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SUTRUMPINIMAI 

∆G – laisvosios Gibso energijos pokytis; 

∆H – entalpijos pokytis; 

∆S – entropijos pokytis; 

ANS – 8-anilino-1-naftaleno sulfonatas; 

APS – amonio persulfatas; 

ar. – aminorūgštis; 

AZM – acetazolamidas (N-[5sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-il]acetamidas); 

BHI – mitybinė terpė (angl. Brain-Heart Infusion broth); 

BSA – benzensulfonamidas; 

CA – karboanhidrazė (ang. Carbonic Anhydrase); 

CA XIV – ţmogaus karboanhidrazės XIV katalizinį domeną atitinkantis 

rekombinantinis baltymas; 

hCA XIV – ţmogaus karboanhidrazė XIV; 

CAZnH2O – prie karboanhidrazės aktyviajame centre esančio cinko jono 

prisijungusi vandens molekulė; 

DMSO – dimetilsulfoksidas; 

EDTA – etilendiamintetraacto rūgštis; 

FTPM – fluorescencinis terminio poslinkio metodas; 

HEPES – 4–(2–hidroksietil)–1–piperazinetansulfoninė rūgštis; 

IC50 – slopiklio koncentracija, kuri sumaţina fermento aktyvumą 50 %; 

IPTG – izopropil-β-D-tiogalaktopiranozidas; 

ITK – uzoterminio titravimo kalorimetrija; 

kkat – katalizinė konstanta; 

Kb – jungimosi (angl. binding) pusiausvyros konstanta; 

Kd – disociacijos (angl. dissociation) pusiausvyros konstanta; 

Ki – slopinimo (angl. inhibition) pusiausvyros konstanta; 

LB – mitybinė terpė (angl. Luria Broth); 

MES – 2–(N-morfolino)etansulfoninė rūgštis; 

PGR – polimerazinė grandininė reakcija; 

Pi  natrio fosfato buferinis tirpalas; 

PIPES – piperazino-N,N‗-bis(2-etansulfoninė rūgštis); 

PMSF – fenilmetilsulfonilfluoridas; 
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NDS – natrio dodecilsulfatas; 

SOC – optimali mitybinė terpė (angl. Super Optimal broth with Catabolite 

repression); 

    – baltymo lydymosi temperatūra (angl. Melting Temperature); 

TAE – DNR elektroforezės buferinis tirpalas (angl. Tris–acetate–EDTA); 

TEMED – tetrametiletilendiaminas; 

TRIS – 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis; 
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ĮVADAS  

Biomolekulių sąveikų tyrinėjimas, kaip ir baltymų struktūrų ir funkcijų, jų sąsajų su 

ţmogaus patologijomis nustatymas yra vienos iš svarbiausių šių dienų biochemijos mokslo 

krypčių. Praktinis šių mokslinių tyrimų pritaikymas – tikslingas ir racionalus farmakologinių 

taikinių aktyvumą keičiančių vaistinių junginių kūrimas.  

Ankstyvuosiuose vaistų kūrimo etapuose biofizikiniai metodai tapo veiksmingu įrankiu 

tirti biomolekulės-taikinio ir maţamolekulinių junginių sąveikas in vitro modelinėse 

sistemose naudojant rekombinantinius baltymus. Įvairios giminingumo nustatymu pagrįstos 

technologijos leidţia ne tik atrinkti potencialiausius vaistinių junginių pirmtakus (angl. lead 

compound), bet ir nustatyti tiriamų reakcijų metu vykstančius energetinius pokyčius 

apibūdinančius termodinaminius parametrus. Racionaliai kuriant pirmtakų analogus šie 

parametrai suteikia vertingos informacijos, siekiant gauti funkciškai efektyvesnius, 

biologiniui taikiniui atrankesnius cheminius junginius, pasiţyminčius geresnėmis fizikinėmis 

ir farmakokinetinėmis savybėmis. Tačiau tokių junginių atranka negalima be rekombinantine 

DNR technologija sukurtų pakankamų kiekių stabilių, tirpių ir fiziologiškai aktyvių modelinių 

baltymų. Jų gamybai plačiausiai naudojamas prokariotinis producentas - Escherichia coli 

ląstelės, ne visais atvejais yra idealiausia sistema eukariotinių baltymų biosintezei. 

Pakankamai daţnai susiduriama su įvairiomis problemomis, tokiomis kaip baltymų 

toksiškumas, neefektyvi baltymo sintezė ar jo agregacija susidarant intarpiniams kūneliams.  

Metalofermentai karboanhidrazės (CA) yra patvirtinti terapiniai taikiniai – beveik 30 

sulfonamidų ar sulfamatų klasei priklausančių vaistinių junginių naudojama su CA aktyvumo 

ar raiškos pokyčiais susijusioms ligoms gydyti, pavyzdţiui, glaukomai, epilepsijai. Penkiolika 

(CA I-XIV) struktūriškai panašių, bet skirtingo fermentinio aktyvumo ir ląstelinės 

lokalizacijos CA izofomų, plačiai pasiskirsčiusios ţmogaus audiniuose, katalizuoja 

fiziologiškai svarbią CO2 virsmo į hidrokarbonato jonus ir protonus reakciją. Šio darbo 

objektas yra metaboliškai aktyviuose audiniuose ekspresuojama ir aktyvųjį centrą lastelės 

išorėje turinti karboanhidrazė XIV. Kadangi tai vienintelė su tinklainės pigmentinio epitelio 

apikaline ir bazolateraline membranomis susijusi izoforma, manoma, kad ji yra makulos 

edemos gydymui naudojamų slopiklių taikinys. Deja, dauguma slopiklių veikia nespecifiškai 

visas CA izoformas, todėl atrankių, stipriai sąveikaujančių slopiklių sukūrimas šiai izoformai, 

galėtų ţenkliai pagerinti gydymo efektyvumą. 
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Darbo tikslas: 

Gauti ţmogaus karboanhidrazės XIV katalizinį domeną atitinkantį rekombinantinį baltymą, 

įvertinti jo stabilumą, fermentinį aktyvumą ir jungimasi su sulfonamidiniais ligandais. 

 

 

Darbo uţdaviniai: 

 Surasti optimalias ţmogaus karboanhidrazės XIV geno raiškos Escherichia coli 

sąlygas, kad gauti tirpų ir aktyvų baltymą. 

 Sustabdytos srovės metodu išmatuoti rekombinantinės CAXIV aktyvumą ir slopinimą 

ligandais. 

 Nustatyti skirtingų buferių, reagentų ir pH įtaką rekombinantinės CA XIV stabilumui 

terminio poslinkio metodu. 

 Išmatuoti rekombinantinės CA XIV jungimąsi su ligandais terminio poslinkio ir 

titravimo kalorimetrijos metodais. 
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1. LITERATŪROS APŢVALGA 

1.1. Karboanhidrazės 

 

Rūgščių - šarmų pusiausvyros (pH) homeostazė – būtina sąlyga organizmo 

metabolizmui ir kitoms fiziologinėms funkcijoms. Ji lemia baltymų struktūrą ir funkcijas, 

ląstelių membranų pralaidumą ir elektrolitų pasiskirstymą, jungiamųjų audinių funkcionavimą 

ir nervinių impulsų perdavimą [1,2]. pH homeostazę organizme uţtikrina fiziologiniai 

reguliacijos mechanizmai (inkstai, plaučiai) ir keturios tarpusavyje susijusios buferinės 

sistemos. Nors bikarbonato buferio     reikšmė ţema (~6,1), tai yra pagrindinė organizmo 

tarpląstelinio skysčio buferinė sistema (Hall, 2011).  

Sparčius virsmus tarp bikarbonato buferinės sistemos komponentų (    ir     
 ) 

katalizuoja metalofermentai karboanhidrazės (CA, angl. carbonic anhydrases, EC 4.2.1.1). 

Grįţtamos reakcijos metu anglies dioksidas verčiamas į angliarūgštę, kuri disocijuoja 

susidarant bikarbonato jonui ir protonui:  

                   
     (1) 

Katalizė būtina, nes biologiniu poţiūriu savaiminė medţiagų apykaitos produkto     

hidratacija 37 ºC temperatūroje vyksta per lėtai. Ţinduolių CA yra vieni iš efektyviausių 

(          
       ) ir greičiausių (       

 ) ţinomų fermentų [3].  

Tradiciškai, šie metalofermentai yra laikomi būtinais rūgščių-šarmų pusiausvyros 

reguliavimui ir dujų / skysčių / jonų mainams pagrindiniuose fiziologiniuose procesuose:  

kvėpavimo, virškinimo, kaulų vystymosi, bei inkstų funkcijos palaikyme. Nustatyta, jog CA 

taip pat svarbios akių, raumenų ir centrinės nervų sistemos funkcijomis, ląstelių prisitaikymui 

prie streso, įvairių skysčių susidarymui (smegenų, akių skysčiai, seilės), dalyvauja biosintezės 

reakcijose metaboliškai aktyviuose audiniuose (gliukoneogenezė, lipogenezė, ureagenezė), 

rūgština terpę aplink hipoksines naviko ląsteles [4,5]. 

Karboanhidrazių slopinimas turi ilgametį taikymą medicinoje, gydant glaukomą ir kitus 

akių degeneracinius sutrikimus, epilepsiją, aukštumų ligą ir infekcijas (priešgrybeliniai ir 

antibakteriniai preparatai), taip pat kuriami potencialūs vaistai nuo nutukimo, osteoporozės, 

vėţinių susirgimų [3,6–8]. Nustačius ţmogaus CA II ir I aktyvumo sumaţėjimą senstant, 

sergant Alzheimeriu ar kitomis ligomis susijusiomis su mokymosi ir atminties sutrikimais 

[9,10], mokslininkus sudomino šių izoformų aktyvinimas kaip galimas terapijos metodas 

[11,12]. Nepaisant molekulės su CA sąveikos pobūdţio (slopinimo ar aktyvinimo), ne didelis 
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giminingumas, o selektyvumo trūkumas tarp ţmogaus izoformų vis dar išlieka neišspręsta 

problema. Siekiant pagerinti gydymo efektyvumą, selektyvesni ligandai kuriami remiantis 

kristalografiniais tyrimais ir kompiuteriniu modeliavimu, optimizuojant baltymo-ligando 

sąveikos termodinamiką [13], taip pat pradėti tyrimai nanotechnologijų srityje [14]. 

Glaukomos gydymui pasitelkta RNR interferencija, kaip potencialus būdas selektyviai 

slopinti su liga susijusių baltymų, tarp jų CA II, IV, XII, ekspresiją [15]. 

Dėl erdvinės struktūros paprastumo, gana didelio stabilumo ir sąlyginai nebrangios 

gamybos, geriausiai ištyrinėtos ţinduolių CA I ir II naudojamos kaip modeliniai baltymai 

tiriant baltymų stabilumą, baltymų-ligandų sąveiką, kuriant ir tobulinant biofizikinius 

metodus [16]. Būdamos vienais greičiausių katalizatorių, CA pradėtos naudoti ir 

biotechnologijoje [17,18]: kuriami dirbtiniai plaučiai, biosensoriai su imobilizuotu 

apofermentu cinko ir kitų metalų nustatymui jūros vandenyje ar nuotekose, naudojamos kaip 

biokatalizatoriai selektyviai atskirti racematus, ir maţinti     emisiją [19]. 

Intensyviai tyrinėjamos jau daugiau kaip 80 metų [20], karbonanhidrazės vis dar išlieka 

aktualiu biofizikinių, medicininių ir biologinių tyrimų objektu [16]. 

1.1.1. Karboanhidrazių klasifikacija, izoformos ir susijusios ligos 

   , bikarbonatas ir protonai yra būtini daugelyje svarbių fiziologinių procesų visose 

gyvosios gamtos karalystėse (bakterijose, archėjose, eukariotuose). Evoliuciškai susiformavo 

penkios atskiros, negiminingos karboanhidrazių genų šeimos (α, β, γ, δ ir δ) besiskiriančios 

tarpusavyje aminorūgščių sekomis, edrvinėmis strutūromis (α, β, γ) ir aktyviajame centre 

koordinuojamu metalo jonu [21]. Visos izoformos iki šiol atrastos ţinduoliuose priklauso α 

šeimai; fotosintezę vykdančiuose augaluose, bestuburiuose randamos β-CA; prokariotuose - 

α, β, γ šeimų fermentai, tačiau daugiausiai β, γ; paskutinių identifikuotų δ ir δ šeimų CA 

aptinkamos tik jūriniuose titnagdumbliuose. Augaluose CA svarbi     kaupimui fotosintezei 

[16]. Fermentinei katalizei esminis kofaktorius - dvivalentis metalo jonas, daugumoje CA yra 

cinkas (α, β, δ šeimos), tačiau vietoj jo gali būti geleţies, kobalto (γ-CA) ir kadmio (δ-CA) 

jonai [21]. 

 Ţmogaus organizme rasta net 15 α-CA izoformų. Visoms CA būdingas specifinis ir 

skirtingas pasiskirstymas audiniuose/organuose, o tai reiškia, kad vienų raiška aptinkama 

beveik visuose, kitų – tik tam tikruose. Audiniai skiriasi temperatūra, rūgščių-bazių 

pusiausvyra, medţiagų apykaitos intensyvumu, ir tai, iš dalies paaiškina CA izoformų 

katalizinio aktyvumo, lokalizacijos ląstelėje, oligomerinės būsenos ir atliekamų funkcijų 
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tarpusavio skirtumus [4]. Trys CA (VIII, X ir XI) ir receptoriaus tipo baltymas tirozino 

fosfatazė (RPTP β ir γ) yra kataliziškai neaktyvūs baltymai, nes neturi vieno ar dviejų 

histidinų koordinuojančių cinko joną aktyviame centre. Šių citozolinių su CA susijusių 

baltymų (CARP nuo angl. CA-related proteins) stipri raiška nustatyta centrinėje nervų 

sistemoje [22]. Likusias 12 aktyvių CA izoformų galima grupuoti pagal pasiskirstymą 

ląstelėje: transmembraninės (CA IX, XII, XIV), prikabintos prie membranos per 

glikozilfosfatidilinozitolį (CA IV), sekretuojamos (CA VI), citozolinės (CA I, II, III, VII, 

XIII) ir mitochondrinės (CA VA, VB) (1 pav.) [23].  

 

 

1 pav. Ţinduolių CA izoformų domenai, fermentinis aktyvumas ir vieta ląstelėje. Citoplazminės ir 

mitochondrinės CA sudarytos tik iš CA katalizinio domeno, sekretuojama CA turi dar ir trumpą C-

galinį domeną. Su membrana susijusios CA, išskyrus CA IV, turi transmembraninį domeną ir trumpą 

viduląstelinį peptidą. CA IV prikabinta prie membranos per glikozilfosfatidilinozitolio inkarą. CA IX 

vienintelė turi N-gale proteoglikaninį domeną [24].  

 

CA randamos praktiškai visame ţmogaus kūne. Intensyviausia raiška nustatyta 

raudonosiose kraujo ląstelėse ir pagrindiniuose ţmogaus organuose: smegenyse, virškinimo 

trakte, plaučiuose, inkstuose, kepenyse ir sėklidėse. Kadangi CA dalyvauja daugelyje 

fiziologinių procesų, kai kurios CA izoformos siejamos su įvairiomis ligomis (Pastorekova, 

2006).  

Iš 13 aktyvių ţinduolių izoformų, net 11 ekspresuojamos nerviniame audinyje [26]. 

Ţmogaus nervų sistemoje CA randamos gyslinio rezginio epitelinėse ląstelėse, glijos ląstelėse 

(oligodendrocituose, astrocituose), neuronuose ir ant jų kūnelių bei aksonų membranų. Daug 

įvairių funkcijų priskiriama CA, pavyzdţiui, citoplazminės CA reguliuoja           
  jonų 

ir vandens srautus smegenų glijos ląstelėse ir taip dalyvauja smegenų skysčio susidaryme, 

CA XI 

Vidutinis 

Aktyvumas 
Aukštas 

Žemas 

Nėra 

Branduolys Citoplazma 

CA I 

CA II 

CA III 

CA VII 

CA VIII 

CA X 

CA XII CA IX 

CA XII 

CA XIV 

CA VI 

CA IV 

CA V 
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tačiau jų aktyvumo pokyčiai gali sukelti smegenų edemą. CA II ir IV tiekia bikarbonato jonus 

biosintezės reakcijoms. CA IX ir XII stipresnė raiška nustatyta tik vėţiniuose audiniuose, 

tokiuose kaip gliomos/ependimomos, meningiomos ir gyslainės rezginio naviko, o CARP 

baltymai siejami su nervinių ląstelių vystymusi ir gali veikti kaip „protonus gaudančios 

antenos― [27]. Svarbiausias CA vaidmuo yra dalyvavimas viduląstelinio ir uţląstelinio pH 

reguliavime, nuo kurių svyravimų priklauso nervinių ląstelių aktyvinimas ar slopinimas, 

nervinio impulso perdavimas [26,28]. Membraninės CA IV ir XIV sinapsėse neutralizuoja 

neuronų iškrovos metu sukuriamą staigų uţląstelinės terpės uţšarmėjimą [29,30]. 

Posinapsiniuose neuronuose padidėjus CA II ar VII aktyvumui susidaro pastovus intensyvus 

    
  jonų srautas, kuris iš ląstelės per GABA (γ amino butirinės rūgšties) jonotropinius 

receptorius plūsta į sinapsinį plyšį ir keičia jonų homeostazę, depoliarizuoja neuronų 

membraną. Toks staigus ir vietiškai dėl uţsitęsusių jonų srautų ar pH pokyčių susidaręs ir 

išplitęs neuronų suţadinimas siejamas su epilepsijos traukuliais ir migrena. Taip pat, manoma, 

jog sulfonamidų/sulfamatų grupės vaistų (topiramato, acetazolamido, metazolamido, 

zonisamido) naudojamų epilepsijai gydyti farmakologinis veikimas yra ne tik per jonų 

kanalus, bet ir per citozolinių CA slopinimą [7,31]. Naujausiais duomenimis, acetazolamidu 

slopinant CA galima malšinti skausmą [32]. 

Citozolinė CA II yra labiausiai paplitusi ir ekspresuojama beveik visuose ţmogaus 

audiniuose. Dėl tokios intensyvios raiškos, tikėtina, jog CA II, kartu su pagrindine eritrocitų 

CA I, yra neselektyvių vaistinių karboanhidrazių slopiklių taikiniai, kurių slopinimas sukelia 

nepageidaujamus šalutinius poveikius. CA VB ir CA VA vienintelės iš visų karboanhidrazių 

ekspresuojamos mitochondrijose, kur dalyvauja biosintentezės procesuose 

(gliukoneogenezėje, ureagenezėje, lipogenezėje). Šios izoformos mokslininkų susidomėjimą 

patraukė po to, kai epilepsiją ir bipolinį sutrikimą gydant topiramatu, pastebėtas pacientų 

svorio kritimas. Manoma, jog toks netikėtas pašalinis poveikis susijęs su CA V slopinimu, dėl 

kurio netiesiogiai stabdomas riebalų rūgščių susidarymas [6]. 

Susijusių su membrana CA izoformų IV, IX, XII ir XIV aktyvusis centras yra lastelės 

išorėje, todėl jos svarbiausios uţląstelinio pH reguliavime, bet skatindamos jonų mainus per 

membraninius baltymus netiesiogiai gali reguliuoti ir viduląstelinį pH. CA IV randama 

įvairiuose organuose, pavyzdţiui, kepenyse, inkstuose, virškinimo trakte, raumenyse, akių 

kapiliaruose. Pagrindinė jos funkcija - pH reguliavimas ir bikarbonato reabsorbcija inkstuose 

[33]. Akių kapiliaruose ji dalyvauja vandeningo skysčio susidaryme, todėl yra glaukomos 

vystymąsi stabdančių vaistų taikinys (kartu su CA II ir CA XII) [3]. CA IX retai randama 

sveikuose ţinduolių audiniuose/organuose, išskyrus kai kurias virškinimo trakto dalis, tačiau 
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intensyvi raiška nustatyta agresyviuose vėţio tipuose: gamtos kaklelio karcinomos, stemplės, 

inkstų, plaučių, krūties, smegenų. [25]. Šiuose navikuose hipoksijos atsiradimas ar von Hippel 

Lindau (VHL) geno mutacija lemia CA IX raiškos padidėjimą (iki 150 kartų) per 

transkripcijos faktorių HIF-1 (angl. hypoxia inducible factor) [34]. Hipoksinės vėţio ląstelės 

paprastai yra agresyvios, greitai formuojančios metastazes, nejautrios radioterapijai ir sunkiai 

gydomos chemoterapijos pagalba, todėl manoma, kad CA IX slopinimas yra potencialus 

būdas stabdyti navikų vystymąsi arba sumaţinti jų radiorezistentiškumą [35]. Taip pat dėl 

išskirtinio raiškos pobūdţio CA IX gali būti traktuojama kaip endogeninis hipoksijos ir kai 

kurių vėţio formų ţymuo [36]. Nors CA XII raiškos padidėjimas taip pat nustatytas inkstų ir 

plaučių vėţinėse ląstelėse, ji plačiai paplitusi ir sveikuose organuose, pavyzdţiui, inkstuose, 

ţarnyne, dauginimosi organuose [25]. Priešingai nei CA IX ir CA XII, ketvirtoji membraninė 

izoforma XIV dalyvauja uţląstelinės terpės pH ir jonų srautų reguliavime metaboliškai 

aktyviuose ir sveikuose audiniuose. Ţinduoliuose didţiausia raiška nustatyta kepenyse, 

širdyje, skeleto raumenyse, ţmogaus ir pelių neuronų membranose, tinklainėje [37–40], 

grauţikų inkstuose [41] ir kauliniame audinyje (osteoklastų membranose) [42]. Tai vienintelė 

membraninė izoforma ekspresuojama tinklainėje ir dėl to, tikėtina, yra susijusi su geltonosios 

dėmės paburkimu ir kitais tinklainės paţeidimais [43].  

Šiuo metu medicinoje naudojama daugiau nei 30 pirminių sulfonamidų, kurie 

neselektyviai (priklausomai nuo dozės) slopindami ne tik tikslinę, bet ir kitas izoformas, 30-

40 % visų pacientų sukelia lengvą šalutinį poveikį: galvos svaigimą ir nuovargį, įvairių kūno 

vietų dilgčiojimą, dispepsiją, metabolinę acidozę bei trumpalaikę trumparegystę. Kai kuriais 

atvejais, nepageidaujamą poveikį inkstams galima sumaţinti papildomai vartojant bikarbonatą 

Lyginant su sisteminiais, lokaliai vartojamų slopiklių (brinzolamido ir dorzolamido) 

sukeliamas šalutinis poveikis ţenkliai maţesnis, nes tik nedidelė dalis absorbuojama į 

sisteminę kraujotaką [7]. 

Selektyvesni slopikliai galėtų ne tik sušvelninti nepageidaujamas organizmo reakcijas, 

bet ir pagerintų gydymo efektyvumą. Tačiau jų kūrimą apsunkina tai, jog daugumoje 

audinių/organų yra bent po kelias izoformas, o visų jų aktyvieji centrai labai konservatyvūs. 

