziologiniy procesy dalyvaujancios CA gali sukelti jvairias ligas, kai
sutrinka jy geny raiSka. Siekiama sukurti tam tikrus vaistus sulfonamidy pagrindu, kurie
selektyviai slopinty uZ susirgimg atsakingas CA izoformas, taciau neturéty jtakos reikalingy
organizmui CA veiklai. AZM, EZA, MZM yra klasikiniai sulfonamidai naudojami klinikoje
jvairiy ligy, daugiausia glaukomos, gydymui.

Siame darbe i¥matuotas hCA VI jungimasis su penkiais slopikliais: AZM, EZM, MZM,
SAA ir TEMSA. Jy struktiirinés formulés pateiktos 3.18 paveiksle.
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3.18 pav. Tirty sulfonamidy struktiirinés formulés.

Terminio poslinkio metodu gaunamos ANS fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo

temperatiiros kreivés (3.19 pav.). Matavimai atlikti 200 mM Na,SO4, 100 mM TRIS, pH 8,5

buferiniame tirpale. Kai temperatira Zema, baltymas yra natyvios konformacijos. Tuomet

ANS fluorescencijg gesina vanduo. Kylant temperatirai, baltymas iSsivynioja. DaZzas

prisijungia prie atsiverianciy baltymo hidrofobiniy sri¢iy ir jo fluorescencija intensyvéja.

Pasiekus tam tikrg temperatiirg, baltymas denatiiruoja. Toliau didé¢jant temperatiirai, dazo

fluorescencija maz¢ja. IS terminio poslinio metodu gauty grafiky nustatoma baltymo lydymosi

temperatiira (7,) meéginiuose esant skirtingoms slopiklio koncentracijoms. Esant T,

denatiiravusio ir nedenatiiravusio baltymy koncentracijos yra lygios. Slopiklis daZniausiai

stabilizuoja baltyma: did¢jant slopiklio koncentracijai, 7,, slenkasi j didesniy verciy pus¢

(3.19 pav.).

0Trm =54.9 (100,00 M TFMEA, 10 P hCA W)
07Tm =53.9 (50,00 i TFMSA, 10 IM hCA V)
6.0 0Tm = 52.8 (25,00 phd TFMSA, 10 ph hCA V)
Tm =52.4 (1250 ph TFRSA, 10 g hCA V)
07Tm =516 (525 M TFMSA, 10 it hCA VY )
Trn = 49.8 (0,00 M TFMSA, 10 M hCA VT o

Y._.fgq:{*+4.$ ih
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i

Frhpy
i -;Y:Fﬂj**:&*ﬂ#”ﬁi*“‘##i##
= W¥H+Hﬂ+*¢+#+#ﬂ

) 40 50 60 70 80
Temperature

3.19 pav. Fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo temperatiiros esant skirtingoms TFMSA

koncentracijoms.
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3.20 paveiksle pateikta baltymo lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo keleto
slopikliy koncentracijos. Taskai Zymi eksperimentines 7, reikSmes, o linija — modelj,

apskaiciuotg remiantis 10 lygtimi.

57
56 = AZM
55 * EZA
54 e MZM
o 53 + SAA
(]
E 52
- « TEFMSA
51
50
49 T T T
1,00E-07 1,00E-06 1,00E-05 1,00E-04 1,00E-03

[Lt], M
3.20 pav. Rekombinantinés hCA VI lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo AZM, EZA, MZM, SAA ir
TFMSA koncentracijos. Matavimy paklaida 0,3°C.

Nustatytos jungimosi konstantos (K}) pateiktos 3.1 lentel¢je. Rekombinantiné hCA VI
stipriausiai jungiasi su EZA (AGj, = -35,6 kJ/mol), kiek silpniau — su TEFMSA (AG,, = -34,3
kJ/mol), o silpniausiai — su SAA ((AG, >-24 kJ/mol). AZM ir MZM jungimasis su baltymu
labai panaSus (AGy, ~ -31,0 kJ/mol). Jungimosi su SAA konstantos tiksliai nustatyti nepavyko,
nes naudota didZiausia junginio koncentracija siek¢ 100 uM (norint nustatyti labai mazas Kp,

reikia naudoti iki 1 mM junginio koncentracijas).

3.1 lentelé. Rekombinantinés hCA VI jungimosi su AZM, EZA, MZM, SAA ir TFMSA gauti parametrai:
i§sivyniojimo entalpija (AyH), jungimosi pusiausvyros konstanta (K}), disociacijos pusiausvyros konstanta (K,)
ir laisvoji Gibso energija (AGy).

Slopiklis AgH, kJ/mol K, M'! Ky, uM AGy, kJ/mol
AZM 530 1,6-10° 6,3 -30,9
EZA 530 1,0-10° 1,0 -35,6
MZM 530 2,0-10° 50 31,5
SAA 530 <10* >100 >24

TFMSA 530 6,0-10° 1,7 34,3

Sergant glaukoma, hCA II ir hCA XII gamina per daug bikarbonato jony. VéZinése
Iastelese padidéjusi hCA XII geno raiska. EZA pagrindu sukurti vaistai naudojami glaukomai
gydyti. TFMSA yra nedidel¢ molekulé, galinti lengvai jlisti | visy CA aktyvy centra, todél
TFMSA - stiprus visy CA slopiklis. Nuspresta palyginti Siy slopikliy jungimasi su hCA II,
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hCA XII, atsakingas uZ patologijy sukélimg, ir hCA VI, reikalinga organizmui. K; gautos
universaliame buferiniame tirpale, kurio pH 7,5. Jungimosi su EZA K, reikSmés, gautos
terminio poslinkio metodu, palygintos su slopinimo konstantomis (K;), nustatytomis
sustabdytos sroves (angl. Stopped Flow) metodu (Supuran, 2008). Jos iSmatuotos panaSiomis

salygomis (pH 7,5).