Tai mokslininkus skatina ieškoti naujų baltymo ir slopiklio sąveikos sričių, izoformų 

aktyviųjų centrų ir jų periferijos struktūrinių skirtumų, kuriuos būtų galima panaudoti 

tobulinant esamus slopiklius ar kuriant naujus [6,23].  

Membraninių CA izoformų atveju, slopiklių atrankumą viduląstelinių izoformų 

atţvilgiu gali padidinti ląstelių plazminė membrana. Teigiamai įkrautas chemines grupes 

prijungus prie klasikinių kliniškai naudojamų slopiklių ar kitų sulfonamidinę grupę turinčių 
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ligandų, gaunami hidrofiliniai membranai nelaidūs junginiai, kurių taikiniais tampa tik 

aktyvųjį centrą ląstelės išorėje turinčios izoformos [15]. 

1.1.2. α-CA aktyvusis centras ir katalizuojamos reakcijos mechanizmas 

Visos α-CA turi vieną aktyvųjį centrą, kuris yra baltymo paviršiaus kūginės formos 

įduboje, maţdaug 15 Å gylio kišenėje. Įdubos dugne cinko jonas yra koordinuojamas trijų 

konservatyvių histidinų per jų šoninių grandinių azoto atomus (His94, His96 ir His119) ir 

kartu su vandens molekule arba hidroksido jonu sudaro tetraedrinį kompleksą. Nors visų CA 

aktyvieji centrai yra gana konservatyvūs, didesni skirtumai randami aktyvaus centro 

periferijoje – skiriasi šių vietų poliškumas ir hidrofobiškumas [23]. α-CA struktūrai ir 

fermentiniam mechanizmui tirti, kaip modelis daugiausiai naudota hCA II, todėl toliau bus 

naudojama jos aminorūgčių sekos numeracija (nebent nurodyta kitaip).  

Aktyviajame centre, kaip ir būdinga visiems fermentams, galima išskirti dvi sritis: 

substratą prijungiančią ir katalizinę. Šių sričių funkcijas atlieka amfifilinio aktyviojo centro 

ertmės vienoje pusėje esanti hidrofobinė kišenė ir kitoje – hidrofiliškas regionas (2 A pav.). 

Rentgeno spindulių difrakcijos kristalografiniai duomenys patvirtino, jog ši hidrofobinė 

kišenė (Val121, Val143, Leu198, Val207, Trp209), o ne      jonas, silpna Van der Valso 

sąveika (Kd ~100 mM) fiksuoja substratą aktyviame centre [44,45]. Molekulinės dinamikos 

tyrimais nustatyta ir vėliau rentgenostruktūrine kristalografine analize pavirtinta, kad 

maţdaug ∼11 Å nuo aktyvaus centro yra dar viena substrato (   ) surišimo vieta (2 B pav.) 

[44]. Manoma, kad ji uţtikrina greitą     difuziją aktyviame centre ir lemia kai kurių CA 

slopiklių selektyvumą [13]. 

Kitoje pusėje išsidėsčiusios hidrofilinės aminorūgštys (Tyr7, Asn62, Asn67, Thr200) su 

aktyviojo vandens molekulėmis formuoja vientisą vandenilinių ryšių tinklą, per kurį vyksta 

greita protono pernaša nuo su cinko jonu susijungusios vandens molekulės link His64, 

esančios ties įėjimu į aktyvųjį centrą. Konservatyvus His64 daugelyje CA izoformų yra 

pagrindinė protonų pompos aminorūgštis, kuri manoma, perneša protoną tirpiklui keisdama 

konformaciją [23] arba imidazolo ţiedo tautomerizacijos proceso metu [46]. Taip pat į šį 

vandenilinių ryšių tinklą, per sąveiką su Trp199 Oγ atomu ir dviem aktyvaus centro vandens 

molekulėmis, įjungiamas prie cinko prisijungęs vanduo ar hidroksido jonas. Tai sustiprina 

hidroksido jono nukleofiliškumą. Hidrofilinė sritis turi ir kitą funkciją – orientuoja    . 

Konservatyvi Thr199 vandeniline jungtimi sąveikauja su     deguonies atomu, o anglies 

atomui priartėjus 2.8 Å atstumu iki komplekso             hidroksido jono gali vykti 
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efektyvi nukleofilinė ataka. Kartu šios dvi skirtingos aktyviojo centro aplinkos uţtikrina 

nuolatinį ir intensyvų     vertimą į bikarbonatą [23,44]. 

 

 

2 pav. Ţmogaus CA II katalizinio domeno struktūra (PDB kodas 3D92). A - mėlyna spalva paţymėta 

aktyviojo centro hidrofobinė kišenė, o raudona – hidrofilinė dalis. B - dvi     surišimo vietos: ţalia 

spalva pavaizduotas aktyvusis centras su sferiniu cinko jonu jame, o violetine spalva - antroji 

hidrofobinė kišenė su     molekule. C - CA II aktyviojo centro kišenė iš arčiau. Substrato (   ) ir 
produkto (    

 ) jungimosi vietos aktyviajame centre panašios, tik substratas pasislinkęs arčiau ţaliai 

pavaizduotos hidrofobinės kišenės (Val121, Val143, Leu198, Val207, Trp209), o produktas arčiau 

hidrofilinės srities [44]. 
 

Visos aktyvios karboanhidrazės katalizuoja grįţtamą anglies dioksido hidrataciją per 

metalo hidroksidą (           ), dviejų stadijų nukleofilinės reakcijos (dar vadinamos 

„ping–pong―) mechanizmu. Metalo jonas sumaţina prisijungusios vandens molekulės     iki 

~7, todėl neutralioje terpėje ji jonizuojasi ir susidaro aktyvi fermento forma. Vykstant 

hidratacijai, pirmosios stadijos metu hidroksido grupė atakuoja     molekulę susidarant 

    
  (2 C pav.). Kadangi bikarbonato anijonas sąveikauja su cinku silpnai, jis greitai 

pakeičiamas vandens molekule, susidarant neaktyviai rūgštinei baltymo formai (2). Antrosios 

stadijos metu, nuo           atskilęs protonas (  ) vandenilinių ryšių tinklu pašalinamas 

iš aktyviojo centro ir fermentas vėl tampa aktyvus (         ), kaip parodyta (3) 

reakcijoje, kur B yra endogeninis    akceptorius, kuriuo gali būti aktyviojo centro liekanos  

arba aktyviojo centro „bendrasis vanduo― (angl. bulk water): 

                            
  (2) 

                   
      (3) 

Protono išnešimas iš aktyviojo centro (3) yra visos katalizuojamos reakcijos limituojanti 

stadija [6]. Kinetiniais tyrimais bei specifine mutageneze patvirtina, jog aktyviausiuose 

fermentuose His64 yra protonų donoras/akceptorius, kurio     reikšmė ir kitų protonų pompą 

sudarančių histidinų kiekis aktyviame centre lemia katalizės greitį [47]. Taip pat pastebėta, 
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jog kinetiniams parametrams įtaką gali turėti prie cinko prisijungusio vandens    , protonų 

perdavime dalyvaujančių  vandens molekulių skaičius ir atstumas tarp protonų donoro ir 

akceptoriaus [4]. Dėl vykstančios jonizacijos, fermentų katalizinė konstanta      ir 

efektyvumą apibūdinanti antrojo laipsnio greičio kontanta         (  -Michaelio Menten 

konstanta) priklauso nuo pH. CA aktyviausios aukštame pH 8-9 [48].   

CA katalizinis aktyvumas neapsiriboja tik grįţtama     hidratacija. Nors nėra įrodymų, 

kad kitos reakcijos turi fiziologinę reikšmę, CA in vitro gali katalizuoti arilo grupę turinčių 

bei alifatinių aldehidų hidrataciją, įvairių esterių hidrolizę. Ţmogaus CA I ir CA II  katalizuoja 

1-fluor-2,4-dinitrobenzeno, sulfonilo chloridų ir cianamido (iki šlapalo) hidrolizę. Galvijų CA 

II atkiria raceminius N-acetilamino rūgščių mišinius selektyviai hidrolizuojant tik vieną 

enantiomerą. Remiantis slopiklių tyrimais, abiejų liazinio ir esterazinio aktyvumo centrai 

sutampa [16].   

1.1.3. Karboanhidrazės XIV funkcijos ţmogaus audiniuose 

CA XIV pirmą kartą buvo identifikuota ir klonuota 1999 metais ir tapo paskutiniu 

atrastu membraniniu ţmogaus karboanhidrazių izofermentu. Pirmiausiai CA XIV 

identifikuota pelių kepenyse [38] ir tais pačiais metais pasirodė straipsnis apie nustatytą raišką 

ţmogaus audiniuose [37]. Hibridizacijos tyrimais nustatyta, kad CA14 genas yra ţmogaus 

pirmosios chromosomos ilgajame petyje, 1q21 padėtyje [37].  

Tinklainė yra centrinės nervų sistemos audinys, kuris dėl labai intensyvios medţiagų ir 

deguonies apykaitos [49] yra laikomas vienu iš metaboliškai aktyviausių. Abi CA 

viduląstelinės ir ekstraląstelinės formos yra ekspresuojamos tinklainėje ir nustatyta, jog jų 

slopinimas smarkiai paveikia tinklainės pH in vitro [50] ir in vivo [51]. Tinklainėje citozolinė 

CA II ekspresuojama oligodendrocituose ir Miulerio ląstelėse, o hCA XIV raiška nustatyta 

praktiškai visuose tinklainės sluoksniuose: astrocitų, Miulerio ir tinklainės pigmentinio 

epitelio (TPE) ląstelių plazminėse membranose [43,52]. Iki hCA XIV nustatymo, ilgą laiką ji 

buvo painiojama su hCA IV. Vėliau išaiškėjo, jog ji ekspresuojama tik tinklainės pigmentinį 

epitelį dengiančio choriokapiliarinio sluoksnio endotelio ląstelių paviršiuje, bet ne tinklainėje 

[53]. Šis maistines medţiagas tinklainei tiekiantis sluoksnis yra susijęs su vandeningo skysčio 

gamyba priekinėje akies kameroje.  

Tinklainėje hCA II ir hCA XIV funkciškai ir fiziškai sąveikaudamos su         
  jonų 

nešikliais (AE, angl. anion exchanger) [54,55] šalina fotoreceptoriuose ir neuronuose 

aerobinio metabolizmo metu generuojamą anglies dvideginį, siekiant palaikyti viduląstelinio 
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ir uţląstelinio pH homeostazę. hCA II tiekia     
  jonus kitiems AE ir kitiems 

transportiniams baltymams, o hCA XIV paspartina pernašą padidindama transmembraninį 

    
  jonų gradientą. Tiriant pelių tinklaines su inaktyvuotu hCA XIV baltymą koduojančiu 

genu, nustatytas ryškus elektroretinogramos (ERG) bangos amplitudės sumaţėjimas ir tai 

patvirtina, jog hCA XIV reguliuodama rūgščių - šarmų pusiausvyrą atlieka svarbų vaidmenį 

formuojant normalų fotoreceptorių atsaką į šviesą [56]. 

Tokie hCA XIV ir AE metabolonai taip pat nustatyti ir kituose metaboliškai aktyviuose 

audiniuose: širdies raumenyse [54] ir centrinėje nervų sistemoje [30]. Kitaip nei tinklainėje, 

smegenyse hCA XIV ekspresuojama ant neuronų kūnelių ir aksonų plazminių membranų, bet 

ne ant neuroglijos ląstelių. hCA XIV dalyvauja nervinio impulso perdavimą lydinčio pH 

pokyčių neutralizavime [29,30]. 

Sisteminiai ir lašinami sulfonamidai jau daugiau kaip 20 metų naudojami gydyti ne tik 

glaukomą, bet kaip ir pagalbiniai vaistai gydant makulos edemą [3,57,58]. Makulos 

(geltonosios dėmės) paburkimas atsiranda sergant įvairiomis akių ligomis, kuomet susikaupia 

skysčiai tarp tinklainės sluoksnių. Įrodyta, jog CA slopikliai skatina jonų ir vandens transportą 

per tinklainės pigmentinį epitelį ir didina lipnumą tarp tinklainės sluoksnių [59,60]. Kadangi 

hCA XIV yra vienintelė su tinklainės pigmentinio epitelio apikaline ir bazolateraline 

membranomis susijusi karboanhidrazė, manoma, kad ji yra šio tinklainės paţeidimo gydymui 

naudojamų slopiklių taikinys [43]. Tai įrodo ir tyrimai, kuriuose, naudojant tiek 

acetazolamidą, tiek per biologinę membraną beveik nepraeinantį hidrofilinį benzolamidą, 

nustatyti panašūs pH pokyčiai [59].  

1.1.4. Karboanhidrazės XIV struktūros ir kinetinių parametrų 

palyginimas su membraninėmis izoformomis (IV, IX, XII) 

CA14 genas koduoja 55 kDa molekulinės masės baltymą sudarytą iš vienos 337 

aminorūgščių polipeptidinės grandinės [29,39]. hCA XIV aminorūgščių seka (3 pav.) yra 

giminingiausia ir struktūriškai panašiausia (4 B pav.) su kitomis membraninėmis izoformomis 

(hCAXIV/hCA IV = 33 %, hCA XIV/hCA IX = 41 % ir hCA XIV/hCA XII = 44 %). hCA 

XIV, kaip hCA IX ir XII, yra globulinis integralinis baltymas, sudarytas iš trijų domenų: 

uţląstelinio 275 ar., katalizinio N-galinio domeno su 15 ar. signaline seka, 21 ar. 

transmembraninės α-spiralės ir trumpo 26 ar. viduląstelinio peptido. Vienintelė hCA IX turi 

59 ar. proteoglikaninį domeną uţląstelinio domeno sudėtyje, o hCA IV unikali tuo, jog su 
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ląstelės membrana susijusi per glikozilfosfatidilinozitolinį inkarą, kuris baltymo brendimo 

metu prijungiamas vietoje C-galinio viduląstelinio peptido [23,61]. 

Šiuo metu rentgenostruktūrinės analizės metodu išspręstos ţmogaus (PDB kodas 4LU3) 

[62] ir pelės  (PDB kodas 1RJ5) [63] CA XIV katalizinio domeno apo bei komplekso su 

acetazolamidu (PDB kodas 1RJ6) kristalinės struktūros. Pelių CA XIV pasiţymi 78 % 

homologija su ţmogaus izoforma ir taip pat turi visas 36 konservatyvias aktyvaus centro 

aminorūgštis [62], todėl iki 2013 metų šio baltymo struktūra buvo vienintelis hCA XIV 

struktūrinis modelis. Visų α-CA kataliziniai domenai labai homologiški: globulinės formos 

aktyvųjį centrą formuoja centrinis 2 paralelių ir 8 antiparalelių β-klosčių lakštas, apsuptas α-

spiralių bei papildomų β-klosčių (4A pav.).  

 

3 pav. Membraninių CA aminorūgščių sekų ir antrinių struktūrų palyginimas. Schematiškai parodyti 

hCA XIV antrinės struktūros elementai: α ir 310 spiralės pavaizduotos atitinkamai raudonomis ir 

violetinėmis bangomis, o β-klostės – geltonomis rodyklėmis. Kitose izoformose šiuos elementus 

atitinkančios aminorūgštys paryškintos tokiomis pačiomis spalvomis. Brūkšniais pabrauktos 

konservatyvios aminorūgštys, o ţvaigţdutėmis - apribojančios aktyvųjį centrą [62]. 

 

Kristalinės struktūros patvirtina, jog hCA XIV yra glikoproteinas, turintis trumpų, 

šakotų oligosacharidų, kovalentiškai prijungtų prie asparagino (Asn195 - hCA I numeracija) 
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amino grupės [62,63]. Baltymo struktūrą sutvirtina vienas vidumolekulinis disulfidinis tiltelis 

tarp Cys23 ir Cys203. Analogiškas disulfidinis ryšys būdingas visoms su membrana 

susijusioms karboanhidrazėms (IV, IX ir XII) ir sekretuojamai hCA VI, o hCA IV turi ir 

antrąjį (Cys6-Cys180) [61]. Aktyviajame centre ryšys tarp Cys23 ir Cys203 stabilizuoja 

polipeptidinę kilpą su Thr-199, kuri, kaip jau buvo minėta, yra svarbi CA katalizei [23]. 

 

4 pav. Erdvinė pelių CA XIV katalitinio domeno struktūra (A) ir hCA XIV struktūros palyginimas su 

kitomis izoformomis (B). A - aktyviajame centre esantis cinko jonas paţymėtas oranţinės spalvos 

rutuliu. Ţydra spalva yra pavaizduotas β-lakštas, šviesiai ţalia – α-spiralės. Struktūroje pavaizduotas 

sacharidas ir geltonomis sferomis vaizduojamas disulfidinis tiltelis [63]. B -  membraninių 

karboanhidrazių edvinių katalizinių domenų struktūrų palyginimas: hCA XIV (ţalia spalva) [62], hCA 

IV (1ZNC, ţydra) [64], hCA IX (3IAI, mėlyna) [65], ir HCA XII (1JD0, raudona) [66]. Pavaizduotas 

cinko jonas ir jį koordinuojantys histidinai.  

 

Ryškiausias struktūrinis skirtumas tarp su membrana susijusių izoformų - oligomerinė 

būsena. Dvi membranines hCA – IX ir XII – bei sekretuojama hCA VI funkcionuoja kaip 

skirtingos konformacijos homodimerai. Ţmogaus CA XIV transmembraninėje spiralėje taip 

pat identifikuotas dimerizacijos motyvas GXXXG, tačiau gelfiltracija ir rentgenostruktūrinė 

analizė nepatvirtino dimerų formavimosi nei tirpale nei kristaluose [62,63]. 

Baltymų sekų (3 pav.) ir struktūrų (4 B pav.) analizė atskleidė ir daugiau membraninių 

izoformų skirtumų: hCA IV turi ilgesnę kilpą N-gale, o hCA XII - 232-238 ar. regione. 

Nepaisant to, šie regionai yra toli nuo aktyviojo centro ir maţai tikėtina, jog gali turėti įtakos 

slopiklio ir baltymo sąveikai [62]. Svarbesni skirtumai rasti tik aktyviųjų centrų 127-136 ar. 

srityje, kuri hCA IX, hCA XII ir hCA XIV susisuka į α spiralę ir apriboja aktyviojo centro 

ertmės viršų, o hCA IV ši sritis keliomis aminorūgštimis ilgesnė, su nepastovia konformacija 
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ir gali išsidėstyti toliau nuo aktyviojo centro. Be to, net jei karboanhidrazėse IX, XII ir XIV 

šios spiralės konformacija sutampa, hCA IX ji pasislinkusi link ertmės išorinės dalies. Šie 

stuktūriniai skirtumai atsispindi ir sekoje, nes membraninių izofermentų konservatyvūs 

aktyvieji centrai skiriasi tik 8 ar. ir 4 iš jų (131, 132, 135 ir 136) išsidėsčiusios būtent šiame 

regione [65]. Kristalografiniai tyrimai patvirtina, jog kai kurie sulfonamidai sąveikauja būtent 

su šiuo 127-136 ar. regionu [67]. Alterio ir jo kolegų teigimu, ši sritis gali būti naudinga 

selektyvių ligandų kūrimui su membrana susijusioms CA.  

Visų membraninių CA aktyvieji centrai yra tarpląsteliniame uţpilde, kuriam būdingos 

agresyvesnės, intensyviau kintančios sąlygos: pH svyravimai 6,0-7,8 intervale (smegenys, 

inkstai, vėţiniai audiniai), didelės druskų koncentracijos (inkstai). Nors dar nėra išsamiai 

ištyrinėta, tačiau manoma, jog šių CA stabilumas turėtų skirtis nuo viduląstelinių hCA (I, II, 

III, V, VII), o to prieţastis gali būti visoms membraninėms hCA būdingi disulfidiniai tilteliai 

[23]. Pelių CA XIV išsiskiria iš kitų CA izoformų neįprastu fermentinio aktyvumo atsparumu 

didelėse druskų koncentracijose (iki 1,5 M NaCl). Tai iš dalies paaiškina CA XIV raišką 

grauţikų inkstų proksimalinių kanalėlių membranose [68]. Lyginant kinetinius parametrus 

nustatytus standartinėmis sąlygomis (25 °C, pH 7,5) (1 lentelė), visoms ţmogaus 

membraninėms CA, išskyrus hCA XII, būdingas aukštas-vidutinis katalizinis aktyvumas ir 

didelis giminingumas CA slopikliams.  

 

1 lentelė. Membraninių (IV, IX, XII, XIV) ir citozolinių (I, II) CA izoformų kinetiniai parametrai. 

Vertės iš [69] šaltinio. 

 

Izoforma Kcat (s-1) Km(mM) Kcat/Km (M-1s-1) 
Giminingumas 

slopikliams 

hCA I 2,0 × 10
5
 4,0 5,0 × 10

7
 Vidutinis 

hCA II 1,4 × 10
6
 9,3 1,5 × 10

8
 Didelis 

hCA IV 1,1 × 10
6
 21,5 5,1 × 10

7
 Didelis 

hCA IX (CA domenas) 3,8 × 10
5
 7,0 5,4 × 10

7
 Didelis 

hCA IX (CA domenas + PG) 1,1 × 10
6
 7,5 1,5 × 10

8
 Didelis 

hCA XII 4,2 × 10
5
 12,0 3,5 × 10

7
 Maţas 

hCA XIV 3,1 × 10
5
 7,9 3,9 × 10

7
 Didelis 

 

PG – proteoglikaninis domenas; h – ţmogaus. 

1.2. Biotermodinamika 

Biologinėse sistemose molekulinis atpaţinimas vyksta dėl struktūrinio dviejų molekulių 

atitikimo ir tarp jų susidarančių tarpmolekulinių sąveikos jėgų. Jungimosi reakcijų metu dėl 

nekovalentinių ryšių persitvarkymo, susidarymo ar iširimo, vykstančius sistemos energetinius 
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pokyčius apibūdina biotermodinamika. Šių sąveikų supratimas ir galimybė kryptingai jas 

modeliuoti yra vienas iš pagrindinių šių dienų vaistus kuriančių mokslininkų siekių.  

1.2.1. Biofizikinių metodų taikymas vaistų kūrime 

Naujo vaistinio preparato sukūrimas ir patekimas į rinką yra ilgas, sudėtingas ir brangus 

daugiastadijinis procesas. Tam reikalingi tarpdisciplininiai tyrimai neretai uţtrunka iki 15 

metų, o jų kaina skaičiuojama dešimtimis miliardų. Daugybė įvairių strategijų ir metodų 

naudojama taikinio identifikavimui, vaistinių junginių pirmtakų (angl. lead compound) 

atrankai, modeliavimui ir junginio fizikocheminių savybių įvertinimui. Tarp jų yra 

kompiuterinis modeliavimas, baltymų kristalografija, biologiniai tyrimai in vivo ir 

biofizikiniai tyrimai in vitro, farmokokinetinių parametrų skaičiavimai bei junginių 

pristatymo iki taikinio ir formulavimo technologijos [70]. 

Ankstyvuosiuose vaistų kūrimo etapuose biofizikiniai metodai tapo veiksmingu įrankiu 

nustatyti, stebėti ir apibūdinti biomolekulės taikinio ir cheminio junginio (ligando) sąveiką 

naudojant rekombinantinius baltymus. Fluorescentinis terminio poslinkio metodas, branduolių 

magnetinis rezonansas, izoterminė titravimo kalorimetrija, paviršiaus plazmonų rezonanso 

spektroskopija ir baltymų kristalografija yra pagrindiniai biofizikiniai metodai naudojami 

vaistinių junginių atrankai ir tyrimams. Išskyrus baltymų kristalografiją, visais jais galima 

nustatyti sąveikų pusiausvyros konstantas (  ,   ) ir taip kiekybiškai įvertinti ligandų 

jungimąsi, o keletu iš jų, įvertinti ir šiuos molekulinio atpaţinimo procesus kontroliuojančius 

kinetinius ir termodinaminius parametrus, taip pat stechiometriją, jungimosi būdą ir su tiriama 

sąveika susijusius makromolekulės konformacinius pokyčius. Toks visapusiškas jungimosi 

proceso charakterizavimas, leidţia ne tik identifikuoti potencialiausias molekules iš didelių 

cheminių junginių bibliotekų, bet ir suteikia ţinių apie sąveikos ypatumus, varomųjų jėgų 

pusiausvyrą ir gali būti naudojama baltymo-ligando komplekso struktūrinėje analizėje (Ciulli, 

2013; G. A. Holdgate, 2010).  

Pradinis naujų vaistų kūrimo etapas grindţiamas taikinio molekulės aktyviajam centrui 

struktūriškai komplementarių junginių ar maţamolekulinių fragmentų konstravimu ir 

sudaromų kontaktų modeliavimu, remiantis rentgeno spindulių difrakcija ir magnetiniu 

branduolių rezonansu nustatytomis erdvinėmis struktūromis. Tačiau vien struktūriniai 

duomenys, net kartu su pačiais sudėtingiausiais kompiuterinio modeliavimo metodais, negali 

tiksliai apibūdinti sąveiką nulemiančių jėgų, todėl baltymo-ligando sistemos termodinaminė 

analizė padeda nustatyti modifikuojamų atskirų cheminių grupių indėlį į junginio 
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giminingumo ar selektyvumo pokyčius. Taip pat tai naudinga lyginant tarpusavyje vienodu 

giminingumu (  ) su makromolekule sąveikaujančius ligandus – potencialesniais tradiciškai 

laikomi besijungiantys su neigiamesne entalpija (∆H) [73]. Remiantis šiuo principu 

subalansavus laisvosios Gibso energijos (∆G) sudedamąsias, galima sumaţinti ar išvengti 

molekulių dydţio ir lipofiliškumo (paprastai siejamų su tradicinėmis molekulių vystymo 

strategijomis) didėjimo. Taigi pastaruoju metu, dėl technologinės kalorimetrų paţangos ir 

termodinamiškai optimizuotų geresnių vaistų pavyzdţių [74], vis didėja susidomėjimas 

biotermodinamikos naudojimu vaistinių molekulių kūrimo ir vystymo etapuose.  

Ne tik sąveikos termodinamikos, bet ir jungimosi kinetiniai parametrai, leidţia išsamiau 

tyrinėti struktūros ir aktyvumo ryšius, turinčius įtakos farmakokinetinėms ir 

farmakodinaminėms vaistų pirmtakų savybėms, greta tradiciškai nustatomų ADMET 

(absorbcija, distribucija, metabolizmas, toksiškumas) parametrų. Pavyzdţiui, lėtai 

besijungiančių ligandų reikės didesnių dozių tam pačiam fiziologiniam poveikiui pasiekti, ir 

priešingai, lėtai disocijuojantys ligandai dėl ilgesnės veikimo trukmės yra selektyvesni ir 

saugesni. Paviršiaus plazmonų rezonanso spektroskopija šiuo metu yra populiariausias 

metodas naudojamas jungimosi giminingumu ir kinetiniams parametrams nustatyti. Juo 

galima ištirti ligandus, kurie dėl jiems būdingų lėtų susijungimo (   ) ar disociacijos (    ) 

greičių, nevisapusiškai įvertinami fiksuoto laiko giminingumo nustatymo metodais. Tiesiogiai 

in vitro matuojamas baltymo-ligando komplekso gyvavimo laikas yra kaip ligando 

veiksmingumą in vivo apibūdinantis parametras [75]. 

1.2.2. Ligandų-makromolekulių sąveikos giminingumas ir energetika 

Paprasčiausios grįţtamosios nekovalentinės sąveikos tarp baltymo ir ligando 

jungimosi giminingumą arba    galima apibūdinti termodinaminiais ir kinetiniais 

parametrais: 

    
(     )   (          )           (4) 

kur    - jungimosi laisvosios Gibso energijos pokytis,    – jungimosi entalpijos pokytis,    

– jungimosi entropijos pokytis, R – universalioji dujų konstanta, T – temperatūra Kelvinais, o 

    ir     , atitinkamai, susijungimo ir disociacijos greičių konstantos.  

Biologinės sistemos nagrinėjimas abiem šiais aspektais, leidţia geriau suprasti 

molekulines sąveikas. Tos pačios bimolekulinės reakcijos termodinamika, apibūdina jos 

pusiausvyrą ir savaiminio vyksmo kryptį, bet nieko nenurodo apie proceso trukmę, tuo tarpu 
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kinetika – kaip greitai vyks reakcija, bet neteikia jokios informacijos apie reakcijos eigą ir 

galutinę būseną.   

Termodinaminiu poţiūriu, bet kurią biomolekulių sąveiką galima charakterizuoti 

keturiais pagrindiniais parametrais: laisvąja Gibso energija (  ), entalpija (  ) ir entropija 

(  ) esant tam tikrai temperatūrai bei šiluminės talpos pokyčiu, kuomet entalpija kinta 

priklausomai nuo temperatūros. Visų biocheminių reakcijų metu tam tikrai būsenai pasiekti 

sunaudojama arba išskiriama šiluma, kurią kiekybiškai apibūdina entalpijos pokytis.    gali 

buti tiesiogiai matuojama kalorimetrais arba netiesiogiai įvertinama, eksperimentiškai tiriant 

jungimosi konstantos    priklausomybę nuo temperatūros, kuri aprašoma van‘t Hofo lygtimi 

(    ): 

     
   

 
    
   

 
(5) 

   priklausomybė nuo temperatūros esant pastoviam slėgiui (6) apibūdinama šiluminės 

talpos pokyčiu (   ) ir nustatoma tik kalorimetrais.  

    
   

  
 

(6) 

 

Nustačius sąveikos pusiausvyros konstantas (       ), galima apskaičiuoti esminį 

termodinaminį parametrą -   : 

                         (7) 

Jo dydis apibūdina sąveikos stiprumą, o ţenklas – spontaniškumą. Reakcijos, kurių metu 

laisvoji Gibso energija maţėja (išsiskiria šiluma) vadinamos egzergoninėmis reakcijomis (   

ir     ),  jos nagrinėjamomis sąlygomis vyksta savaime, tuo tarpu, reakcijos, kurių metu 

laisvoji energija didėja, vadinamos endergoninėmis (   ir     ) ir jos vykti savaime 

negali, nes komplekso vidinė energija yra didesnė nei reaguojančių komponentų atskirai. Jei 

sistema pusiausvyros būsenos,     . Iš kitos    išraiškos (8) matome, jog jungimosi 

laisvosios Gibso energijos pokytis yra funkcija dviejų skirtingos prigimties komponentų, todėl 

įvairios ∆H ir ∆S verčių kombinacijos gali lemti tokį patį jungimosi giminingumą. 

          (8) 

Entropija nurodo kiekį būdų kaip termodinaminė sistema gali būti pertvarkoma ir 

daţniausiai suprantama kaip sistemos chaotiškumo matas. Teigiamas entropijos pokytis 

siejamas su tvarkos sistemoje sumaţėjimu ir atvirkščiai. Sąveikaujant baltymui ir ligandui 

toks palankus entropijos pokytis gali atsirasti dėl sąveikaujančių paviršių desolvatacijos, 

kuomet tirpiklio molekulės išstumiamos iš aktyviojo centro ertmės – tai hidrofobinės sąveikos 
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varomoji jėga. Priešingas jam yra konformacinis entropijos pokytis, nes susidarantis baltymo 

– ligando kompleksas yra tvaresnė struktūra, apribojanti tiek ligando, tiek baltymo įgyjamas 

konformacijas ir turinti maţiau judėjimo laisvės laipsnių. 

 Molekulių jungimosi entropija taip pat gali būti skirtingo pobūdţio: palankus entalpijos 

pokytis parodo tarp baltymo ir ligando susidarančių tarpmolekulinių sąveikų, tokių kaip Van 

der Valso, elektrostatinės sąveikos ar vandenilinis ryšių, stiprumo ar skaičiaus padidėjimą, o 

nepalankus pokytis atsiranda dėl polinių/įkrautų grupių desolvatacijos susidarant aukščiau 

minėtoms sąveikoms [76,77]. 

Dauguma vaistų kūrimo strategijų koncentruojasi ties jungimosi giminingumo 

didinimu, tačiau vien šis parametras neatspindi jėgų, lemiančių molekulių elgesį ir sąveikos 

specifiškumą. Neretai vaistų vystymo metu, komplementarumą aktyviojo centro ertmei 

didinančių struktūrinių pakaitų įvedimas į vaistų pirmtakų struktūras nesukelia ryškių 

giminingumo pokyčių. Taip nutinka dėl sąveikos metu vykstančius skirtingus procesus 

apibūdinančių    sudedamųjų, entalpijos ir entropijos, kompensacijos (8). Termodinamine 

ligandų optimizacija siekiama padidinti ligandų jungimosi giminingumą ir/ar selektyvumą 

subalansavus kiekvieno iš termodinaminio parametro indėlį, jog jie būtų maksimaliai 

palankūs. Tam padaryti yra trys alternatyvos: siekiama, kad baltymo-vaisto komplekso 

energetikoje dominuotų neigiamas   ; teigiamas   ; arba kuo neigiamesnė    ir      

kombinacija [73]. Tačiau šie apibendrinimai yra tik supaprastintas sistemos energetikos 

vaizdas, nes ligando jungimasis yra daugiastadijinis procesas, kurio kiekvieną etapą įvertinti ir 

pakreipti norima linkme yra vis dar sunkus uţdavinys.  

1.3. Rekombinantinių baltymų biosintezės E. coli problemos ir 

galimi jų sprendimo būdai 

Rekombinantinės DNR technologija gauti baltymai naudojami tiek stuktūriniams, 

funkciniams, biocheminiams baltymų tyrimams, tiek pramoniniams ir biomedicininiams 

tikslams (pvz.: diagnostika, vakcinos). Tačiau rekombinantinių baltymų sintezei sukurtos 

įvairios heterologinių genų raiškos sistemos nėra universalios, turi savo trūkumų ir privalumų, 

todėl reikalingas tinkamų ląstelių auginimo ir biosintezės sąlygų parinkimas individualiai 

kiekvienam baltymui. Plačiausiai šiuo metu naudojamos raiškos sistemos yra prokariotų 

ląstelės (Escherichia coli, Bacillus subtilis), mielės, augalai, ţinduolių ląstelių kultūros ir 

bakuloviruso sistema vabzdţių ląstelėse. Tinkamiausios raiškos sistemos pasirinkimas 

priklauso nuo baltymo prigimties (tirpus ar membraninis, oligomerizacinė būsena, dydis, 
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disulfidiniai tilteliai, potransliacinės modifikacijos ir t.t.), taip pat ir tikslo, kuriam jis bus 

naudojamas [78,79]. 

Per pastaruosius 40 metų E. coli ląstelės išliko populiariausias ir plačiausiai naudojamas 

prokariotinės kilmės producentas tiek prokariotinių, tiek eukariotinių baltymų biosintezei. 

Remiantis bibliografinės duomenų bazės Pubmed statistika net 60 % visų moksliniuose 

straipsniuose minimų rekombinantinių baltymų ekspresuoti E. coli ląstelėse ir 17 % mielėse 

Pichia pastoris. Taigi tai labai patogi baltymų ekspresijos sistema, nes šie mikroorganizmai 

labai greitai auga pigiose ir nesudėtingose auginimo terpėse, pasiekia didelį ląstelių tankį, o 

genų transliacija 4-10 kartų greitesnė negu eukariotuose. Taip pat juose gerai ištyrinėti 

transkripcijos ir transliacijos mechanizmai bei kiti veiksniai, lemiantys heterologinių genų 

raišką. Nepaisant to, šioje ekspresijos sistemoje pakankamai daţnai susiduriama su 

problemomis (2 lentelė), tokiomis kaip baltymų toksiškumas, neefektyvi baltymo sintezė, 

proteolitinė degradacija, susintetinti baltymai netirpūs arba funkciškai neaktyvūs (lentelė) 

[78,80].   

Mokslinėje literatūroje aprašyta daug būdų leidţiančių padidinti tirpaus baltymo išeigą 

ir pagerinti sintezės efektyvumą E. coli ląstelėse [78,81,82] (2 lentelė). Siūloma optimizuoti 

rekombinantinio baltymo sintezę keičiant arba genetinius veiksnius (vektorių, kamieną, 

klonuojamo geno ilgį ir t.t.) ir/arba ląstelių auginimo ir baltymo ekspresijos sąlygas 

(temperatūrą, induktoriaus koncentraciją ir t.t.). Tačiau ne visuomet tai padeda ir, kai kuriais 

atvejais, sėkminga ir efektyvi biologiškai aktyvių rekombinantinių baltymų gamyba priklauso 

nuo sunkiau optimizuojamų veiksnių, susijusių su paties baltymo bei jį koduojančio geno 

savybėmis. 

E. coli raiškos sistema yra labai produktyvi ir, atskirais atvejais, rekombinantinio 

baltymo išeiga gali pasiekti net 50% nuo visų ląstelės baltymų. Tačiau kartais taip nutinka, 

jog sintetinamo baltymo gaunama labai maţai, nors jį koduojantis genas yra ekspresuojamas 

nuo daugiakopijinės plazmidės su grieţtai reguliuojamu, stipriu promotoriumi (pvz. T7lac, 

fago λ, tetA) ir efektyvia ribosomos susirišimo sritimi (RSS) [83]. Produktyvi genų raiška 

priklauso nuo transkripcijos daţnumo ir informacinės RNR (iRNR) transliacijos efektyvumo. 

Daug įvairių veiksnių kiekviename biosintezės etape gali nulemti neintensyvią geno 

ekspresiją. Tačiau, jei geno seka ir genetinė konstrukcija optimizuota, stabili, o raiškai 

naudojamas tinkamas kamienas, potencialios maţos ekspresijos prieţastys gali būti iRNR 

nestabilumas, stabilių antrinių struktūrų sudarymas, tripletų naudojimo daţnio skirtumai tarp 

organizmų ir proteolizės suaktyvėjimą. 
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2 lentelė. Rekombinantinių baltymų ekspresijos E. coli problemos ir galimi jų sprendimo būdai. 

Sudaryta pagal [83,84].  

 

 

Transliacijos iniciacijoje vienintelis kintamasis yra iRNR, kurios seka ir struktūra lemia 

sąveiką su ribosomomis ir kartu transliacijos efektyvumą, o kiekis – daţnumą. Siekiant 

apsaugoti iRNR nuo degradacijos rekomenduojama įterpti apsaugines sekas, sumaţinti GC 

nukleotidų kiekį jos galuose arba naudoti kamienus (pvz. Invitrogen BL21„star―) su 

mutacijomis endonukleazę RNazę E koduojančiame gene (rne131) [79].  

Poţymis Galima problema Sprendimo būdai 

Nėra kolonijų 

arba ląstelių 

ţūtis 

ekspresijos 

metu 

Baltymas toksiškas 

ląstelei 

– Lėtinti baltymo sintezę maţinant augimo temperatūrą 

ir/ar induktoriaus kiekį, naudoti maţakopijinius genų 

raiškos vektorius; 

– Sumaţinti bazinę ekspresiją naudojant grieţtai 

reguliuojamus promotorius, katabolitinę represiją; 

– Nukreipti sintetinamus baltymus į periplazmą arba 

auginimo terpę; 

– Intarpinių kūnelių formavimas; 

Disulfidinių 

tiltelių turintis 

baltymas 

netirpus (IK) 

Nesusidaro disulfidinės 

jungtys 

– Naudoti kamienus su mutuotais reduktazių gor ir trxB 

genais; 

– Nukreipti sintetinamus baltymus į periplazmą; 

– Į producento kamieną įvesti plazmides su papildomomis 

foldazių genų kopijomis; 

Baltymas 

netirpus (IK) 

Per daug  intensyvi 

sintezė 

– Sulėtinti baltymo sintezę, keisti auginimo terpę, 

kamienus; 

– Į producento kamieną įvesti plazmides su papildomomis 

molekulinių šaperonų genų kopijomis; 

– Sulieti su tirpiais baltymais; 

– IK renatūracija ir baltymo pervyniojimas in vitro; 

Baltymo maţai 

arba kelios 

baltymo 

formos 

Proteolizė 

 

 

 

Kodonų 

nesuderinamumas 

Neintensyvi sintezė 

– Naudoti kamienus su inaktyvuotais proteazių genais 

– Nukreipti sintetinamą baltymą į periplazmą; 

– Intarpinių kūnelių formavimas; 

– Baltymo C ir N galų optimizavimas; 

– Naudoti kamienus su papildomomis retų tRNR genų 

kopijomis; 

– Naudoti daugiakopijinius genų raiškos vektorius su 

grieţtai reguliuojamais promotoriais; 

– Optimizuoti ląstelių auginimo ir baltymo sintezės 

sąlygas; 

– Patikrinti ir/arba keisti geno transliacijos ir 

transkirpcijos procesams svarbias vektoriaus sekas, 

galimas skaitymo rėmelio poslinkis, mutacijos; 

– Patikrinti naudojamos plazmidės stabilumą; 

Baltymas 

neaktyvus 

Neteisingai susivyniojęs 

baltymas, gryninimo 

inkaras ar tirpumą 

didinantis baltymas gali 

sumaţinti aktyvumą 

– Jei aktyvumui reikalingos potransliacinės modifikacijos, 

rinktis kitą organizmą geno raiškai; 

– Sulėtinti baltymo sintezę; 

– Nukreipti sintetinamą baltymą į periplazmą; 

– Pakeisti gryninimo inkarą ar prikabinti maţesnį 

papildomą baltymą; 
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Transliacijos efektyvumą taip pat lemia ir aminorūgštis koduojantys tripletai, kurių 

naudojimo daţnis tarp įvairių organizmų skiriasi. Konstruojant genetines konstrukcijas 

rekomenduojama atsiţvelgti į baltymo pirmąsias 11 aminorūgščių (įskaitant ir iniciacijos 

metioniną) koduojančius tripletus, t. y. N-galą. Naudojant vienodo stiprumo promotorius ir 

ribosomos susirišimo sritis nustatyta, kad reti kodonai N-gale lyginant su daţnais padidina 

transliacijos efektyvumą iki 14 kartų. Reti tripletai, kuriuose dominuoja A ir T nukleotidai, 

padeda išvengti stabilių antrinių iRNR struktūrų susidarymo šalia RSS ir taip paskatina 

elongacijos iniciaciją (transliacijos greitį limituojanti stadija) [85]. Tačiau reti kodonai kitose 

iRNR vietose gali ne tik sumaţinti baltymo sintezės greitį, bet ir padidinti transliacijos klaidų 

tikimybę. Tokių iRNR retus kodonus galima pakeisti daţniau naudojamais mutagenezės būdu 

(jei jų kiekis nedidelis) arba padidinti retų transportinių RNR (tRNR) viduląstelinę 

koncentraciją įvedus į ląsteles pagalbines plazmides su jas koduojančiais genais (pvz., 

kamienas Rosetta(DE3) arba BL21(DE3)CodonPlus–RIL). [84]. Tai galėtų padėti išspręsti 

producento ir baltymo kodonų nesuderinamumą ir padidinti baltymo išeigą ar net tirpumą 

[86].  

Daţniausiai įvairios tikslinio rekombinantinio baltymo formos ar maţesnis jo kiekis 

susidaro dėl suaktyvėjusios proteolitinės degradacijos. Proteazių kiekis gali padidėti ląstelėms 

patiriant stresą dėl intensyvios rekombinantinių baltymų sintezės (metabolitinė perkrova). 

Siekiant to išvengti reikia vengti baltymo galuose aminorūgščių sekų, kurios maţina baltymų 

stabilumą ir potencialiai gali tapti ląstelės proteazių taikiniu (pvz., C-gale nepolinių ar. sritis 

ar N-gale iniciatorinio metionino destabilizuojančios ar.). Šią problemą taip pat galima spręsti 

privertus tikslinį baltymą formuoti intarpinius kūnelius, nukreipus jį į periplazmą ar auginimo 

terpę, kur maţiau proteazių, bei naudojant kamienus su mutacijomis proteazes 

koduojančiuose Lon ir OmpT genuose (pvz., BL21 ir jo išvestiniai kamienai) [84]. 

Intensyvios rekombinantinių baltymų sintezės metu ne tik E. coli ląstelėse, bet ir 

Bacillus sp., Saccharomyces sp., vabzdţių ir gyvūnų ląstelių kultūrose, dėl nevisiškai 

susivyniojusių baltymo formų pasyvios agregacijos, daţnai susiformuoja netirpios ir 

neaktyvios baltymų struktūros, vadinamos intarpiniais kūneliais (IK). Taip pat cisteinais 

turtingi baltymai bakterijų redukuojančioje citoplazmoje neįgauna tinkamos konformacijos ir 

gali būti linkę agreguotis. Kita potenciali agregacijos prieţastis - nepakankama molekulinių 

šaperonų ir foldazių koncentracija ląstelėje. Tačiau IK turi ir privalumų: intarpiniuose 

kūneliuose kompaktiškai supakuotos baltymo molekulės yra neprieinamos proteazėms in vivo, 

IK centrifuguojant labai lengvai atskiriami nuo ląstelių lizato, o toksiški baltymai tokioje 

struktūroje tampa maţiau ţalingi ląstelei. Kuomet negaunama tirpaus baltymo arba jis 
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tikslingai ekspresuojamas IK pavidalu, atliekamas intarpinių kūnelių tirpinimas ir baltymo 

perlankstymas in vitro. Deja, neretai tokių procedūrų išeiga nėra didelė, o gaunamas baltymas 

gali būti nestabilus ar funkciškai neaktyvus [87]. 