3.2 lentelé. Rekombinantiniy hCA II, hCA VI ir hCA XII jungimosi su EZA ir TFMSA terminio poslinkio
metodu gauty K, palyginimas su K;, nustatytomis Supuran laboratorijoje (Supuran, 2008). EZA ir TFMSA
jungimasis su hCA II ir hCA XII iSmatuotas Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje A. Zubrienés,
V. Morkinaités.

EZA EZA TFMSA

CA izoforma K, nM K, nM K, nM
hCA II 8 4 154
hCA VI 43 455 667
hCA XII 22 67 278

Pagal 3.2 lentel¢je pateiktus duomenis hCA II ir hCA XII jungimosi su EZA K, ir K;
reik§meés yra panaSios nepaisant to, kad jy nustatymui naudoti skirtingi metodai. Tik hCA VI
saveikos su EZA K, yra vir§ 10 karty didesné nei K;. Tokie nesutapimai gali biiti dél skirtingy
baltymo sintezés ir gryninimo buidy, matavimo netikslumy.

Remiantis gautais rezultatais (3.2 lentel¢) galima teigti, jog TFMSA jungiasi prie visy
tirty hCA izoformy panaSiai (K, yra 100 — 700 nM ribose). Tuo tarpu, EZA jungiasi su hCA II
apie 10 karty stipriau nei su hCA XII ir apie 100 karty stipriau nei su hCA VI. Toks Ky
skirtumas néra didelis, todél nei EZA, nei TFMSA néra selektyvis slopikliai kuriai nors i$
minéty hCA izoformy. Reikia nepamirsti, kad baltymy sintezé vykdyta E. coli bakterijose, dél
to jie neglikozilinti. Tai gali lemti skirtingg baltymy susivyniojima bakterijose ir Zmogaus
organizme, todél galimi ir jy jungimosi su slopikliais skirtumai. D¢l Sios prieZasties griezty
iSvady, jog TFMSA ir EZA negali biiti naudojami hCA aktyvumo pokyciy sukelty ligy
gydymui, nes bus slopinamos ir organizmui reikalingos CA, negalima daryti. Kitas biidas kaip
gauti hCA VI tokig, kokia ji yra Zmogaus organizme, yra iSgryninti ja i§ seiliy. Taip pat
laboratorijoje planuojama sintetinti hCA Zinduoliy Igstelése. Tuomet bus iSsiaiSkinta, ar
fermentai, sintetinami E. coli bakterijose, ir fermentai Zmogaus organizme vienodai jungiasi

su slopikliais bei kuris i jy yra efektyvesnis hCA sukelty ligy gydymui.
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ISVADOS

. Baltymy raiSkos konstruktu, kuriame yra hCA VI genas, koduojantis rekombinanting
hCA VI nuo 21 iki 280 aminortgsties, transformavus E. coli Rosetta™ 2 (DE3)
kamieng, gauta tirpi rekombinantin¢ hCA VI

. Didziausia iSgrynintos rekombinantinés hCA VI iSeiga gaunama jos raiSkos E. coli
lastelése indukcijos metu | auginimo terpe pridéjus 0,3 mM ZnSOs.

. Rekombinantin¢ hCA VI stabiliausia buferiniuose tirpaluose, kuriy pH 5-6. Nuspresta
$i baltyma laikyti 25 mM MES buferiniame tirpale (pH 5,9).

. Terminio poslinkio metodu jvertintas rekombinantinés hCA VI jungimasis su
sulfonamidiniais slopikliais: AZM (K, = 1,6:10° M), EZA (K, = 1,0-10°M™), MZM
(K, = 2,0.10° M) ir TEMSA (K, = 6,0-10° M"). Sie duomenys rodo, kad

etokzolamidas yra stipriausias i§ patikrinty rekombinantinés hCA VI slopikliy.
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Production of Recombinant Human Carbonic Anhydrase VI,

Characterization of its Stability and the Measurements of Inhibitor Binding

SUMMARY

Carbonic anhydrases are ubiquitous metallo-enzymes which catalyze the reversible
hydration of carbon dioxide. Human carbonic anhydrases are widely distributed in many
tissues and play a crucial role in physiological and pathological processes such as
tumorigenicity and glaucoma. The design of isozyme-selective inhibitors is the current
challenge in the development of new therapeutic agents.

Human carbonic anhydrase VI (hCA VI) is the only secreted isozyme of 15 human
carbonic anhydrases. The aim of this work was to produce and purify recombinant hCA VI,
determine its stability at different conditions and evaluate binding thermodynamics for the
range of potential inhibitors. It was found that the best yield of soluble hCA VI (includes
amino acids from 21 to 280) can be obtained when the protein is expressed in Rosetta™ 2
(DE3) strain while growing cells for 16 hours at 20°C in LB medium with 0,3 mM ZnSO4 and
1 mM IPTG. The procedure yielded 14 mg of recombinant hCA VI after purification.
Thermal stability of the protein and thermodynamics of interaction between this enzyme and
potential inhibitors were evaluated by thermal shift assay. Recombinant hCA VI was the most
stable in buffers at pH 5 to 6 and ethoxzolamide was identified as the strongest hCA VI

inhibitor of the several tested compounds.
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