Tirpų ir biologiškai aktyvų baltymą E. coli citoplazmoje galima gauti ir be intarpinių 

kūnelių renatūracijos. Nekeičiant rekombinantinio baltymo aminorūgčių sekos, jo tirpumą 

galima padidinti dviem būdais: lėtinant baltymo biosintezę ir/arba sudarant palankesnes 

sąlygas baltymo susivyniojimui. Pirmuoju atveju, maţinama induktoriaus koncentracija (iki 

1μM), po indukcijos maţinama ląstelių auginimo temperatūra (15-30 °C) ir atitinkamai 

ilginamas indukcijos laikas (nuo 4 val. iki kelių parų). Teigiamas poveikis baltymų tirpumui 

aiškinamas tuo, jog sulėtėjus biosintezei, besiformuojantys polipeptidai turi daugiau laiko 

teisingai susivynioti. Be to, yra keletas sėkmingos rekombinantinių baltymų sintezės 

pavyzdţių ir ekstremaliai ţemose (4–10 °C) temperatūrose įprastuose kamienuose [88] arba 

specialiai tam sukurtuose (ArcticExpress), kuriuose ekspresuojami šalčiui atsparūs 

molekuliniai šaperonai iš psichrofilinės bakterijos Oleispira antarctica [89]. Tokiomis 

sąlygomis, drastiškai sumaţėjus ląstelių augimo greičiui, indukcija gali būti tęsiama net iki 10 

dienų.  

Baltymo sintezės intensyvumas tiesiogiai priklauso nuo iRNR kiekio, kurį lemia 

promotoriaus funkcionalumas ir plazmidės kopijų skaičius. Silpniems promotoriams (pvz., 

lac, lacUV5, hibridiniams tac ir trc) būdinga gana didelė tikslinio baltymo sintezė 

neindukuotose sąlygose ir netokia intensyvi pridėjus induktoriaus, lyginant su vienu iš 

stipriausių T7 promotoriumi [79,83]. Suderinus tokius promotorius su maţakopijinėmis 

plazmidėmis galima gauti daugiau teisingai susivyniojusio, tirpaus baltymo, nes vykstant 

nuolatinei ir lėtesnei baltymo sintezei transliacijos produktai kaupiasi po truputį. 

Eksperimentiniai duomenys patvirtina, kad su silpniausiais lac, lacUV5 promotoriais 

procentaliai gaunama daugiausiai tirpaus baltymo nuo viso susintetinto baltymo kiekio, tačiau 

dėl neintensyvios sintezės, bendra tirpaus baltymo išeiga gaunama visgi maţesnė nei 

naudojant stiprų promotorių [86]. 

Teigiamą poveikį baltymo tirpumui gali turėti ir auginimo terpės keitimas: pH kontrolė, 

pridėjimas gliukozės (0,8-1,0%) katabolitinei lac promotoriaus represijai, būtinųjų 

aminorūgščių ir kofaktorių, padidintas osmosinis slėgis (pridėjus, pvz., sorbitolio, betaino, 

sacharozės) [78].  

Natyvios baltymo konformacijos susidaryme in vivo aktyviai dalyvauja įvairūs 

molekuliniai šaperonai ir foldazės. Kai kurių baltymų sintezės metu, padidinus kompleksiškai 

veikiančių šaperonų (pvz. DnaK-DnaJ-GrpE, GroEL-GroES sistemų ar ClpB) kiekį, nustatyta 
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ţenkliai didesnė tirpaus baltymo išeiga [90]. Siekiant pagerinti cisteinais turtingų baltymų 

susivyniojimą ir tirpumą, sukurti mutantiniai E. coli kamienai (pvz., origami, Rosetta-gami), 

kuriuose dėl inaktyvuotų tioredoksino (trxB) ir glutationo (gor) reduktazių genų, citoplazmoje 

gali formuotis disulfidiniai tilteliai. Šios mutacijos kartu su padidinta periplazmos izomerazės 

(DsbC) sinteze citoplazmoje, dar labiau pagerina disulfidinių jungčių susidarymą (pvz., 

„NEB― kompanijos kamienas SHuffle T7). Tačiau kiekvieno individualaus baltymo atveju 

gali tekti išbandyti įvairias šaperonų/foldazių sistemas ir jų kombinacijas bei rasti optimalias 

jų raiškos sąlygas, kad pernelyg intensyvi papildomų baltymų sintezė nesukeltų streso 

ląstelėms ir neapsunkintų tikslinio baltymo atskyrimo [79,89]. 

Kitas šios problemos sprendimo būdas - tikslinio baltymo lokalizacijos E. coli ląstelėje 

keitimas. Po sintezės citoplazmoje, N-galinį signalinį peptidą turintys baltymai, pernašos 

mechanizmais transportuojami į periplazmą, o toliau gali būti pasyviai sekretuojami į 

auginimo terpę. Nors citoplazminių baltymų išeiga daug didesnė lyginant su periplazminiais, 

periplazmoje daţniausiai formuojasi tirpūs ir teisingai susisukę baltymai. Dėka oksiduojančių 

periplazmos savybių gali natūraliai formuotis disulfidinės jungtys, ten yra tik 4 % visų 

šeimininkės ląstelės baltymų ir tik dalis jų proteazės, o baltymai formuojami su autentiškais 

N-galais. Sekrecija į auginimo terpę taip pat turi pranašumų: dar maţiau proteazių ir 

lengvesnis tikslinio baltymo atskyrimas. Tačiau eukariotinių baltymų sekrecija į terpę nėra 

lengvai pasiekiama (sėkminga tik atskirais atvejais), priklauso nuo daugelio veiksnių ir 

daţniausiai gaunamo baltymo kiekis daug maţesnis lyginant su IK renatūracija ar pernaša į 

periplazmą [79]. 

Kai kurios paties baltymo savybės taip pat lemia tirpaus baltymo ekspresijos išeigą, tarp 

jų yra molekulinė masė, hidrofobinių sekų kiekis ir erdvinės struktūros sudėtingumas. E. coli 

sunkiai ekspresuoja didelius baltymus (>70 kDa), todėl tirpumą ir ekspresiją galima padidinti 

pasirenkant maţesnį jo fragmentą, išbandant įvairaus dydţio baltymo variantus. Membraninių 

baltymų sintezė E. coli ląstelėse vis dar išlieka iššūkis, todėl rekomenduojama ekspresuoti tik 

tirpų baltymo domeną be transmembraninių segmentų ar hidrofobinių regionų, ţinoma, jei tai 

nedaro įtakos jo biologiniam aktyvumui. Tikslinio baltymo N arba C gale galima prijungti 

papildomus tirpius baltymus: glutationo S–transferazę (GST), maltozę surišantį baltymą 

(MBP), tioredoksiną (Trx) ir kitus. Toks baltymų suliejimas ne tik padidina baltymo tirpumą 

citoplazmoje, bet ir apsaugo nuo proteazių, palengvina gryninimą [89]. 
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2. MEDŢIAGOS IR METODAI 

2.1. Medţiagos 

Naudoti reagentai ir rinkiniai pateikti pagal gamintoją: 

 BioRad: TEMED, glicinas; 

 Ferak Berlin: Tritonas–X100; 

 Fluka: bisakrilamidas, Coomassie Brilliant Blue R-250, etidţio bromidas, guanidino 

hidrochloridas, HCl, NaOH, Na2B4O7, Na3PO4, NaH2PO4, Na2HPO4x12H2O, PIPES; 

 GE Healthcare: sefarozė, p-aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agarozė; 

 Labochema: karbamidas; 

 Matheson Coleman & Bell: bromfenolio mėlis; 

 Roche: chloramfenikolis, glicerolis, peptidazių slopiklių kokteilis tabletėmis, PMSF; 

 Roth: agar-agaras, akrilamidas, ampicilinas, APS, CaCl2, DMSO, HEPES, 

LB mitybinė terpė, MgCl2, mielių ekstraktas, NaCl, triptonas; 

 Sigma Aldrich: ANS, AZM, CH3COOH, EDTA, EZA, 80 % H3PO4, imidazolas, KCl, 

MES, MgSO4, NaBr, NaF, NaI, Na2SO4, NiCl2, TRIS, topiramatas; 

 Thermo Fisher Scientific: agarozė, IPTG, baltymų dydţio ţymuo (Protein Molecular 

Weight Marker), DNR dydţio ţymuo (O‗GeneRuler 50bp DNA Ladder), daţas DNR 

mėginių uţnešimui ant agarozės gelio (6X Orange Loading Dye), dNTP mišinys, Pfu 

natyvi ir Phusion DNR polimerazės ir jų buferiniai tirpalai, DNR gryninimo rinkiniai: 

„GeneJET
TM

 Gel Extraction Kit“, „GeneJET
TM

 Plasmid Miniprep Kit“. 

Karboanhidrazių ligandai 

Komerciniai CA ligandai (EZA, AZM) pirkti iš „Sigma-Aldrich―, „Alfa Aesar― kompanijų. 

Kiti naudoti junginiai sintetinti VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaistų 

tyrimo skyriuje (dr. V. Dudutienė). 
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2.2. Bakterijos ir plazmidės 

E. coli kamienai 

DNR padauginimui naudotas E. coli bakterijų kamienas XL1-blue (Stratagene), o CA XIV 

raiškai - E. coli BL21 (DE3) ir jo pagrindu sukontruoti kamienai (3 lentelė). Kamienas BL21 

Star (DE3) One Shot įsigytas iš „Invitrogen― kompanijos, o visi kiti - iš „Novagen―. 

 

3 lentelė. Baltymo ekspresijai naudoti E. coli kamienai ir jų pagrindinės savybės. 

 

E. coli kamienas Atsparumas 

antibiotikams 

Savybės 

BL21(DE3) - Neturi Lon ir OmpT proteazių; 

BL21(DE3)pLysS Cm  Įvesta pagalbinė plazmidė su pLysS genu, koduojančiu T7 

lizocimą; 

BL21(DE3)CodonPlus–

RIL 

Cm Įvestos plazmidės su papildomomis, retus kodonus (AGA 

AGG, AUA, CUA) atpaţįstančių tRNR genų kopijomis; 

neturi Lon ir OmpT proteazių; 

BL21 Star (DE3) One 

Shot 

- Neaktyvi ribonukleazė E (rne131 mutacija), neturi Lon ir 

OmpT proteazių; 

Origami B(DE3) Kan + Tet Mutuoti reduktazių gor ir trxB genai; lacZY genų delecija 

suteikia tikslesnę induktoriaus kontrolę; neturi Lon ir 

OmpT proteazių; 

Rosetta 2(DE3) Cm Įvestos plazmidės su papildomomis retus kodonus (AGA, 

AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, CGG) atpaţįstančių 

tRNR genų kopijomis; neturi Lon ir OmpT proteazių; 

Rosetta-gami 2(DE3) Cm + Str + Tet Įvestos plazmidės su papildomomis, retus kodonus (AGA, 

AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, CGG) atpaţįstančių 

tRNR genų kopijomis; mutuoti reduktazių gor ir trxB 

genai; neturi Lon ir OmpT proteazių; 

 

DE3 ţymėjimas reiškia, jog kamienai tinkami genų raiškai naudojant pET vektorius, nes į ląstelių chromosomą 

įterptas T7 RNR polimerazės genas. Cm – chloramfenikolis, Kan – kanamicinas, Tet – tetraciklinas, Str - 

streptomicinas. 
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Genetinės konstrukcijos 

1. pGEX-5x-3-CAXIV (16-285) - plazmidė su tac promotoriumi ir CA14 genu, kuris 

koduoja CA XIV baltymą nuo 16 iki 285 aminorūgšties, o N‘ – gale gliutationo S–

transferazę (GST) koduojanti seka.  

2. pET15b-CAXIV (16-285) - plazmidė su T7 bakteriofago promotoriumi ir CA14 genu, 

kuris koduoja CA XIV baltymą nuo 16 iki 285 aminorūgšties, o N‘ gale prijungta šešis 

histidinus koduojanti seka. 

3. pSUMO-CAXIV (16-279) - plazmidė su T7 bakteriofago promotoriumi ir CA14 

genu, kuris koduoja CA XIV baltymą nuo 16 iki 279 aminorūgšties, o N‘ gale 

prijungta SUMO baltymą ir šešis histidinus koduojanti seka.  

4. pET15b-CAXIV (20-280) - plazmidė su T7 bakteriofago promotoriumi ir CA14 genu, 

kuris koduoja CA XIV baltymą nuo 20 iki 280 aminorūgšties, o N‘ gale prijungta šešis 

histidinus koduojanti seka. 

Visos šios genetinės konstrukcijos sukurtos VU Biotechnologijos instituto 

Biotermodinamikos ir vaistų tyrimo skyriuje (Jolanta Vanagel, dr. Jurga Matulienė, dr. Vaida 

Jogaitė). Transformantų atrankai (selekcijai) visos konstrukcijos turi geną,  lemiantį 

atsparumą ampicilinui. 

5. pET15b-tac-CAXIV (16-285) – modifikuota pET15b-CAXIV (16-285) plazmidė, 

kurioje T7 bakteriofago promotorius pakeistas tac promotoriumi. 

6. pG-KJE8 („Clontech Laboratories‖) – plazmidė skirta DnaK-DnaJ-GrpE ir GrosES-

GrosEl šaperonų sistemų raiškai. Šių baltymų ekspresija indukuojama L-arabinoze ir 

tetraciklinu. Turi pACYC vektoriaus replikacijos pradţios seką ir yra suderinama su 

pMB1 ar ColE1 replikatorių turinčiomis plazmidėmis (pvz. pET serijos vektoriai). 

Transformantų atrankai turi geną,  lemiantį atsparumą chloramfenikolui. 

 

pET15b-tac-6xHis-CAXIV (16-285) genetinės konstrukcijos kūrimui naudoti  

pradmenys: 

HD1 (A+C): (5'-CGGCGTAGAGGATCAGCTGTTGACAATTAATCA-3‗) - tiesioginis 

pradmuo. Tm= 64 ºC, 33 nt. 

HD2 (B+D): (5'-TCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGA-3‗) - atvirkštinis 

pradmuo. Tm= 66 ºC, 33 nt. 
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2.3. Terpės ir tirpalai 

Terpės: 

Autoindukcinė ZYM-5052 terpė ruošiama vandenyje ištirpinus 1% triptono, 0.5% mielių 

ekstrakto, 25 mM Na2HPO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4Cl, 5 mM Na2SO4, 2 mM 

MgSO4 ir atskirai ištirpinus 0,5% glicerolio, 0,05% dekstrozės, 0,2% laktozės. Abu tirpalai 

autoklavuojami 20 min 121°C temperatūroje 1 papildomos atm slėgyje ir prieš naudojant 

sumaišomi iki reikiamo tūrio [91]. 

BHI (Brain Heart Infusion), LB (Luria/Miller) mitybinės terpės ruošiamos pagal 

gamintojų nurodymus ir autoklavuojamos 20 min +121 °C temperatūroje esant 1 atm slėgiui. 

Agarizuota LB mitybine terpė: į skystą LB terpę pridedama 1,5 % agar-agaro. 

Autoklavuojama 20 min +121 °C temperatūroje 1 papildomos atm slėgyje. 

SOC mitybinė terpė: 2 % triptono, 0,5 % mielių ekstrakto, 10 mM NaCl ir 3,5 mM KCl. 

Autoklavuojama 20 min +121 °C temperatūroje 1 papildomos atm slėgyje. 

Tirpalai: 

30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas: 29,2 g akrilamido ir 0,8 g bisakrilamido 

ištirpinami 70 ml dejonizuoto vandens ir filtruojama per stiklinį filtrą. Laikoma tamsiame 

inde 4 °C temperaturoje. 

Baltymų denatūravimo (pavyzdţio) buferis (6x): 0,6 % bromfenolio melynojo, 600 mM 

DTT, 60 % glicerolio, 12 % NDS, 300 mM TRIS, pH 6,8. Išpilstoma po 1 ml ir laikoma -20 

°C temperaturoje. 

Kompetentinių lastelių transformacijos buferis: 15 mM CaCl2×2H2O, 250 mM KCl, 55 

mM MnCl2×4H2O, 10 mM PIPES. Tirpalas be PIPES filtruojamas ir laikomas -20°C 

temperaturoje. PIPES į bendrą kompetentinių lastelių ruošimo tirpalą dedamas prieš pat 

naudojimą. 

Poliakrilamido gelių daţas: 0,62 g Kumasi Briliantinis mėlio (Coomassie Brilliant Blue R-

250) ištirpinama 113 mL 96,3 % etonolio, pridedama 23 mL acto rugšties. Skiedţiama 

dejonizuotu vandeniu iki 250 mL. Laikoma kambario temperaturoje. 

TAE (Tris-acetatas-EDTA) DNR elektroforezės buferinis tirpalas (50x): 50 mM EDTA, 2 

M TRIS, 57,1 mL acto rugšties. Skiedţiama dejonizuotu vandeniu iki 1 L. Laikoma kambario 

temperaturoje.  
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TRIS-NDS-Glicino baltymų elektroforezės buferinis tirpalas (10x): 1,9 M glicino, 35 mM 

NDS, 25 mM TRIS, pH 8,3–8,6. Laikoma 4 °C temperaturoje. 

Universalus plataus pH intervalo buferis: 50 mM fosfato, 50 mM acetato, 25 mM borato, 

50 mM NaCl. 

Gryninimo buferiniai tirpalai: 

- Biomasės ardymui: 50 mM TRIS, 150 mM Na2SO4, 50 mM imidazolo, 1 % tritono, 1 

mM PMSF, pH 8,0. 100 mL tokio tirpalo ištirpinama 1 tabletė peptidazių slopiklių 

kokteilio. 

- Buferinis tirpalas A: 25 mM TRIS, 150 mM Na2SO4, 50 mM imidazolo, pH 8,0. 

- Buferinis tirpalas B: 25 mM TRIS, 100 mM Na2SO4, 0,6 M imidazolo, pH 8,0. 

- Buferinis tirpalas C: 20 mM HEPES, 150 mM Na2SO4, pH 8,0.  

- Buferinis tirpalas D: 0,1 M CH3COONa, 0,5 M Na2SO4, pH 5,6.  

- Saugojimo buferinis tirpalas: 20 mM HEPES, 0,1 M Na2SO4, pH 8,0.  

2.4. Kompiuterinės programos 

 A plasmid Editor v1.17 (ApE) ir SnapGene Viewer – programos, naudotos teoriniam 

konstrukto sukūrimui ir pradmenų kūrimui; 

 RF-Cloning (http://www.rf-cloning.org) – internetinė programa, skirta kurti pradmenis 

įterptinei mutagenezei; 

 MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) – programa, naudota 

nukleorūgščių ar aminorūgščių sekų palyginimui; 

 pDRAW32 – programa, naudota genetinėje konstrukcijoje nustatyti atviro skaitymo 

rėmelius; 

 ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) – programa, skirta baltymo 

parametrams suţinoti; 

 ThermoFluor++1.4.2 - programa, terminio poslinkio metodu gautiems rezultatams 

apdoroti; 

 Microcal™Origin™v5,0 – programa, izoterminė titravimo kalorimetrijos metodu 

gautiems rezultatas apdoroti.  
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2.5. Metodai 

2.5.1. Įterptinė mutagenezė 

Šia taikiniui specifine mutageneze galima įterpti norimą seką į bet kurią vietą ir į bet 

kokią plazmidę, net jei vektoriuje ir įterpiamoje sekoje nėra restrikcijos endonukleazių 

taikinių ar homologinės rekombinacijos sekų. Tam naudojami hibridiniai pradmenys, turintys 

komplemetarias sekas tiek intarpui, tiek ir modifikuojamai plazmidei. Pirmosios polimerazės 

grandininės reakcijos (PGR) metu (5 pav.) su šiais pradmenimis gaunamas oligonukleotidas 

su visa įterpiama nukleotidų seka apribota modifikuojamai plazmidei komplementariomis 

sekomis. Oligonukleotidas išgryninamas frakcionuojant agaroziniame gelyje ir naudojamas 

kaip „megapradmuo‖ antrojoje PGR, kurioje DNR matrica - modifikuojama plazmidė. Visa 

plazmidė yra amplifikuojama abiejomis kryptimis įterpiant naująją seką, o po PGR gaunama 

dvigrandė ţiedinė DNR su viengrandţiais trūkiais (po vieną kiekvienoje gijoje), kuriuos 

ištaiso bakterijų DNR reparacijos sistemos. Toliau PGR reakcijos mišinys inkubuojamas su 

restrikcijos endonukleaze Dpn1, kuri selektyviai sukarpo tik metilintą matricinę DNR, o 

nepaţeista, in vitro susintetinta ir modifikuota plazmidė naudojama transformuoti 

kompetentines E. coli ląsteles [92].  

 

5 pav. Įterpinės mutagenezės etapai. 

 

Šis metodas naudotas pET15b-CAXIV (20-280) plazmidės T7 bakteriofago 

promotorių pakeisti tac promotoriumi. Megapradmenys gauti hibridiniais pradmenimis 

amplifikuojant tac promotoriaus seką nuo pGEX-5x-3-GST-CAXIV. Plazmidės pET15b-tac-

CAXIV seka ir pradmenys kurti kompiuterinėmis programomis, o procedūra atlikta remiantis 

[92] rekomendacijomis.  

 

Hibridiniai pradmenys (A+C ir B+D) kiekvienos PGR metu veikia kaip atskiri pradmenys: 

A – (5'-AGCTGTTGACAATTAATCA-3‘) - tiesioginis pradmuo skirtas įterpiamos sekos 

pagausinimui. Tm= 49 ºC ,19 nt. 
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B – (5'-ACACATTATACGAGCCGA-3‘) - atvirkštinis pradmuo skirtas įterpiamos sekos 

pagausinimui. Tm= 51 ºC, 18 nt. 

C – (5'-CGGCGTAGAGGATC-3‘) - tiesioginis pradmuo skirtas sekos įterpimui į plazmidę. 

Tm= 49 ºC, 14 nt. 

D – (5'-TCCGCTCACAATTCC-3‘) - atvirkštinis pradmuo skirtas sekos įterpimui į 

plazmidę. Tm= 49 ºC, 15 nt. 

 

I polimerazės grandininė reakcija. Amplifikuojama tac promotoriaus seka. Gautas 

oligonukleotidas su visa įterpiama seka vadinamas „megapradmeniu―.  

20 μl tūrio PGR mišinį sudaro:  

- 1 fermento aktyvumo vienetas Phusion rekombinantinės DNR polimerazės;  

- 7 ng pGEX-5x-3-GST-CAXIV plazmidės; 

- 10 μM tiesioginio pradmens HD1; 

- 10 μM atvirkštinio pradmens HD2; 

- 0,2 mM dNTP mišinio; 

- 1x Phusion DNR polimerazės buferio; 

- dejonizuotas vanduo.  

Reakcija vykdoma termocikleryje pagal šią programą: pradinė denatūracija +95 °C 2 min; po 

to, reakcija kartojama 25 kartus: DNR grandinių atskyrimas +95°C 30 s, pradmenų 

prilydymas +49 °C 30 s, DNR sintezė +72 °C 30 s; DNR grandinės galų prisintetinimas +72 

°C 7 min. 

 

Gauti PGR produktai frakcionuojami 2,5 % agarozės gelyje su DNR ilgio ţymenimis 

(O‗GeneRuler 50bp DNA Ladder), o 66 nt ilgio megapradmenys iškerpami iš agarozės gelio 

ir gryninami naudojant „GeneJET
TM

 Gel Extraction Kit― rinkinį pagal gamintojų pateiktus 

nurodymus. Išskirtos DNR koncentracija matuojama „NanoDrop― spektrofotometru (λ = 260 

nm). 

 

Megapradmens amplifikacija. Pirmosios PGR metu susidarius nepakankamam 

megapradmenų kiekiui, atliekama amplifikacija su pradiniais hibridiniais pradmenimis.  

20 μl tūrio PGR mišinį sudaro:  

- 1 fermento aktyvumo vienetas Pfu rekombinantinės DNR polimerazės;  

- 20 ng megapradmens; 

- 10 μM tiesioginio pradmens HD1; 
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- 10 μM atvirkštinio pradmens HD2; 

- 0,2 mM dNTP mišinio; 

- 1x Pfu DNR polimerazės buferio; 

- dejonizuotas vanduo.  

Reakcija vykdoma termocikleryje pagal šią programą: pradinė denatūracija +95 °C 1 min; po 

to, reakcija kartojama 25 kartus: DNR grandinių atskyrimas +95°C 30 s, pradmenų 

prilydymas +60 °C 30 s, DNR sintezė +72 °C 30 s; DNR grandinės galų prisintetinimas +72 

°C 2 min. 

 

II polimerazės grandininė reakcija. DNR sintezei pasirinkta Phusion polimerazė. 

Naudojama 5 kartų daugiau megapradmens nei matricinės DNR.  

20 μl tūrio PGR mišinį sudaro:  

- 1 fermento aktyvumo vienetas Phusion rekombinantinės DNR polimerazės;  

- 15 ng pET15b-CAXIV (20-280) plazmidės; 

- 75 ng megapradmens; 

- 0,2 mM dNTP mišinio; 

- 1x Phusion DNR polimerazės buferio; 

- dejonizuotas vanduo.  

Reakcija vykdoma termocikleryje pagal šią programą: pradinė denatūracija +95 °C 5 min; po 

to, reakcija kartojama 18 kartų: DNR grandinių atskyrimas +95°C 30 s, pradmenų prilydymas 

+47 °C 1 min, DNR sintezė +72 °C 8 min (Phusion polimerazės greitis - 90s/kb); DNR 

grandinės galų prisintetinimas +72 °C 10 min. 

 

II PGR produkto restrikcija. Po PGR paimami 5 μL mišinio DNR elektroforezei 1,5 % 

agarozės gelyje, o likęs mišinys 1 val. inkubuojamas 37 °C su 1 fermento aktyvumo vienetu 

restrikcijos endonukleazės DpnI, o likusiu mišiniu transformuojamos E. coli XLI–blue 

kamieno lastelės. Plazmidė gryninama iš šių ląstelių naudojant „GeneJET™ Plasmid 

Miniprep Kit― rinkinį pagal gamintojų pateiktą protokolą. DNR koncentracija nustatoma 

„NanoDrop― spektrofotometru (λ = 260 nm), o nukleotidų seka - VU Biotechnologijos 

instituto DNR sekoskaitos centre. 

 

DNR elektroforetinis frakcionavimas atliekamas horizontaliame 1 % arba 2,5 % agarozės 

gelyje TAE buferyje su etidţio bromidu (galutinė koncentracija 0,25 μg/ml). Gelyje 
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analizuojami mėginiai praskiedţiami 6x DNR mėginių daţu (6x Orange Loading Dye). 

Pasibaigus elektroforezei gelis analizuojamas ultravioletinėje šviesoje. 

2.5.2. Rekombinantinės karboanhidrazės XIV ekspresija, tirpumo 

tikrinimas, gryninimas ir koncentracijos nustatymas 

Kompetentinių E. coli ląstelių paruošimas 

1. E. coli ląstelės išsėjamos ant agarizuotos LB mitybinės terpės su atitinkamais antibiotikais 

ir inkubuojamos 37 °C temperatūroje 16-20 val., kol susiformuoja pavienės kolonijos.  

2. Viena E. coli bakterijų kolonija nuo agarizuotos terpės uţsėjama į 10 ml LB terpę, 

auginama per naktį 37°C temperatūroje purtant 220 aps./min greičiu. 

3. Į kolbą su LB mitybine terpe ir selektyviu kiekvienam kamienui antibiotiku perkeliama 

pradinė kultūra, skiedţiant santykiu 1:100. Toliau auginama purtant (220 aps./min) 37°C 

temperatūroje, kol kultūra pasiekia apie 0,55 optinio vieneto tankį, matuojamą 

spektrofotometru esant 600 nm bangos ilgiui. 

4. Auginimas nutraukiamas kolbą perkeliant 10 min į ledo vonią. 

5. Ląstelės surenkamos centrifuguojant 10 min 2500×g greičiu +4 °C temperatūroje. 

6. Supernatantas nupilamas ir ląstelės atsargiai resuspenduojamos 80 ml šalto bendro 

transformacijos buferio. Centrifuguojama tomis pačiomis sąlygomis, kaip nurodyta 5-ame 

punkte. 

7. Nupylus supernatantą, ląstelės resuspenduojamos 20 ml šalto bendro transformacijos 

buferio ir centrifuguojamos tomis pačiomis sąlygomis. 

8. Pridedama 1,5 ml DMSO. Bakterijų suspensija pamaišoma ir inkubuojama ant ledo 10 min. 

9. Ląstelės išpilstomos į 1,5 ml talpos mėgintuvėlius, uţšaldomos skystame azote ir laikomos 

-80 °C temperatūroje.  

Kompetentinių E. coli ląstelių transformacija 

1. Kompetentinės ląstelės atšildomos lede. Petri lėkštelė su agarizuota LB terpe ir atitinkamu 

antibiotiku šildoma kambario temperatūroje arba 1 val. 37°C temperatūros termostate. 

2. 1-5 µl DNR (daţniausiai nuo 10 pg iki 100 ng) atsargiai sumaišoma su 20-50 µl 

kompetentinių ląstelių.  

3.  Mišinys inkubuojamas lede 30 min.  

4. Vykdomas temperatūrinis šokas 90 s 42 °C temperatūroje. 



 

 39 

5. Mėgintuvėlis su mišiniu perkeliamas ant ledo ir ten laikomas 2 min. 

6. DNR ir ląstelių mišinys skiedţiamas 400 μl kambario temperatūros SOC terpe (be 

antibiotikų) ir purtant 220 aps./min greičiu inkubuojamas 1 val. 37 °C temperatūroje. 

7. 50 μl transformuotų kompetentinių ląstelių steriliai išsėjama ant Petri lėkštelės.  

8. Lėkštelė inkubuojama termostate 37 °C temperatūroje 16-20 val. 

Kompetentinių E. coli ląstelių kotransformacija 

Kotransformacijos metu į ląsteles įvedamos dvi plazmidinės DNR: plazmidė su tikslinio 

baltymo genu ir pG-KJE8 su DnaK-DnaJ-GrpE ir GrosES-GrosEl šaperonų genais. 

Naudojamos BL21(DE3) kompetentinės ląstelės, nes tai atsparumo antibiotikams neturintis 

kamienas. Kotranformacijos efektyvumas yra maţesnis nei transformacijos atskiromis 

plazmidėmis, todėl naudojami didesni plazmidinių DNR kiekiai (po 1 μg kiekvienos 

plazmidės). 

CA XIV baltymo raiška E. coli kamienuose 

Transformuotų ląstelių auginimas LB arba BHI mitybinėse terpėse: 

1. Vakare viena kolonija nuo agarizuotos terpės uţsėjama į kolbutę su mitybine terpe ir 

atitinkamais antibiotikais ir auginama per naktį 37 °C temperatūroje purtant 220 aps./min 

greičiu. Transformantų atrankai, priklausomai nuo kamieno, naudojamos antibiotikų 

koncentracijos augimo terpėje: 100 µg/ml ampicilino, 30 µg/ml chloramfenikolio, 50 µg/ml 

kanamicino, 12 µg/ml tetraciklino, 50 µg/ml streptomicino.  

2. Ryte naktinė kultūra persėjama į naują terpę su atitinkamais antibiotikais ir 0,1 mM ZnCl2 

santykiu 1:50. 

3. Bakterijos auginamos 37 °C temperatūroje purtant 220 aps./min greičiu ir kultūrai pasiekus 

0,6-0,7 optinių vienetų tankį, matuojamą esant 600 nm bangos ilgiui, geno raiška 

indukuojama pridedant atitinkamą kiekį IPTG ir ZnCl2 tirpalų. Po indukcijos maţinama 

kultūros auginimo temperatūra (30-16 °C) ir atitinkamai ilginamas auginimo laikas (4-16 

val.). Kuomet baltymo sintezei pasirenkama temperatūra ţemesnė nei 25 ºC, prieš indukciją 

terpė atvėsinama purtyklėje arba ledo vonioje. 

4. Rekombinantinio baltymo sintezės lygiui nustatyti ruošiami ląstelių lizatų mėginiai, kurie 

analizuojami atliekant elektroforezę 12% NSD–poliakrilamido gelyje. Ląstelių auginimo metu 

joms pasiekus optinį tankį (λ = 600 nm) 0,8 paimamas 300 μl ląstelių mėginys prieš tikslinio 
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baltymo indukciją. Po indukcijos, pasibaigus ląstelių auginimo laikui, vėl imama ląstelių 

suspensija (1 ml) ir matuojamas jos optinis tankis (λ = 600 nm). Po tikslinio baltymo raiškos 

indukcijos paimamas tokio tūrio ląstelių mėginys, kad prieš ir po baltymo raiškos indukciją 

paimtuose mėginiuose ląstelių kiekis būtų toks pats. Mėginiai centrifuguojami 2 min 3300×g 

greičiu. Skystis nusiurbiamas. Mėginiai suspenduojami 30 μl 1x pavyzdţio buferiniame 

tirpale ir 5 min kaitinami +95 °C temperatūroje.  

5. Ląstelių biomasė 20 min centrifuguojama 4000×g greičiu +4 °C temperatūroje. Skystis 

nupilamas. Biomasė laikoma -20 °C temperatūroje. 

Transformuotų ląstelių auginimas autoindukcinėje (ZYM-5052) mitybinėje terpėje: 

Kultūros auginimas vyksta beveik taip pat kaip ir auginant kitose mitybinėse terpėse 

pagal prieš tai aprašytą metodiką, tačiau nereikia periodiškai matuoti optinio tankio, t. y. sekti 

kuomet ląstelės pasiekia eksponentinio augimo fazės vidurį, ir naudoti cheminio induktoriaus 

– ląstelėse tikslinio baltymo raiška indukuojasi savaime. Naktinė kultūra uţsėjama į LB terpę, 

o ryte persėjama į autoindukcinę terpę su atitinkamais antibiotikais ir 0,1 mM ZnCl2 santykiu 

1:50. Toliau ląstelės auginamos purtant 250 aps./min greičiu pasirinktoje temperatūroje (37-

16 °C) 24 val. Tikslinio baltymo sintezės pradţiai ir intensyvumui nustatyti matuojamas 

kultūros optinis tankis ir imami mėginiai kas 2 val., kurie vėliau analizuojami baltymų 

elektroforezės būdu. Elektroforeziškai nustačius indukcijos pradţią, galima ląsteles pradţioje 

auginti 37 °C temperatūroje, kol kultūra pasiekia reikiamą optinį tankį (apytiksliai 4 val.), ir 

tada sumaţinti auginimo temperatūrą (30-16 °C). 

CA XIV tirpumo tikrinimas 

Norint nustatyti, ar gautas rekombinantinis baltymas yra tirpus, reikia atskirti tirpių 

baltymų frakciją nuo netirpių ir abi jas išfrakcionuoti baltymų poliakrilamidiniame gelyje 

(NSD-PAGE). 

1. 1 g biomasės resuspenduojama 6 ml biomasės ardymo buferio ir maišoma 1 val. 4 °C 

temperaturoje ant magnetinės maišyklės. 

2. Taip paruoštos ląstelės ledo vonelėje ardomos ultragarsu (dezintegratorius - „Bandolin 

Sonopuls―, VS 70T angalis) 7 min kas 30 s darant 30 s pertraukas esant 50 % vibracijos 

amplitude.  

3. Suardyta biomasė centrifuguojama 20 min 16000×g greičiu 4 °C temperaturoje. 



 

 41 

4. Supernatantas (tirpių baltymų frakcija) atskiriamas ir laikomas šaltai, nuosėdos (netirpių 

baltymų frakcija) tirpinamos 4 ml 8 M karbamido tirpalo.  

5. Tirpių ir netirpių baltymų frakcijų koncentracijos nustatomos Bradfordo metodu [93].  

6. Baltymų elektroforezei imama po 10 µg baltymo. Tirpalai sumaišoma su 6x pavyzdţio 

buferiniu tirpalu ir kaitinami 5 min 95 °C temperatūroje. 

7. Mėginiai analizuojami baltymų poliakrilamido gelyje (NSD-PAGE). 

 

Jei tirpaus tikslinio baltymo ekspresuojama nedaug, jo kiekį vizualiai įvertinti iš 

elektroforegramos tarp visų ląstelės tirpių baltymų yra sunku. Tuomet tirpioji frakcija gali 

būti gryninama metalo chelatinės chromatografijos būdu pagal ţemiau aprašytą metodiką, 

naudojant maţą plastikinę kolonėlę PD-10 („GE Healthcare Life Sciences―) su 2 ml sorbento. 

Sąveikaujantys baltymai eliuojami 4 frakcijomis po 2 ml gryninimo buferinio tirpalo B. 

Vienodi frakcijų mėginių tūriai (25 µl) įnešami į gelio (NSD-PAGE) šulinėlius, kad būtų 

galima lengviau vizualiai lyginti skirtingomis ląstelių auginimo ir baltymo indukcijos 

sąlygomis gautus tirpaus baltymo kiekius.  

CA XIV gryninimas 

Biomasė suspenduojama ardymo buferiniame tirpale su 1 mM PMSF ir maišoma 1 val. 

4 °C temperatūroje. Toliau ardoma 15 min ultragarsiniu dezintegratoriumi („Bandolin 

Sonopuls―, VS 70T angalis) kas 60 s darant 60 s pertrauką, esant 70 % vibracijos amplitudei. 

Suardytų ląstelių suspencija centrifuguojama 20 min 4 °C temperatūroje 16000×g greičiu. 

Tikslinis baltymas sulietas su šešių histidinų seka, todėl gryninamas metalo chelatine 

chromatografija, naudojant chromatografinę kolonėlę pakrautą sorbentu (Sepharose 6B-CL 

IDA) su imobilizuotais Ni
+2

 jonais. Naudojama „LKB BROMMA― gryninimo sistema ir C 

10/100 ir C 16/200 chromatografinės kolonėlės („GE Healthcare Life Sciences―), kai 

gryninama per, atitinkamai, 5 arba 10 ml sorbento. Kolonėlė lygsvarinama buferiniu tirpalu 

A. Supernatantą perleidus per kolonėlę, nesisorbavę priemaišiniai baltymai atplaunami tuo 

pačiu buferiniu tirpalu A.  Prisijungtusios baltymo molekulės eliuojamos nuo sorbento 

didinant konkurentinio ligando (imidazolo) koncentraciją iki 0,6 M (maišomi gryninimo 

buferiniai tirpalai A ir B). Eliuato frakcijos tikrinamos NDS-PAGE. Remiantis 

elektroforegrama ir chromatograma sujungiamos tikslinį baltymą turinčios frakcijos. Baltymo 

tirpalas koncentruojamas ir dializuojamas gryninimo buferiniame tirpale C. 
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Toliau baltymas gryninamas per C 10/100 chromatografinę kolonėlę, uţpildytą 3 ml p-

aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze. Atplaunamos tik teisingos tretinės 

struktūros, su karboanhidrazių ligandais besijungiančios baltymo molekulės. Kolonėlė 

pusiausvyrinama ir nesąveikaujantys su nejudriąja faze baltymai pašalinami gryninimo 

buferiniu tirpalu C. Sąveikaujantys – eliuojami su gryninimo buferiniu tirpalu D. 

Chromatografijos frakcijos tikrinamos elektroforeziškai, turinčios tikslinį baltymą 

sujungiamos ir koncentruojamos, po to dializuojamos saugojimo buferiniame tirpale. Baltymo 

koncentracija nustatoma Bredfordo metodu arba spektrofotometriškai. 

Baltymų elektroforezė 

Baltymai frakcionuojami vienkrypte tradicine Lemli [94] poliakrilamidine 

gelelektroforeze denatūruojančiomis sąlygomis (PAGE-NDS). Naudojami 4 % 

koncentruojantis ir 12 % frakcionuojantis geliai. Gelis daţomas 20 min su Kumasi 

Briliantinio mėlio (Coomassie Brilliant Blue R-250) tirpalu 25 ºC temperatūroje purtant 70 

aps./min greičiu ir 10 min blukinamas verdančiame vandenyje.  

Kiekybinis baltymų nustatymas 

Baltymų koncentracija mėginiuose nustatoma Bradfordo metodu (Bradford, 1976), 

matuojant tirpalų ultravioletinių spindulių sugertį (λ = 595 nm)  ir naudojantis jaučio serumo 

albumino gradavimo grafikais. Taip pat naudotas ir spektrofotometrinis baltymų kiekio 

nustatymo metodas. Šiuo metodu matuojamos baltymo tirpalo sugertys, esant 280 nm ir 340 

nm bangų ilgiams, kaip kontrolę naudojant tokios pačios sudėties buferį tirpalą. Baltymo 

tirpalo sugertis lygi šių sugerčių skirtumui, o koncentracija apskaičiuojama pagal Bero ir 

Lamberto dėsnį [95]. Skaičiavimams naudoti „ProtParam― programa gauti moliniai 

ekstinkcijos koeficientai.  

2.5.3. Izoterminė titravimo kalorimetrija 

Izoterminė titravimo kalorimetrija (ITK) yra analitinis metodas, leidţiantis išmatuoti 

reakcijų metu vykstančius šilumos pokyčius vandeniniame tirpale. Iš visų metodų, kurie šiuo 

metu naudojami tirti sąveikas biologinėse sistemose, ITK galima įvertinti ne tik jungimosi 

giminingumą (jungimosi konstantą   ) ir stechiometriją (n), bet nustatyti ir tris pagrindinius 

termodinaminius parametrus: jungimosi entalpijos pokytį (  ), laisvąją Gibso energiją (  ) 
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ir entropiją (  ). Kalorimetrais    yra tiksliai eksperimentiškai pamatuojama, o    ir    

apskaičiuojami taikant (7) ir (8) termodinamines lygtis. Atliekant vienodus ITK 

eksperimentus skirtingose temperatūrose, galima gauti tiriamos sistemos šiluminės talpos 

pokytį (   ) [96]. Tačiau šis metodas turi ir keletą trūkumų. Titravimo kalorimetrijos būdu 

nustatyta    laikoma patikima tik tuomet, jei ligandui jungiantis 1:1 santykiu,    sandauga su 

makromolekulės moline koncentracija yra tarp 5 ir 500. Praktiškai,    nustatymo ribos yra 

nuo 10
5
 iki 10

9
 M

-1
. Labai silpnai ar stipriai besijungiančių ligandų atveju,    galima įvertinti 

ITK metodu titruojant su konkurenciniu ligandu arba kitais metodais, pvz. terminio poslinkio 

[97,98]. Taip pat, lyginant su pastaruoju metodu, vienam ITC eksperimentui reikia 

pakankamai daug tiriamos medţiagos (~0,2 mg baltymo).  

Izoterminio titravimo kalorimetruose viso eksperimento metu, tiek mėginio kiuvetėje su 

makromolekulės tirpalu, tiek lyginamojoje kiuvetėje pripildytoje vandens ar buferio tirpalo, 

temperatūra palaikoma pastovi. Tiriamasis tirpalas pasirinktais intervalais titruojamas 

vienodais ligando tirpalo tūriais ir smailėmis registruojamas galios pokytis sunaudotas 

šiluminei pusiausvyrai atstatyti: tiriant egzergoninį procesą kiuvetė vėsinama, endergoninį – 

šildoma. Šilumos pokytis atsiranda ne tik dėl jungimosi reakcijos, bet ir dėl ligando 

skiedimosi, makromolekulės skiedimosi, dėl reagentų maišymosi, protonizacijos reakcijų ir 

kt. Suintegravus visų smailių plotus, atidėjus juos atskirame grafike ir priderinus vienos vietos 

jungimosi modelį [99], gaunama ITK izotermė. Iš gaunamos izotermės statumo ir aukščio 

galima spręsti ar tinkamai parinktos eksperimento sąlygos (ligando ir baltymo 

koncentracijos). Titravimo pradţioje gauti taškai (arba smailės aukštis) apibūdina suminę 

entalpiją (  ), nuoţulnioji izotermės dalis – stechiometriją ir ligando giminingumą (kuo 

stipresnis jungimasis, tuo statesnė), o tirpalų skiedimosi ir maišymosi indėlį apibūdina taškai 

atitinkantys titravimo pabaigą [100].  

Eksperimentinės sąlygos. CA XIV ir slopiklių sąveikos tyrimams naudotas MicroCal™ 

iTC200 System („GE Healthcare Life Sciences―) kalorimetras, kurį naudojant, skirtingai nuo 

įprastų, reikia daug maţiau baltymo ir slopiklio: mėginio kiuvetės uţpildomui reikia 300 μl 16 

μM baltymo tirpalo, o švirkštui - 100 μl. Eksperimentai atliekami 25 °C, daroma 20 ligando 

injekcijų po 2 µl su 2 minučių pertraukomis tarp jų. Tirpalus ruošiant naudojami buferiai ir 

pagalbinės medţiagos: 50 mM Tris buferinio tirpalo, 50 mM NaCl ir 1 % DMSO. 
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2.5.4. Fluorescencinis terminio poslinkio metodas  

Fluorescencinis terminio poslinkio metodas (FTPM), ThermoFluor® arba diferencinio 

skenavimo fluorimetrijos metodas yra greitas, našus ir taupus: per kelias valandas galima 

ištirti 72 ir daugiau (naudojant mikroplokšteles net 384) skirtingų mėginių, o kiekvienam iš jų 

naudojant 0,10–0,25 mg/ml koncentracijos 5-20 μl baltymo tirpalo (t. y. ~3 µg 30 kDa 

baltymo). Tai svarbiausi kriterijai, kodėl jis tapo vienu iš pagrindinių metodų biomolekulių 

stabilumo ir sąveikų tyrimams bei didelių cheminių junginių bibliotekų atrankai. FTPM 

universalumas leidţia matuoti įvairių makromolekulių (baltymų, nukleorūgščių) jungimąsi su 

ligandais ar tarpusavyje be jungimosi konstantų    nustatymo intervalo apribojimų [101]. 

Taip pat juo galima nustatyti ir baltymų potencialias biologines funkcijas [102]. 

Įvairūs terminio poslinkio metodai remiasi pripaţinta termodinamine savybe - baltymo 

išsivyniojimo laisvosios energijos pokytis (   ( )) yra temperatūros funkcija. Tai reiškia, jog 

baltymo stabilumas tiesiogiai priklauso nuo temperatūros ir gali kisti dėl ligandų jungimosi. 

Eksperimentiškai nustatoma baltymo terminį stabilumą kiekybiškai apibūdinanti lydymosi 

temperatūra (  ), kurios pokytis priklauso nuo ligando koncentracijos ir jungimosi 

giminingumo, kuomet kiti veiksniai yra nekintantys. Ligandais, šiuo atveju, vadinami įvairūs 

maţos molekulinės masės junginiai: substratai, kofaktoriai, slopikliai ir kt. Fluorescencinis 

terminio poslinkio metodas leidţia tirti baltymų terminį denatūracijos procesą ir ligando 

jungimasi matuojant solvatochrominių daţų (pvz., ANS) arba aromatinių aminorūgščių (pvz., 

triptofano, tirozino ir fenilalanino) fluorescencijos intensyvumo pokyčius keliant temperatūrą 

[99,101].  

Baltymų dviejų stadijų denatūracijos modelis ir denatūracijos kreivių analizė yra 

iššamiai aprašyti [99,103] šaltiniuose. FTPM fiksuojama fluorescencijos intensyvumo 

priklausomybė nuo temperatūros yra aprašoma lygtimi (9) ir vaizduojama baltymo 

denatūracijos kreivėmis. Eksperimentiškai gautos kreivės yra modeliuojamos maţiausių 

kvadratų metodu derinant šešis nuo temperatūros priklausomus lygties (9) parametrus 

(                            ). Taip, su standartiniu nuokrypiu maţesniu nei 1 °C [71], 

nustatomas denatūracijos kreivių vidurio tašką atitikantis parametras   , t. y. temperatūra, 

kurioje denatūravusių ir natyvių baltymų koncentracijos yra lygios.  
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Čia y – fluorescencija,      – daţo prisijungusio prie natyvaus baltymo prieš denatūraciją 

fluorescencija, esant denatūracijos temperatūrai   ,       – daţo-išsivyniojusio baltymo 

komplekso fluorescencija, esant    temperatūrai, mN ir mU – atitinkamai, natyvaus ir 

išsivyniojusio baltymo fluorescencijos tiesių pokrypio kampai, baltymo denatūracijos 

termodinaminiai parametrai:     - entalpija,     - entropija,      - šiluminė talpa, kuri 

laikoma pastovia ir nustatoma kitais metodais, T – absoliuti temperatūra Kelvinais. 

Denatūracijos temperatūros pokytis apibūdina ligando poveikį baltymo stabilumui: 

ligandui stipriau jungiantis prie natyvios būsenos, baltymo    padidėja, o jungiantis prie 

denatūruotos - baltymas destabilizuojamas ir sumaţėja Tm. Baltymą stabilizuojančių junginių 

(daugumos CA slopiklių) giminingumą (  ) baltymui įvertinti, tiriama    priklausomybė nuo 

pridėto ligando koncentracijos, kuri aprašoma lygtimi: 

   (    ) (
  
 
 
 

    
) (10) 

Čia Lt ir Pt – bendros ligando ir baltymo koncentracijos,    ir    – denatūracijos ir jungimosi 

konstantos. Baltymo denatūracijos ir jungimosi pusiausvyros konstantų priklausomybės nuo 

temperatūros išraiškas įrašius į lygtį (10), gaunamas modelis, kurį derinant prie 

eksperimentiškai su skirtingomis ligando koncentracijomis nustatytų    verčių, 

apskaičiuojama ligando jungimosi konstanta    [104,105]. 

Eksperimentinės sąlygos. Baltymo ir ligando sąveikai tirti ruošiami mėginiai (10-20 

µl) vienodais tūriais maišant baltymo tirpalą su serijiniu būdu praskiestais įvairių 

koncentracijų ligando tirpalais. Galutinės koncentracijos mėginyje: 5 μM baltymo, 50 μM 

ANS, 0–200 μM ligando, iki 2 % DMSO (v/v), 50 mM fosfatinio buferio su 50 mM NaCl (pH 

7,0). Visi eksperimentai kartoti 2-3 kartus. Tiriant CA XIV ir komercinio slopiklio EZA 

sąveikos priklausomybę nuo pH, baltymo ir ligandų skiedimui naudotas universalus buferis 

(Britton-Robinson), kuris dėl rūgštinių (H3BO3, H3PO4, CH3COOH) ir bazinių (NaOH) 

komponentų apimą platų pH intervalą. Įvairių buferių ir reagentų įtakos baltymo stabilumui 

nustatymui 2x įvairių reagentų tirpalais maišomi vienodais tūriais su 2 μM baltymo tirpalu, 

kuriame maţos druskų ir buferio koncentracijos (5 mM TRIS, 2 mM NaCl, pH 7). 

Mėginiai analizuojami realaus laiko PGR sistema „Rotor-Gene 6000― („QIAGEN 

Rotor-Gene Q―). Suţadinama 365 nm bangos ilgio šviesa, o fluorescencija registruojama ties 
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460 nm bangos ilgiu. Temperatūra keliama nuolatiniu 1 °C / min greičiu nuo 25 °C iki 99 °C 

temperatūros. Gauti rezultatai apdorojami ThermoFluor++ 1.4.2 ir Microsoft Office Excel 

programomis. 

2.5.5. Fermentinio aktyvumo tyrimas sustabdytos srovės CO2 

hidratacijos metodu 

Fermento aktyvumas tirtas sustabdyto srovės (tėkmės)     hidratacijos metodu (angl. 

stopped-flow). Tai tokia srauto įpurškimo analizės rūšis, kuomet du reagentų tirpalai vienu 

metu įšvirkščiami į maišymo kamerą ir toliau teka iki spektrofotometro kiuvetės, kur 

periodiškai stabdomas srautas ir registruojami reagentų ar produktų absorbcijos pokyčiai. Su 

šio metodo įranga, laikas nuo tirpalų sumaišymo iki matavimų pradţios siekia milisekundes, 

todėl galima tirti itin greitas reakcijas. 

Karboanhidrazių kinetiniams eksperimentams naudojami du tirpalai: pirmąjį sudaro 

karboanhidrazė, buferinis tirpalas ir indikatorius, o antrąjį - CO2 dujomis prisotintas 

dejonizuotas (18,2 MΩ·cm) vanduo. Sumaišius šiuos tirpalus fiksuojama indikatoriaus 

sugerties spektro priklausomybė nuo laiko, esant pastovaus bangos ilgio šviesai. Jeigu 

karboanhidrazė aktyvi ir katalizuoja     hidrataciją, susidarantys vandenilio jonai rūgština 

tirpalo pH ir stebimas indikatoriaus šviesos sugerties maţėjimas iki kol nusistovi pusiausvyra. 

Kaip kontrolė tiriama     savaiminė hidratacijos reakcija, kuri atliekama tokiomis pačiomis 

sąlygomis, tik į pirmajį tirpalą nededama fermento. Pagal indikatoriaus šviesos sugerties 

pokytį per laiko vienetą apskaičiuojami fermento kinetiniai parametrai. Reakcijos greitis υ yra 

lygus susidariusių protonų [  ] kiekiui per laiko vienetą ir kiekvienam buferiniam tirpalui 

apskaičiuojamo faktoriaus Qbuf sandaugai [106]: 

  (
 [  ]

  
)       (11) 

Fermentinio aktyvumo slopinimo parametrai (    ,   ) gaunami tiriant fermento 

aktyvumą su skirtingomis slopiklio koncentracijomis ir prie eksperimentinių duomenų 

maţiausių kvadratų metodu derinant dozavimo kreivę pagal pasirinktą modelį.  

Didţiausią greitį prilyginus 100 % CA aktyvumui ir eksperimentinius duomenis 

aproksimavus lygtimi (12), nustatoma slopiklio koncentracija, sumaţinanti CA aktyvumą 50 

% (    ). 
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  (
    
[ ]
)
  (12) 

Čia [I] - slopiklio koncentracija, h - Hilo koeficientas, apibūdinantis jungimosi 

stechiometriją ir dozavimo kreivės nuolydį.  

Kadangi CA slopikliai jungdamiesi prie laisvo fermento aktyviojo centro ir uţimdami 

substrato vietą, yra konkurenciniai, slopinimo arba slopiklio-fermento komplekso disociacijos 

konstanta (  ) apskaičiuojama taikant Cheng-Prusoff lygtį: 

   
    

  
[   ]
  

 
(13) 

Kur [   ] –     koncentracija,    - Michaelis-Menten konstanta. Stipriai besijungiančių 

slopiklių    (arba apskritai ligandų   ) vertes galima nustatyti derinant Morisono modelį 

[107], kuris aprašo prisijungusios frakcijos fb priklausomybę nuo jungimosi konstantos (  ), 

bendros pridėto ligando (Lt) ir baltymo (Pt) koncentracijų: 

   
              

  √(              
 )     

   
   

     
  (14) 

Eksperimentinės sąlygos: Tyrimams naudotas sustabdytos tėkmės spektrofotometras 

(„Applied Photophysics SX.18MV-R“). Reakcijos buferinį tirpalą sudarė 20 mM Hepes (pH 

8), 100 mM NaCl ir 40 μM indikatoriaus bromtimolio mėlynojo. Fermentinio aktyvumo 

matavimuose naudota 0–200 nM CA XIV, o slopinimo tyrimuose – 200 nM fermento ir 0.01–

10000 nM slopiklio. Slopiklio ir baltymo tirpalai prieš matavimą inkubuojami 15 min 25 °C 

temperatūroje, kad galėtų susidaryti fermento-slopiklio kompleksas. Matavimai pakartojami 

po du kartus. Gauti duomenys apdorojami ir skaičiavimai atliekami Microsoft Office Excel 

programa 
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

3.1. Rekombinantinės ţmogaus karboanhidrazės XIV ekspresijos 

sąlygų E. coli ląstelėse paieška ir gryninimas 

Nuo Biotermodinamikos ir vaistų tyrimų skyriaus susikūrimo pradţios 2005 m., buvo 

bandoma gauti rekombinantinę ţmogaus karboanhidrazę XIV E. coli ląstelėse. Per šį 

laikotarpį sukurta iš viso 10 genetinių konstrukcijų su visą baltymą ar tik uţląstelinį katalizinį 

domeną koduojančiu CA XIV genu, išbandyti įvairūs rekombinantinių baltymų raiškos 

kamienai, taip pat kelerius metus laboratorijoje buvo bandomos įvairias CA XIV renatūracijos 

iš intarpinių kūnelių sąlygos, tačiau tirpaus ir aktyvaus baltymo nepavyko gauti. 

Savo mokslinį tiriamąjį darbą šiame skyriuje pradėjau nuo CA XIV uţląstelinį domeną 

koduojančio geno raiškos ir E. coli ląstelių augimo sąlygų paieškos, naudojant 2012 m. David 

Bolanos sukurtą rekombinantinę plazmidę pET15b-CAXIV (20-280 ar.) (6 pav.). Taip pat 

tomis pačiomis sąlygomis išbandytos ir kitos, anksčiau skyriuje sukurtos, plazmidės (6 B 

pav.). Nors Nishimori su kolegomis [108] aprašė viso ilgio CA XIV koduojančio geno 

sėkmingą raišką E. coli ląstelėse, tačiau atkartojus visas nurodytas sąlygas, tirpaus baltymo 

gauti nepavyko. Iš dalies, tai nekelia nuostabos, nes heterologinių membraninių baltymų 

biosintezė E. coli ląstelėse retai kada būna efektyvi ir mokslininkai rekomenduoja ekspresuoti 

tokius baltymus be hidrofobinių segmentų, ţinoma, jei tai nekeičia jų aktyvumo [84]. CA XIV 

kataliziniam aktyvumui įtakos neturi jos sudėtyje esantys signalinis, viduląstelinis peptidai ir 

transmembraninė spiralė (6 pav. A), todėl raiškos tyrimams pasirinktos genetinės 

konstrukcijos koduojančios sutrumpintą baltymą. CA XIV katalizinis domenas yra globulinis, 

monomerinis (~30 kDa dydţio), sąlyginai nesudėtingos tretinės struktūros ir turi tik vieną 

disulfininį tiltelį, tačiau didţioji dalis baltymo, nepriklausomai nuo naudojamo raiškos 

vektoriaus, ekspresuojama intarpinių kūnelių pavidalu. Modifikuojant ląstelių auginimo ir 

biosintezės indukcijos sąlygas, pavyko gauti, nors ir nedidelius kiekius, tirpios ir aktyvios CA 

XIV.  

Rekombinantinė CA XIV gryninta 16 kartų iš 6-25 g biomasės metalo chelatine 

chromatografija, o esant daug pašalinių baltymų, ir per antrą chromatografinę kolonėlę su p-

aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze. Geriausiomis raiškos sąlygomis 

gaunama baltymo išeiga yra ~0,4 mg iš 1 l terpės. Lyginant su kitomis CA, citozolinių CA 

išeiga iš E. coli ląstelių siekia maţiausiai 5 mg iš l l terpės, o kitos membraninės CA IV ir CA 
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IX mūsų skyriuje gaunamos tik ţinduolių ląstelių kultūrose. Įvairios auginimo ir raiškos 

sąlygos išbandytos auginant ląsteles maţesniuose terpės tūriuose, todėl apie baltymo tirpumo 

pokyčius spręsta vizualiai iš poliakrilamido gelių, kuriuose frakcionuotos iš 1 g biomasės 

lizato atskirtos tirpių ir netirpių baltymų frakcijos ar eliuato frakcijos po gryninimo metalo 

chelatine chromatografija (ţr. skyriuje „Medţiagos ir metodai―). Gautų baltymų molekulinės 

masės nustatytos masių spektroskopijos metodu (atliko dr. V. Smirnovas) ir atitiko programa 

„ProtParam― apskaičiuotas teorines mases. 

 

6 pav. CA XIV domeninės struktūros schema (UniProtKB nr. Q9ULX7) (A) ir tiriamajame darbe 

naudotos genetinės konstrukcijos (B), besiskiriančios tarpusavyje katalizinį domeną koduojančio geno 

ilgiu ir raiškos vektoriumi. A, C, D, E plazmidės sukurtos anksčiau su tiksliniu baltymu dirbusių 

kolegų, o B plazmidė buvo sukurta tiriamojo darbo metu, įterptine mutageneze pakeitus C plazmidės 

promotorių.  

3.1.1.  CA XIV geno raiškos sąlygų optimizavimas, E. coli kamienų, raiškos 

vektorių parinkimas 

Pasirinktomis rekombinantinėmis plazmidėmis transformuoti BL21(DE3) ir jo 

išvestiniai kamienai: BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)CodonPlus–RIL, BL21 „Star― (DE3) One 

Shot, Rosetta 2(DE3). Baltymo sintezė indukuota 1 mM IPTG, papildomai į terpę pridedama 

CA kofaktoriaus - 0,5 mM ZnCl2. Ląstelės po indukcijos augintos 20 ºC temperatūroje per 

naktį (16 val.). CA XIV sintezės lygis įvertintas poliakrilamido gelyje (NSD-PAGE) (7 pav.).  
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7 pav. CA XIV sintezės lygio įvertinimas poliakrilamido gelyje, kai genetinėmis konstrukcijomis 

transformuojami įvairūs E. coli kamienai. Baltymų dydţio nustatymui greta frakcionuojami baltymų 

dydţio standartai. A: 1 –pET15b-CAXIV (20-280 ar.) transformuotų BL21(DE3)pLysS ląstelių 

mėginiai po ir prieš baltymo sintezės indukciją; 2 – BL21(DE3)CodonPlus–RIL ląstelių mėginiai po ir 

prieš baltymo sintezės indukciją; 3 – BL21(DE3) ląstelių mėginiai po ir prieš baltymo sintezės 

indukciją; B: 4 –pGEX-5x-3-CAXIV (16-285 ar.) transformuotų BL21(DE3)pLysS ląstelių mėginiai 

po ir prieš baltymo sintezės indukciją; 5 –BL21(DE3)CodonPlus–RIL ląstelių mėginiai po ir prieš 

baltymo sintezės indukciją; 6 – BL21(DE3) ląstelių mėginiai po ir prieš baltymo sintezės indukciją; 

BL21 Star (DE3)One Shot ląstelių mėginiai po ir prieš baltymo sintezės indukciją; 8 – Rosetta 2(DE3) 

ląstelių (augintų LB terpėje) mėginiai po ir prieš baltymo sintezės indukciją; 9 – Rosetta 2(DE3) 

ląstelių (augintų BHI terpėje) mėginiai po ir prieš baltymo sintezės indukciją.  

Matyti, jog beveik visuose kamienuose vyko intensyvi arba vidutinė CA XIV 

biosintezė, išskyrus BL21(DE3)pLysS ir BL21 Star (DE3)One Shot kamienus, kurių 

nuspręsta nenaudoti tolimesniuose raiškos sąlygų optimizavimo etapuose. CA XIV (16-279 

ar.) N-galu sulietos su 11 kDa SUMO (angl. Small Ubiquitin-like Modifier) baltymu 

(koduojamu pSUMO-CAXIV plazmidės), ekspresija buvo itin maţa visuose kamienuose ir 

tirpaus baltymo gauti nepavyko. Deja, ir intensyvi ekspresija negarantuoja baltymų tirpumo (8 

pav.) - visa CA XIV buvo netirpioje ląstelės baltymų frakcijoje nepriklausomai nuo baltymų 

raiškos kamieno ar naudojamos rekombinantinės plazmidės. Šiek tiek daugiau tirpaus 

baltymo buvo gauta ekspresuojant CA XIV (16-285 ar.) kartu su 26 kDa glutationo S-

transferaze (GST). Sulietas baltymas gryninantas afinine chromatografija per sefarozę su 

imobilizuotu glutationu, bet dalis jo prarasta GST fermentinio atskėlimo metu. Dėl 

papildomos procedūros, ši raiškos sistema nebuvo toliau naudojama, bet tolimesniems 

tyrimams pasirinktas genetinis konstruktas su tokio paties ilgio CA XIV geno seka. 
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8 pav. CA XIV sintezės lygio (A), tirpumo (B) ir frakcijų po gryninimo metalo chelatinės 

chromatografijos metodu (C) įvertinimas elektroforetiškai poliakrilamidiniuose geliuose. pET15b-

CAXIV (20-280 ar.) transformuotos Rosetta 2(DE3) ląstelės po baltymo sintezės indukcijos, pridėjus 

1 mM IPTG, 0,5 mM ZnCl2, augintos 20 ºC 16 val. Gryninta iš 10 g biomasės. Takeliai: M – baltymų 

dydţio ţymuo; 1 – mėginiai paruošti iš ląstelių, surinktų prieš tikslinio baltymo sintezės indukciją; 2,3 

– ląstelių mėginiai po 4 val. ir 16 val. nuo indukcijos pradţios; 4, 5– tirpių ir netirpių baltymų 

frakcijos; 6 – tirpių baltymų frakcija prieš gryninimą; 7-14 - frakcijos su rekombinatine CA XIV, kuri 

desorbuota didinant imidazolo koncentraciją.  

 

Kaip jau minėta 1.3. skyriuje, pagrindine baltymų netirpumo prieţastimi gali būti per 

daug efektyvi baltymo sintezė, dėl kurios nespėję tinkamai susivynioti polipeptidai ima 

jungtis į amorfines baltymų sankaupas. Paprastai, baltymų sintezės lygis sumaţinamas 

paţeminant ląstelių auginimo temperatūrą (iki 16 °C ar ţemesnės) ir / arba pridedant maţiau 

induktoriaus bei ląstelių auginimui naudojant nesudėtingas mitybines terpes (pvz., LB). 

Ţemoje temperatūroje sulėtėja ląstelių biocheminiai procesai, o plazminė membrana tampa 

maţiau laidi IPTG. Šiems tyrimams pasirinktos pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) ir pET15b-

CAXIV (20-280 ar.) rekombinantinės plazmidės, kurios koduoja skirtingo ilgio CA XIV. 

Remiantis laboratorijos praktika dirbant su kitomis CA, pasirinkti du kamienai: BL21(DE3) ir 

eukariotinių baltymų ekspresijai pritaikytas Rosetta 2(DE3). 4 lentelėje pateiktos išbandytos 

indukcijos sąlygos, keičiant IPTG ir ZnCl2 koncentraciją kas 0,2 mM, kultūrų auginimo 

temperatūra ir trukmė po indukcijos. 

 

4 lentelė. Indukcijos sąlygos bei kultūrų auginimo temperatūra ir trukmė po indukcijos. 
 

Temperatūra (ºC) Laikas (val.) IPTG, mM ZnCl2, mM 

16-18 16-20 

0,1 – 1,0 0,1 – 0,6 

20 16 

25 16 

30 5-6 

37 3 
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Daugiausia tirpaus baltymo gauta, naudojant pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) konstruktą, 

sintezę indukuojant 0,5 mM IPTG, taip pat papildomai pridedama 0,5 mM ZnCl2 ir po 

indukcijos ląsteles auginant 16 ºC, 20 val. (9 pav.). Tokioje temperatūroje ląstelės auga itin 

lėtai ir iš to paties terpės tūrio gaunama dvigubai maţiau biomasės.  

 

9 pav. CA XIV sintezės lygio (A), frakcijų po gryninimo metalo chelatinės chromatografijos metodu 

(B) ir baltymo tirpalo po dializės bei koncentravimo (C) įvertinimas elektroforetiškai 

poliakrilamidiniuose geliuose. C-pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) transformuotos Rosetta 2(DE3) 

ląstelės po baltymo sintezės indukcijos, pridėjus 0,5 mM IPTG, 0,5 mM ZnCl2, augintos 16 ºC 20 val. 

Gryninta iš 6 g biomasės. Takeliai: M – baltymų dydţio ţymuo; 1, 2 – mėginiai paruošti iš ląstelių, 

surinktų prieš baltymo sintezės indukciją ir po jos; 3 – tirpių baltymų frakcija prieš gryninimą; 4-11 - 

frakcijos su rekombinatine CA XIV, kuri desorbuota didinant imidazolo koncentraciją; 12 – baltymo 

tirpalas prieš šaldymą. Baltymų juostos virš CA XIV gali būti šaperonai, kurių nedidelis kiekis likdavo 

ir po antros afininės chromatografijos kolonėlės.  

 

CA XIV agregacijos ar netinkamo susivyniojimo prieţastimi gali būti ir disulfidinio 

tiltelio (Cys40-Cys221) nesusiformavimas redukuojančiomis savybėmis pasiţyminčioje E. 

coli citoplazmoje. Vienas iš šios problemos sprendimų būdų – mutantinių E. coli kamienų 

naudojimas. Origami B(DE3) ir Rosetta-gami 2(DE3) kamienų citoplazmoje, dėl inaktyvuotų 

pagrindinių E. coli reduktazių gor ir trxB genų, sukuriama palankesnė aplinka disulfidinių 

tiltelių susidarymui. pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) rekombinantine plazmide 

transformuotose Origami B(DE3) ląstelėse baltymo sintezė indukuota naudojant 0,1, 0,5 ir 1,0 

mM IPTG koncentracijas ir po indukcijos ląsteles auginant ţemesnėje temperatūroje (10 A 

pav.). Sprendţiant iš baltymų poliakrilamidinių gelių, daugiausia tirpaus baltymo gauta 

sintezę indukuojant 0,5 mM IPTG ir ląsteles auginant 15 ºC temperatūroje (10 pav. B, C). 

Tokiomis pačiomis sąlygomis ekspresuojant CA XIV baltymą Rosetta-gami 2(DE3) kamiene, 

tirpaus baltymo negauta, nors sintezės lygis aukštas.  
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10 pav. CA XIV sintezės lygio ir tirpumo Origami B(DE3) kamiene įvertinimas NSD-PAGE metodu. 

A –po indukcijos skirtingose temperatūrose augintų E.coli lizatai. Baltymo sintezės indukcijai naudota 

0,5 mM IPTG, 0,5 mM ZnCl2. M – baltymų dydţio standartai; pr – ląstelių mėginys prieš indukciją.  B 

– ląstelių, po indukcijos augintų 15 ºC temperatūroje, tirpių (T) ir netirpių (N) baltymų frakcijų 

analizė. C – tirpios frakcijos gryninimas metalo chelatine chromatografija. 1-4 – eliuato frakcijos.  

 

Įterptine mutageneze C-pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) plazmidėje buvo pakeistas 

T7lac promotorius silpnesniu indukuojamu promotoriumi tac. Tai hibridinis promotorius, nes 

jį sudaro –35 sritis iš triptofano operono promotoriaus ir –10 sritis bei lac operatorius lacO iš 

mutantinio lacUV5 promotoriaus. tac ir T7lac promotoriai skiriasi savo stiprumu ir 

reguliacijos grieţtumu. Tikėtasi, jog dėl gana didelio tac promotoriaus bazinio aktyvumo 

neindukuojančiose sąlygose ir maţesnio indukcijos lygio lyginant su T7 promotoriumi, vyks 

ne tokia intensyvi biosintezė, transliacijos produktai kaupsis po truputį ir sumaţėjus 

agregacijai bus gaunama daugiau tirpaus baltymo. Deja, gautas priešingas efektas – po 

indukcijos Rosetta 2(DE3) ląsteles auginant ţemoje temperatūroje, nepriklausomai nuo 

pridedamo IPTG kiekio, pasiekiamas išskirtinai aukštas sintezės lygis (11 pav. A). Įvertinus 

tirpumą (12 pav. B), galime teigti, jog dėl tokios intensyvios ekspresijos, beveik visas CA 

XIV baltymas sintetinamas intarpiniuose kūneliuose.  
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11 pav. Modifikuotos rekombinantinės plazmidės su tac promotoriumi koduojamos CA XIV (16-285 

ar.) sintezės lygio (A) ir tirpumo (B) įvertinimas NSD-PAGE metodu. A takeliai: pr - ląstelių mėginys 

prieš indukciją; kituose takeliuose ląstelių lizatai po indukcijos, o virš jų nurodyta indukcijai 

naudojama IPTG koncentracija (mM). B takeliai: T – tirpių baltymų frakcija; 1-3 – eliuato frakcijos po 

gryninimo metalo chelatine chromatografija (indukcijai naudota 0,5 mM IPTG, 18 ºC), 4-6 – eliuato 

frakcijos po gryninimo metalo chelatine chromatografija (indukcijai naudota 0,5 mM IPTG, 15 ºC).  

3.1.2.  E. coli ląstelių auginimas autoindukcinėje ZYM-5052 mitybinėje terpėje 

Tikslinio baltymo sintezės savaiminę indukciją uţtikrina autoindukcinės terpės 

komponentai – gliukozė, laktozė ir antriniai anglies šaltiniai (pvz. glicerolis). Tokio terpėje 

auginamos ląstelės, pirmiausiai kaip pagrindinį energijos ir anglies šaltinį naudoja gliukozę. 

Vyksta katabolitinė tikslinio geno raiškos represija. Ląstelėms sunaudojus gliukozę ir jos 

koncentracijai pasiekus slenkstinę ribą, ląstelės ima terpėje nautoti kitus anglies šaltinius. 

Tuomet, vykstant laktozės metabolizmui, susidariusi alolaktozė tampa natūraliu lac ir lacUV5 

promotorių induktoriumi. Taigi, ląstelių augimo greitis ir gliukozės koncentracija pradinėje 

terpėje lemia indukcijos pradţią.  

Autoindukcinė mitybinė terpė turi keletą privalumų, lyginant su įprastomis: nereikia 

sekti ląstelių augimo, nereikia naudoti induktoriaus ir ląstelių kultūros pasiekia daug didesnį 

optinį tankį. Remiantis moksline literatūra, naudojant šią terpę galima padidinti ne tik baltymo 

išeigą, bet ir tirpumą, kuomet ląstelės auginamos ţemesnėje nei 37 ºC temperatūroje [109]. 

Savaiminė indukcija galima su visomis lac promotoriaus pagrindu sukurtomis raiškos 

sistemomis (pvz., pET raiškos vektoriai) bei naudojami kamienai turi turėti veiklią laktozės 

transporto sistemą, t.y. turi būti lacY
+
. 

Šioje mitybinėje terpėje augintos Rosetta 2(DE3) ir BL21(DE3) ląstelės transformuotos 

pET15b-CAXIV (20-280 ar.) rekombinantine plazmide. E. coli ląstelės auginamos 37 ºC 

temperatūroje 4 val., po to gali būti keičiama temperatūra: 25 ºC temperatūroje ląstelės toliau 

auginamos 24 val., o 37 ºC temperatūroje - 16 val. Auginimo metu kas tam tikrą laiką 
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ruošiami biomasių mėginiai, kuriuos išfrakcionavus poliakrilamidiniame gelyje (12 pav.), CA 

XIV baltymo sintezės pradţią vizualiai stebime pagal jam būdingo dydţio baltymo zonos 

(~45 kDa) atsiradimą. Tikslinio baltymo sintezė prasidėjo kultūrai pasiekus maţdaug 0,8-1,0 

optinių vienetų tankį. Abiejuose kamienuose, augintuose tiek 25 ºC, tiek 37 ºC temperatūrose, 

po indukcijai skirto laiko nustatytas didelis tikslinio baltymo kiekis. 

 

12 pav. CA XIV sintezės lygio autoindukcinėje terpėje augintose Rosetta 2(DE3) ląstelėse įvertinimas 

NSD-PAGE metodu. Baltymų dydţio nustatymui greta frakcionuojami baltymų dydţio standartai. 

Virš gelio nurodytas nuo ląstelių auginimo pradţios, kuomet buvo ruošiami mėginiai.  
 

Baltymo tirpumas, tarp skirtingomis sąlygomis uţaugintų biomasių, palygintas 13 

paveiksle, kuriame matome, jog nepriklausomai nuo kamieno, gaunamas didesnis tirpaus 

baltymo kiekis E. coli ląsteles auginant ţemesnėje termperatūroje.  

 

13 pav. Tirpios CA XIV kiekio Rosetta 2(DE3) (A) ir BL21(DE3) (B) ląstelių lizatuose įvertinimas 

NSD-PAGE metodu. Analizei naudojama po 1 g biomasės. N – netirpių, T – tirpių ląstelių baltymų 

frakcijos. Skaičiais paţymėtos gautos frakcijos po gryninimo metalo chelatinės chromatografijos 

metodu.  

 

Autoindukcinės mitybinės terpės teigiama įtaka akivaizdi, nes tirpaus baltymo 

negaunama LB ar BHI terpėse po indukcijos ląsteles auginant 25 ºC temperatūroje. Tačiau 
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vistiek autoindukcinėje terpėje didţioji dalis CA XIV ekspresuojama intarpinių kūnelių 

pavidalu.  

3.1.3. CA XIV ir DnaK, GrosES šaperonų šeimas koduojančių genų raiška 

BL21(DE3) kamiene 

Molekuliniai šaperonai aktyviai dalyvauja baltymų susivyniojimo procese, todėl 

manoma, jog tikslinio baltymo sintezės metu didesnis jų kiekis leistų išvengti netaisyklingo 

susivyniojimo ir agregacijos. Į BL21(DE3) kamieną buvo įvesta pG-KJE8 plazmidė su 

papildomomis DnaK-DnaJ-GrpE ir GrosES-GrosEl šaperonų šeimų genų kopijomis. Tik šis 

kamienas, neturintis atsparumo jokiems antibiotikams, buvo suderinamas su dvejomis 

rekombinantinėmis plazmidėmis, turinčiomis atsparumą ampicilinui ir chloramfenikoliui 

uţtikrinančius genus. Remiantis naudojamos šaperonų plazmidės gamintojų 

rekomendacijomis ir moksliniuose straipsniuose aprašytais eksperimentais, DnaK-DnaJ-GrpE 

sintezės indukcijai naudota 3 mg/ml arabinozės, GrosES-GrosEl – 5 ng/ml tetraciklino, CA 

XIV – 0,5 mM IPTG, o po indukcijos ląstelės augintos 17 ºC temperatūroje 16 valandų. 

Molekulinių šaperonų naudojimas šiek tiek padidino CA XIV tirpumą (14 pav.), tačiau 

jų nepavyko pašalinti nuo tikslinio baltymo ir antro gryninimo etapo metu, naudojant p-

aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze uţpildytą kolonėlę. Tai šio metodo 

trūkumas, nes baltymo grynumas yra būtina sąlyga tiksliems baltymo-ligando sąveikos 

tyrimams biofizikiniais metodais.  

 

14 pav. CA XIV frakcijų elektroforetinis vaizdas NDS-PAGE geliuose po gryninimo metalo chelatine 

(A) ir afinine (B) chromatografijomis. M - baltymų dydţio standartai. A takeliuose: T – tirpių baltymų 

frakcija prieš gryninimą; 1-9 – frakcijos po gryninimo metalų chelatine chromatografija; B takeliuose: 

1-5 – frakcijos po gryninimo afinine chromatografija. Geliuose rodyklėmis paţymėtos šaperonų ir CA 

XIV dydţius atitinkančios baltymų juostos.   

 

Apibendrinant, didţiausia poveikį tikslinio baltymo tirpumui turėjo biosintezės 

lėtinimas – tirpus ir aktyvus baltymas gautas indukuojant 0,5 mM IPTG ir ląsteles po 
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indukcijos auginant 16 ºC temperatūroje. Tolesnio CA XIV raiškos E. coli ląstelėse 

optimizavimo metu, kuomet raiškai pasirinktas konstruktas koduojantis baltymą nuo 18 iki 

285 aminorūgšties, Origami B(DE3) kamienas ir autoindukcinė terpė, išeiga padidinta ~5 

kartais. Tai yra geras rezultatas, kadangi kitų membraninių izoformų (CA IV ir CA IX) šioje 

laboratorijoje nėra pavykę gauti E. coli ląstelėse. Deja, slopiklių atrankai biofizikiniais 

metodais reikia didelių kiekių rekombinantinių baltymų, todėl toliau planuojama CA XIV 

raiškai išbandyti ţinduolių ląstelių kultūras. 

3.2. Įvairių reagentų ir pH įtakos rekombinantinės ţmogaus 

karboanhidrazės XIV terminiam stabilumui tyrimas 

Natyvi baltymo struktūra yra jautri įvairiems išorės poveikiams: temperatūrai, pH, 

druskoms, mechaniniams stresams ir kitiems faktoriams. Fluorescenciniu terminio poslinkio 

(FTP) metodu galima įvertinti šių parametrų įtaką, siekiant identifikuoti labiausiai 

stabilizuojančius tirpalų komponentus arba kurių reikėtų vengti dirbant su konkrečiu baltymu. 

Tai gali būti naudinga renkantis saugojimo ir gryninimo buferinį tirpalą [110,111], siekiant 

sumaţinti baltymų agregaciją, taip pat ieškant tinkamų sąlygų kristalinimo [112] ar kitiems 

eksperimentams [77]. 

Karboanhidrazės XIV stabilumas ištirtas įvairios sudėties ir pH buferinėse sistemose, o 

gauti stabilumo profiliai palyginti su kitomis membraninėmis karboanhidrazėmis (15-17 

pav.). Naudojant FTP metodą, mėginiuose be baltymo ir tiriamų reagentų yra ir 

solvatochrominio daţo ANS, tačiau laikome, jog naudojama pastovi ir galutinė 50 μM ANS 

koncentracija neturi įtakos CA XIV stabilumui. Apie padidėjusį baltymo stabilumą 

sprendţiama iš lydymosi temperatūros    poslinkio į didesnių reikšmių sritį, kuomet baltymo 

išsivyniojimo reakcijos pusiausvyra pasislenka link natyvaus baltymo.  

Tiriant pH įtaką stabilumui naudotas plataus pH intervalo universalus buferinis tirpalas 

(15 pav.). Nustatyta, jog visos membraninės karboanhidrazės, išskyrus CA XII, yra labai 

stabilios ir    praktiškai nekinta plačiame pH intervale nuo 5,5 iki 9,0. CA XII stabiliausia 

silpnai rūgštiniuose tirpaluose (pH 5,5 – 7,0), o    didţiausia vertė panaši į CA II ir maţesnė 

vidutiniškai 7,7 ºC ± 1 ºC nei stabiliausių CA IV, CA IX (monomero) ir CA XIV. Didţiausias 

stabilumas būdingas CA IX (dimero    siekia net 80 ºC) ir ši izoforma, skirtingai nuo kitų, 

išlieka stabili rūgštinėje terpėje (pH 3,5-6,5) – taip fermentas prisitaikęs aktyviai katalizuoti 

    hidrataciją hipoksinėmis sąlygomis [69]. CA IV ir CA XIV atveju, stabilumas plačiame 

pH intervale reikalingas jų fiziologinei funkcijai, nes sinapsėse nervinio impulso sukeliamas 
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uţšarmėjimas yra lydimas lėto pH maţėjimo ir smegenų uţląstelinės terpės pH kinta 6,5-7,5 

intervale (lokalūs svyravimai gali būti didesni) [1,113].  

4 5 6 7 8 9 10
40

45

50

55

60

65

 CA IV    CA IX    CA XII    CA XIV

T
m
 (

o
C

)

pH

 

15 pav. Rekombinantinių ţmogaus karboanhidrazių izoformų (IV
a
, IX

b
 monomero, XII

c
, XIV) 

stabilumo (  ) priklausomybė nuo universaliaus buferio pH reikšmės. 
a
 dr. L. Baranauskienės 

nepublikuoti duomenys; 
b
 V. Morkūnaitės nepublikuoti duomenys; 

c
 vertės iš [114] šaltinio. 

 

Taip pat įvertinta darbui su biologinėmis sistemomis daţniausi pasirenkamų įvairių 

buferinių tirpalų, kurie tinkami naudoti 5-9 pH intervale, įtaka (8 pav.). Matome, kad daugelis 

buferinių tirpalų neturi ypatingos įtakos stabilumui, išskyrus fosfatinį buferinį tirpalą, kuris, 

lyginant su kitais esant tam pačiam pH, stabilizuoja CA XII keturiais laipsniais, bet 

destabilizuoja CA IX. CA IX stabilumą maţina ir citratas, o kituose buferiniuose tirpaluose ji 

išlieka vienodai stabili visame tirtame pH intervale. CA XIV stabiliausia fosfatinio ir HEPES 

buferinių tirpalų 7,5-8,5 pH reikšmėse. Palyginus membraninių izoformų stabilumo profilius 

(15 ir 16 pav.), galime įţvelgti panašumų tarp CA IV ir CA XIV (kai kuriuose audiniuose 

ekspresuojamos kartu) ir tarp vėţinių audinių izoformų CA IX ir CA XII, nors CA XIV pagal 

aminorūgščių sekų homologiją ir erdvinę struktūrą panašiausia į CA XII.  
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16 pav. Rekombinantinių ţmogaus karboanhidrazių izoformų CA IV
 a
 (A), CA IX

b
 (B), CA XII

c
 

(C), CA XIV (D) stabilumo (  ) priklausomybė nuo skirtingų 100 mM buferinių tirpalų pH reikšmių. 

Legendoje nurodytos tirtos buferinės medţiagos. 
a
 dr. L. Baranauskienės nepublikuoti duomenys; 

b
 V. 

Morkūnaitės nepublikuoti duomenys; 
c
 vertės iš [114] šaltinio. 

 

Į baltymų tirpalų sudėtį be buferinių medţiagų daţnai įtraukiami papildomi 

komponentai, kurie reikalingi optimalių sąlygų palaikymui. Druskos naudojamos didinti 

baltymų tirpumą ir imituoti fiziologinę aplinką. Kai kurių iš jų poveikis parodytas 9 pav. 

Natrio sulfatas stabilizuoja visas membranines izoformas (stabilumas didėja, didėjant 

koncentracijai), o natrio chloridas praktiškai neturi įtakos arba didesnės koncentracijos šiek 

tiek destabilizuoja. Su CA XIV tirti ir kiti tirpalų priedai: įvairios chlorido druskos (100 mM: 

KCl, LiCl; 5 mM: MgCl2, CaCl2, BaCl2; 10 µM: NiCl2, CuCl2, ZnCl2, CoCl2); 5 mM metalų 

chelatorius EDTA; denatūrantai (60-1000 mM guanidino chlorido ir karbamido); baltymų 

stabilizavimui naudojamos medţiagos: 25-50 mM L-argininas ir 2-10 % glicerolis; 25-50 mM 

gliukozė ir 2-10 % DMSO (organinis tirpiklis, kuriame tirpinti tiriami ligandai). Tačiau 

potencialių stabilizatorių nenustatyta – tirti reagentai silpnai destabilizavo CA XIV arba 

neturėjo poveikio. 
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17 pav. Rekombinantinių ţmogaus karboanhidrazių izoformų CA IV
 a

 (a), CA IX
b
 (b), CA XII

c
 (c), 

CA XIV (d)    reikšmių priklausomybė nuo įvairių NaCl, Na2SO4, (NH4)2SO4 druskų koncentracijų. 
a
 

dr. L. Baranauskienės nepublikuoti duomenys; 
b
 V. Morkūnaitės nepublikuoti duomenys; 

c
 vertės iš 

[114]  šaltinio. 

 

Atsiţvelgus į gautus rezultatus ir „ProtParam― programa apskaičiuotą CA XIV teorinį 

izoelektrinį tašką (pI = 6), pasirinktas saugojimo buferis: 20 mM HEPES (pH 8), 100 mM 

Na2SO4, o gryninimui vietoj 150 mM NaCl, pradėta naudoti tokia pati koncentracija Na2SO4. 

3.3. Fermentinio aktyvumo ir slopinimo tyrimai 

Spektrofotometriniu sustabdytos srovės     hidratacijos metodu patvirtinta, jog 

sukurtas ţmogaus CA XIV katalizinį domeną atitinkantis rekombinantinis baltymas yra 

fermentiškai aktyvus ir gali būti tiriamo baltymo modeliu tolesniuose tyrimuose. Tirta     

hidratacijos reakcijos greičio priklausomybė nuo skirtingų CA XIV koncentracijų (10 pav.) ir 

apskaičiuota katalizinė konstanta (            
   , sąlygos: 25 ºC, pH 8,0), kuri 
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praktiškai atitinka literatūros duomenis (            
   , sąlygos: 20 ºC, pH 7,5) [108]. 

Lyginant su efektyviausiai     hidrataciją katalizuojančią CA II (           
   ), 

ţmogaus CA XIV yra vidutinio/ţemo katalizinio aktyvumo izoforma ir kinetiniais 

parametrais panaši į filogenetiškai artimiausią CA XII.   
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18 pav. CA XIV fermentinio aktyvumo nustatymas. Paveiksle A pateiktos pirminės eksperimentinės 

kreives, vaizduojančios indikatoriaus sugerties pokyčius laike didėjant CA XIV koncentracijai. Juoda 

linija paţymėta savaiminė     hidratacijos reakcija. Paveiksle B – apdoroti duomenys, vaizduojantys 

tiesinę reakcijos greičio priklausomybę nuo CA XIV koncentracijos (25 ºC, pH 8,0). 

 

Šiuo metodu, nustatant      ir    parametrus, galima kiekybiškai įvertinti slopiklio 

poveikio stiprumą. Didinant slopiklio koncentraciją, reakcijos greitis maţėja, kol susilygina 

su     savaiminės reakcijos greičiu - fermentas praranda aktyvumą. Šis metodas, lyginant su 

terminio poslinkio metodu turi trūkumų, kadangi eksperimentų atlikimas uţtrunka ilgiau, o 

slopinimo parametrų nustatymą riboja fermento aktyvumas, jo koncentracija bei slopiklio su 

fermentu sąveikos stiprumas. Slopiklio giminingumą fermentui parodo      vertė. Kuo ji 

maţesnė, tuo giminingumas didesnis. Stipriai besijungiančių slopiklių atveju, tirpale baltymo 

koncentracijai esant didesnei nei tikroji      vertė, nustatoma stebimoji      vertė būna lygi 

pusei naudojamo baltymo koncentracijos. Reaguojančių medţiagų stechiometriją ir baltymo 

perteklių tirpale parodo Hilo koeficientas h. Slopinimo pusiausvyra (arba slopiklio-fermento 

komplekso disociacijos) konstanta    apibūdina tikrąjį giminingumą ir apskaičiuojama taikant 
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     ir    vertes susiejančias lygtis, priklausomai nuo slopinimo tipo. Karboanhidrazių 

slopiklių atveju, naudojama Cheng-Prusoff lygtis (13). 

Stipriai besijungiančių slopiklių atveju,      priklausomybė nuo eksperimento sąlygų 

(substrato, fermento, slopiklio koncentracijos), riboja tikslų      nustatymą. Tokių slopiklių 

tyrimų ekperimentinius duomenis ne visuomet tiksliai apibūdina tradicinis      modelis 

derinamas pagal (12) lygtį – gaunamos stačios dozavimo kreivės su panašiomis      

reikšmėmis (kreivės vidurio taškas), o Hilo koeficiento h vertės – didesnės uţ 1.  

Tai patvirtina, vidutiniškai aktyvios CA XIV slopinimo tyrimas su dideliu giminingumu 

pasiţyminčiu acetazolamidu (AZM) (19 pav.), naudojamu glaukomos ir kalnų ligos gydyme. 

Dozavimo kreivę prie eksperimentinių duomenų modeliuojant (12) lygties parametrus galima 

priderinti tik pasirinkus h reikšmę 1,7, tačiau, kuomet vyksta 1:1 jungimasis, ji turėtų būti      

h ≤ 1, ir pagal      modelį tiksliai  giminingumo įvertinti negalime. AZM giminingumas CA 

XIV įvertintas Morisono modeliu (          )  pagal (14) lygtį ir yra artimas nustatytam 

terminio poslinkio metodu (          ). 
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19 pav. AZM sąveikos su ţmogaus rekombinantine CA XIV giminingumo nustatymas pagal      ir 
Morisono modelius. Atidėję fermento aktyvumo (tiesinė skalė) priklausomybę nuo pridėtos ligando 

koncentracijos (logaritminė skalė), gauname pusiau logaritminį grafiką su sigmoidine kreive, kurios 

vidurio taškas lygus      vertei.  
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3.4.  Rekombinantinės ţmogaus karboanhidrazės XIV aktyviajame 

centre esančios vandens molekulės pKa reikšmės nustatymas 

Visi darbe tirti CA slopikliai benzensulfonamidai sulfonamidine grupe tiesiogiai 

jungiasi prie cinko jono aktyviame centre, o likusi ligando dalis (turinti įtakos slopiklio    ), 

sąveikauja su fermento aktyviojo centro hidrofobine kišene (    surišimo vieta) ar hidrofiline 

sritimi. Tačiau tik deprotonizuota sulfonamidinė grupė (      
 ) gali gali sąveikauti su 

baltymo aktyviajame centre      koordinuojamu protonizuotu hidroksido jonu (vandens 

molekule). Kiekvienas iš šių, nuo buferinio tirpalo pH priklausomų, jonizacijos procesų, kartu 

su buferio protonizacija ar deprotonizacija, turi indėlį į eksperimentiškai nustatomas 

(stebimąsias)   ,    reikšmes (toliau        ). Pastarųjų parametrų uţtenka įvertinti ligando 

giminingumą, tačiau tik nuo eksperimentinių sąlygų nepriklausomą tiesioginę jungimosi 

reakciją apibūdinantys tikriniai parametrai (toliau        ,       ), gali būti naudojami 

struktūros-aktyvumo priklausomybės (SAR, angl. structure-activity relationships) nustatyme 

vaistinių junginių pirmtako (angl. lead compound) paieškoje ar modifikavime [115,116].  

Tikrinė jungimosi konstanta yra susijusi su stebimąja jungimosi konstanta ir sąveikauti 

galinčių deprotonizuoto sulfonamido (       ) ir protonizuotos CA (        ) frakcijomis: 

        
       

                
 (15) 

Kur jų kiekis, pasirinktame buferio pH, priklauso nuo tiriamo junginio sulfonamidinės grupės 

    ir baltymo aktyviajame centre esančio      koordinuojamos vandens molekulės 

(       )    : 

         
                    

                      
 (16) 

           
                

                  
 (17) 

Junginių sulfonamidinės grupės deprotonizacijos entalpijos vertės nustatomos 

izotermine titravimo kalorimetrija (ITK), junginį titruojant rūgštimi ar šarmu, ir priklausomai 

nuo greta esančių funkcinių grupių, daţniausiai yra apie 6 kcal/mol [116]. Junginių   
 
 vertės 

nustatomos spektrofotometriškai arba apskaičiuojamos kompiuterinėmis programomis. 

Ţmogaus rekombinantinės CA XIV vandens molekulės     buvo netiesiogiai nustatyta 

fluorescenciniu terminio poslinkio metodu (FTPM), tiriant vaisto etokzolamido (EZA), kurio 

    lygi 8 [117], jungimosi konstantos (laisvosios Gibso energijos) priklausomybę nuo pH 

(12 pav.) ir yra lygi 6. Eksperimentams naudotas plataus pH intervalo universalus buferis.  
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20 pav. CA XIV ir EZA sąveikos stebimųjų jungimosi konstantų (       ) nustatymas plačiame pH 

intervale. A - pirminės FTP kreivės, vaizduojančios fluorescencijos nuo temperatūros pokytį esant 

skirtingoms EZA koncentracijoms. B – EZA dozavimo kreivės, gautos atidėjus A grafiko kreivių 

vidurio taškų (  ) priklausomybę nuo ligando koncentracijos.         vertės nustatytos prie    verčių 

derinant matematinį modelį (10). C –         (▼) priklausomybė nuo pH.   

 

 21 paveiksle palygintos CA XIV ir EZA sąveikos stebimosios laisvosios Gibso 

energijos (∆Gsteb) su apskaičiuota tikrine reikšme (∆Gtikr). Dėl sulfonamido ir       

           
 
 verčių skirtumo, eksperimentiniai duomenys (esant pH 7,             

      ,                             ) yra gerokai nutolę nuo tikrinių parametrų 

(              
     ,                              ). Taip pat stebimosioms 

   vertėms būdinga plačios U formos priklausomybė nuo pH: stipriausias jungimasis 

(neigiamiausios       ) yra pH esant arti neutralaus, kuriame deprotonizuoto ligando ir 

protonizuotos CA frakcijų koncentracijos viena kitos atţvilgiu yra didţiausios. Didėjant pH 

maţėja protonizuotos             frakcija, o maţejant pH, maţėja deprotonizuotos EZA 

formos frakcija ir todėl, atitinkamai, didėja jonizacijai sunaudojamas energijos kiekis 

(      ). Šiuo atveju, kuo maţesnė ligando sulfonamidinės grupės   
 
 reikšmė, tuo daugiau 

buferiniame tirpale, kurio pH 7, būtų deprotonizuotos, sąveikauti su CA galinčios, junginio 

formos, o skirtumas tarp stebimųjų ir tikrinių jungimosi parametrų būtų maţesnis.   

Daugumoje literatūros šaltinių, vertinant ligandų giminingumą lyginami jų jungimosi 

stebimieji parametrai, kurie ne visada koreliuoja su tikriniais, nuo eksperimentinių sąlygų 

nepriklausomais parametrais. Tačiau tikriniai parametrai, leidţia susieti jungimosi 

giminingumo pokyčius su ligando struktūros pakitimais, funkcinių grupių įtaka. Šio tyrimo 

metu nustatyta, jog CA XIV ir EZA sąveikos tikrinė disociacijos konstantos (  ) yra 132 

kartus didesnė uţ stebimąją (esant pH 7). Be to, vieno eksperimento metu nustačius         ir 

ţinant         ir ligando   
 
 vertes, tikrinius parametrus (              ) paprasta 

apskaičiuoti taikant (15) lygtį.  
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21 pav. CA XIV ir EZA sąveikos stebimųjų laisvųjų Gibso energijų (Gsteb) priklausomybė nuo pH. 

Tikriniai jungimosi parametrai ir CA XIV-Zn-H2O     nustatomi ΔGsteb vertes () aproksimuojant 

lygtimi                    . Horizontalia linija paţymėta nuo pH nepriklausoma jungimosi 

tikrinė laisvoji Gibso energija (∆Gtikr), mėlyna – EZA sulfonamidinės grupės deprotonizacijos ΔGsteb, o 

raudona - hidroksido jono, esančio CA XIV aktyviajame centre, protonizacijos ΔGsteb. 

 

Palyginus visų membraninių ir citozolinių (I ir II) CA izoformų cinko jono prisijungusių 

vandens molekulių     reikšmes (4 lentelė), matome, jog panašumų yra tarp CA IV, XIV ir 

tarp CA IX, XII.             reikšmės vaidina svarbų vaidmenį ne tik jungiantis su 

ligandais, bet ir fermentinėje katalizėje. Dėl maţėsnės    ,     hidratacija gali vykti 

maţesniame pH, o kataliziškai aktyviausių CA II ir CA IX atveju, vienodų fermento ir 

protonų akceptoriaus, His64,     verčių dėka, vyksta greitas termoneutralus protono 

perdavimas [4].  

 

4 lentelė. Membraninių ir citozolinių (I, II) CA izoformų aktyviame centre prie cinko prisijungusių 

vandens molekulių     palyginimas.  

 

Izoforma       

hCA I
a 

8,1   

hCA II
a 

6,9   

hCA IV
b 

5,5   

hCA IX (CA domenas)
c 

7,0   

hCA IX (CA domenas + PG)
c 

6,5   

hCA XII
d 

6,8   

hCA XIV 6,0   
a
 – vertės iš [118] šaltinio; 

b
 – dr. L. Baranauskienės nepublikuoti duomenys; 

c
 – vertės iš [4] šaltinio; 

d
 – vertės iš [114] šaltinio. 
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3.5. Rekombinantinės ţmogaus karboanhidrazės XIV sąveikos su 

sulfonamidiniais slopikliais tyrimas  

Fluorescenciniu terminio poslinkio metodu (FTPM) išmatuota 85 benzensulfonamidinių 

ligandų, susintetintų VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaistų tyrimo 

skyriuje (dr. V. Dudutienė), ir 5 medicinoje naudojamų CA slopiklių jungimasis su CA XIV. 

Sisteminiai slopikliai etokzolamidas (EZA), acetazolamidas (AZM) yra efektyvūs vaistai nuo 

glaukomos, topiramatas naudojamas epilepsijos ir nutukimo gydymui. Vandenyje tirpūs 

dorzolamidas (DZM) ir brinzolamidas (BZM) išrasti kaip sisteminių glaukomos gydymui 

naudojamų slopiklių pakaitalas, nes tiesiogiai lašinant į akis veikia vietiškai ir sukelia maţiau 

nepageidaujamų pašalinių poveikių. EZA ir AZM jungimosi stiprumas patikrintas izotermine 

titravimo kalorimetrija (ITK), o gautos    vertės koreliuoja su nustatytomis FTPM. 

FTPM metodu matuojant baltymo lydymosi temperatūros (  ) pokytį tiriamas ligando 

poveikis baltymo terminiam stabilumui. Kuo ligandas stipriau jungiasi, tuo labiau jis 

stabilizuoja baltymą, t. y. tuo labiau pakelia baltymo   . Terminio poslinkio (22 A pav.) 

grafike matome ANS fluorescencijos kreivių poslinkį į aukštesnių temperatūrų pusę didėjant 

pridedamo slopiklio koncentracijai. Lydymosi temperaturos nustatymo paklaida ~0,2. Su 

visomis CA eksperimentai atliekami naudojant 50 mM fosfatinį buferį, pH 7,0, esant 50 mM 

NaCl, ir stebimosios jungimosi konstantos (  ) yra ekstrapoliuojamos į 37 ºC temperatūrą. 

Šiuo metodu galima tirti sąveikas be    nustatymo apribojimų, o eksperimentams reikalingi 

maţi baltymų kiekiai, todėl jis plačiai naudojamas ir farmacijos įmonių, kaip pirminis 

metodas atrankti stipriausiai besijungiančius ligandus. ITK metodu (22 B pav.) tiesiogiai 

tiriant jungimosi reakcijos metu vykstančius šilumos pokyčius galima nustatyti visus 

pagrindinius termodinaminius parametrus (        ),    ir susijungiančių medţiagų 

stechiometriją, pagal kurią galima įvertinti tiriamo mėginio kokybę ir aktyvaus baltymo kiekį 

jame. Nepaisant visų šių ITK privalumų, vienam eksperimentui sunaudojama daug baltymo, 

priklausomai nuo kalorimetro ~0,2-0,3 mg CA, todėl nėra tinkamas rutininiams ligandų 

sąveikos su CA XIV tyrimams.  
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22 pav. CA XIV sąveikos su suldonamidiniais junginiais duomenys gauti FTPM (A) ir ITK (B) 

metodais. A – viršutiniame paveikslėlyje parodyti FTPM pirminiai duomenys – baltymo-ligando 

komplekso denatūracijos kreivės, gautos pridėjus įvairias ligando koncentracijas (0-200 µM); apačioje 

-  skirtingą ligandų jungimasi rodančios dozavimo kreivės. B viršutinis paveikslėlyje - ITK metodu 

gauti pirminiai duomenys jungiantis CA XIV ir EZA; apačioje – integruotos kreivės. [L]/[P] – ligando 

ir baltymo molinis santykis.  

 

5 lentelėje palygintos darbe tirtų 2,3,5,6-tetrafluorobenzensulfonamidų, turinčių įvairias 

grupes para padėtyje, jungimosi su CA XIV ir kitomis ţmogaus karboanhidrazių izoformomis 

(CA I, II, VII ir XIII) disociacijos konstantos (  ). Junginių struktūros yra publikuotos [119] 

šaltinyje. Kaip jau minėta, sulfonamidinių slopiklių jungimosi stiprumui įtakos turi ligando 

sulfonamidinės grupės ir baltymo aktyviajame centre esančios vandens molekulės, 

koordinuojamos     ,     reikšmės. Kadangi daugumos CA vandens molekulių      , kuo 

slopiklio     vertė artimesnė fiziologiniam pH, tuo didesnė deprotonizuotos formos 

koncentracija tirpale ir stebimas stipresnis jungimasis. Benzensulfonamidų (BSA)    =10, 

tačiau ji sumaţėja įvedus į benzeno ţiedą viena ar kelis elektroneigiamus pakaitus, pavyzdţiui 

halogenus [6]. Nustatyta, jog fluoro atomų įvedimas ne tik sumaţina sulfonamidinės grupės 

   , bet ir pagerina junginių farmakologines savybes (padidėja lipofiliškumas) [120]. Kaip 

matome iš lentelės ir iš 23 pav. 2,3,5,6-tetrafluorinti benzensulfonamidai stipriausiai jungiasi 

ne tik su CA I, bet ir su CA XIV.  
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5 lentelė. Fluorescentiniu terminio poslinkio metodu nustatytos CA XIV ir kitų izoformų (CA I, II, 

VII, XIII) sąveikos su 4-pakeistų-2,3,5,6-tetrafluorobenzensulfonamidų disociacijos konstantos (  ) 
(pH 7,  37 ºC). 

 

Junginys Pakaitas para padėtyje 
Disociacijos konstantos    (nM), CA izoformos: 

CA I
a
 CA II

a
 CA VII

a
 CA XII

a
 CA XIII

a
 CA XIV 

1 H 2,4 29 11 333 20 6,7 

2 F 2,2 27 25 500  40 10 

3a NHNH2 8,3  91 465 769  140  33 

3b NHN=CHPh 4,0 2,9 43 667 2,2 3,3 

3c SCH2CH2OH 0,11  6,7  46  220  8,3  1,3 

3d SO2CH2CH2OH 0,20  17  7,1  250  29  5,0 

3e SCH2CH2CH3 0,033 2,0  1,1 40 1,7 0,50 

3f SCH2COOH 0,20 11 5,0 50 6,7 14 

3g SCH2CH2COOH 0,40 20 10 91 20 3,3 

3h NH(CH2)5COOH 0,10  67  147 200  14 20000 

3i SPh 0,13 4,0  12 20 1,5 20000 

3j SO2Ph 0,050 3,3 0,67 17 3,3 0,033 

3k OPh 0,10 2,5 1,0 50 1,0 0,20 

3l SCH2Ph 0,25 1,3 1,3 6,7 0,40 0,33 

3m NHCH2Ph 0,20 9,1 133 333 5,0 0,50 

3n NHCH2CH2PhpOH 0,17 1,7 0,50 154 0,40 0,67 

3o SCH2CH2Ph 0,20 1,7  0,83 110 0,22 0,14 

3p SO2CH2CH2Ph 0,25 1,3 1,3 77 0,40 1,0 

3q 
ON

 
0,13 18 83 500  25 1,4 

3r S

 

0,067 3,3 2,5 100 3,3 1300 

3s 

N

N

S

 

2,5 10 10 290  2,5 0,25 

3t 
N

S

S

 
1,1 1,1 0,22 200  0,25  0,050 

3u 
NH

 

0,050 5,0 1,0 17 0,5  0,060 

3v 

S N

N

N

S

 

0,40 6,7 13 110 2,5 0,30 
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3w 
N
H

N

S

 

14 6,7 1,7 670 2,0 5,0 

6a SCH2CH2OH 200 130 170 2500 1400 40 

6b SCH2CH2CH3 4,5 13 17 400 50 11 

6c SCH2CH2Ph 5,0 25  40 330  290 1,4 

BSA  7140 1790 6670 12500 10000 1000 

EZA  14  1,1 0,71 36  13 1,0 

AZM  1400  38 17 133 50 11 

a
 – vertės iš [119] šaltinio. 

 

Išskirtinai stiprus CA XIV jungimasis nustatytas su BZM ir DZM (23 pav.). Šie 

vaistiniai junginiai slopindami akies obuolio kraujagyslėse esančias CA II, IV, XII efektyviai 

maţina intraokuliarinį spaudimą [121], o jų teigiamas poveikis tinklainės edema serganties 

pacientams [122,123] galėtų būti paaiškintas tinklainės pigmentinio epitelio CA II ir XIV 

slopinimu.  

Lyginant su kitomis izoformomis, CA XIV būdinga labai stipri sąveika su 

sulfonamidiniais ligandais - 70 % visų tirtų ligandų jungimosi disociacijos konstantos (  )  

maţesnės nei 50 nM. Tokį didelį giminingumą galėtų paaiškinti aktyviojo centro ypatumai ar 

atskirų aminorūgščių-ligando sąveikoje dalyvaujančių atomų nustatymas, tačiau tam šiuo 

metu nepakanka kristalografinių duomenų.  

 

23 pav. 2,3,5,6-tetrafluorintų benzensulfonamidų ir vaistinių junginių sąveikos su CAI, II, Va, VI, VII, 

IX, XII, XIII ir XIV jungimosi konstantos   , nustatytos Biotermodinamikos ir vaistų tyrimo skyriuje. 

CA XIV jungimasi su BZM ir DZM nustatė dr. L. Baranauskienė.  
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Fermentiniu ir biofizikiniais metodais patvirtinta, jog gautas ţmogaus CA XIV 

katalizinį domeną atitinkantis rekombinantinis baltymas yra stabilus, fermentiškai aktyvus ir 

dėl to yra tinkamas modelinis baltymas tolesniuose tyrimuose. CA XIV būdinga išskirtinai 

stipri sąveika su dauguma tirtų sulfonamidinių junginių, ne tik didina tikimybę atrasti iš 

turimos ligandų bibliotekos ar sukurti labai giminingą ir net atrankų ligandą, bet taip pat kelia 

ir daug klausimų: kokių jėgų dėka vyksta tokios sąveikos, kokie baltymo ar ligando 

struktūriniai ypatumai turi tam įtakos. Tam išsiaiškinti reikalinga CA XIV sąveikos su 

pasirinktais ligandais išsami termodinaminė analizė izoterminės titravimo kalorimetrijos 

metodu, kadangi vienodą jungimosi giminingumą (  ) gali lemti skirtingi entalpijos ir 

entropijos indėliai, bei baltymo-ligando kompleksų rentgenostruktūrinė kristalografinė 

analizė. Didesniam baltymo kiekiui gauti, planuojama baltymo raiškai išbandyti ţinduolių 

ląstelių kultūras. 
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IŠVADOS 

1. Didţiausią poveikį baltymo tirpumui turėjo biosintezės lėtinimas – tirpus baltymas 

gautas ląsteles po indukcijos auginant 16 ºC temperatūroje. Keičiant ekspresuojamo 

baltymo ilgį, kamieną ir mitybinę terpę, CA XIV išeiga padidinta ~5 kartais. 

2. Ţmogaus CA XIV uţląstelinį domeną atitinkantis rekombinantinis baltymas yra 

gautas kataliziškai aktyvus, savitasis aktyvumas panašus į literatūroje aprašytą. 

Fermentiniu ir biofizikiniais metodais nustatytos acetazolamido giminingumo 

konstantos panašios.  

3. Su membrana susijusios CA IV, IX ir XIV yra vienos iš stabiliausių CA, kurių 

stabilumas nekinta plačiame pH intervale (5,5-9,0).  

4. Nustatyta CA XIV aktyviajame centre esančio cinko koordinuoto hidroksido jono 

protonizacijos pKa (6,0). Dėl etokzolamido ir                    verčių 

skirtumo, eksperimentiniai duomenys (esant pH 7,               
    ,        

                     ) yra gerokai nutolę nuo tikrinių parametrų (        

           ,                              ). 

5. CA XIV būdinga labai stipri sąveika su sulfonamidiniais ligandais – 70 % visų tirtų 

ligandų     maţesnės nei 50 nM.   
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SANTRAUKA 

 

Karboanhidrazės (CA; E.C.4.2.1.1) yra cinko metalofermentai, kurie ekspresuojami 

ţmogaus audiniuose kaip penkiolika (CA I-XIV) genetiškai atskirų izofermentų, iš kurių 

dvylika katalizuoja grįţtamą anglies dioksido hidrataciją. CA intensyviai tyrinėjamos dėl jų 

fiziologinės svarbos visose gyvosios gamtos karalystės ir dėl medicininio pritaikymo, kaip 

vaistų taikiniai gydant įvairias ligas. Transmembraninės CA XIV raiška nustatyta daugelyje 

metaboliškai aktyvių audinių, pavyzdţiui, smegenyse ir tinklainėje, inkstuose, kepenyse, 

širdyje ir raumenyse, kuriuose reguliuoja uţląstelinės terpės pH. Be to, CA XIV atlieka 

svarbų vaidmenį formuojant normalų fotoreceptorių atsaką į šviesą. 

Baigiamajame magistro darbe, suradus optimalias ţmogaus karboanhidrazės XIV geno 

raiškos Escherichia coli sąlygas, gautas tirpus ir aktyvus rekombinantinis baltymas, nustatyta 

skirtingų buferių, reagentų ir pH įtaka šio baltymo stabilumui, taip pat įvertinta klasikinių ir 

Biotechnologijos institute susintetintų ligandų sąveikos su rekombinantine CA XIV 

termodinamika. Tirtos stabilumo savybės panaudotos renkantis saugojimo ir gryninimo 

sąlygas. Slopiklių jungimosi giminingumas tirtas fluorescentiniu terminio poslinkio, 

izoterminės titravimo kalorimetrijos ir sustabdytos srovės CO2 hidratacijos metodais. Be to, 

apskaičiuotos rekombinantinės CA XIV sąveikos su etokzolamidu tikrosios, nuo pH 

nepriklausomos jungimosi laisvosios Gibso energijos (jungimosi konstantos) ir įvertinta 

aktyviajame centre esančio cinko jono koordinuojamos vandens molekulės pKa.  
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SUMMARY 

Carbonic anhydrase (CA; E.C.4.2.1.1) are zinc metalloenzymes that occur in human 

tissues as fifteen (CA I-XIV) genetically distinct isozymes, twelve of which catalyze the 

reversible hydration of carbon dioxide.  The CAs are being extensively studied because of 

their broad physiological importance in all kingdoms of life and clinical relevance as drug 

targets for the treatment of various human diseases. CA XIV is a membrane-bound enzyme 

that is expressed in numerous metabolically active tissues such as the brain and retina, kidney, 

liver, heart and skeletal muscle, where its activity figures prominently in the regulation of 

extracellular pH. In addition, CA XIV participates in producing the normal retinal light 

response. 

In this master thesis, the expression conditions for the production of soluble and 

catalytically active human recombinant CA XIV catalytic domain in bacterial cells were 

worked out, its stability at various pH and in the presence of buffers and salts was determined, 

and the binding thermodynamics for the classical inhibitors and new compounds, synthesized at 

the Institute of Biotechnology, were also evaluated. The stability profiles were exploited to find 

optimal purification and storage conditions. The interaction between sulfonamide derivatives 

and human recombinant CA XIV was studied by the fluorescent thermal shift assay, 

isothermal titration calorimetry and the stopped-flow CO2 hydration assay. Moreover, the 

intrinsic pH-independent binding Gibbs free energies (binding constants) of etoxzolamide 

binding were calculated and the protein pKa was estimated. 
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