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IVADAS

Biomolekuliy sgveiky tyringjimas, kaip ir baltymy struktiry ir funkcijy, jy sasajy su
zmogaus patologijomis nustatymas yra vienos i§ svarbiausiy $iy dieny biochemijos mokslo
kryp¢iy. Praktinis $iy moksliniy tyrimy pritaikymas — tikslingas ir racionalus farmakologiniy
taikiniy aktyvuma kei¢ianciy vaistiniy junginiy kiirimas.

Ankstyvuosiuose vaisty kiirimo etapuose biofizikiniai metodai tapo veiksmingu jrankiu
tirti biomolekulés-taikinio ir mazamolekuliniy junginiy saveikas in vitro modelinése
sistemose naudojant rekombinantinius baltymus. Ivairios giminingumo nustatymu pagrjstos
technologijos leidzia ne tik atrinkti potencialiausius vaistiniy junginiy pirmtakus (angl. lead
compound), bet ir nustatyti tiriamy reakcijy metu vykstanéius energetinius pokycius
apibtidinanc¢ius termodinaminius parametrus. Racionaliai kuriant pirmtaky analogus Sie
parametrai suteikia vertingos informacijos, siekiant gauti funkciskai efektyvesnius,
biologiniui taikiniui atrankesnius cheminius junginius, pasizyminc¢ius geresnémis fizikinémis
ir farmakokinetinémis savybémis. Taciau tokiy junginiy atranka negalima be rekombinantine
DNR technologija sukurty pakankamy kiekiy stabiliy, tirpiy ir fiziologiskai aktyviy modeliniy
baltymy. Jy gamybai placiausiai naudojamas prokariotinis producentas - Escherichia coli
lastelés, ne visais atvejais yra idealiausia sistema eukariotiniy baltymy biosintezei.
Pakankamai daznai susiduriama su jvairiomis problemomis, tokiomis kaip baltymy
toksiSkumas, neefektyvi baltymo sintez¢ ar jo agregacija susidarant intarpiniams kiineliams.

Metalofermentai karboanhidrazés (CA) yra patvirtinti terapiniai taikiniai — beveik 30
sulfonamidy ar sulfamaty klasei priklausanciy vaistiniy junginiy naudojama su CA aktyvumo
ar raiSkos pokyciais susijusioms ligoms gydyti, pavyzdziui, glaukomai, epilepsijai. Penkiolika
(CA 1-X1V) struktoriSkai panasiy, bet skirtingo fermentinio aktyvumo ir Iastelinés
lokalizacijos CA izofomy, placiai pasiskirséiusios zmogaus audiniuose, Kkatalizuoja
fiziologiskai svarbia CO, virsmo j hidrokarbonato jonus ir protonus reakcija. Sio darbo
objektas yra metaboliskai aktyviuose audiniuose ekspresuojama ir aktyvyjj centrg lastelés
iSoréje turinti karboanhidrazé XIV. Kadangi tai vienintelé su tinklainés pigmentinio epitelio
apikaline ir bazolateraline membranomis susijusi izoforma, manoma, kad ji yra makulos
edemos gydymui naudojamy slopikliy taikinys. Deja, dauguma slopikliy veikia nespecifiskai
visas CA izoformas, todél atrankiy, stipriai sgveikaujanciy slopikliy sukiirimas $iai izoformai,

galéty zenkliai pagerinti gydymo efektyvuma.



Darbo tikslas:
Gauti zmogaus karboanhidrazés XIV katalizinj domeng atitinkantj rekombinantinj baltyma,

jvertinti jo stabiluma, fermentinj aktyvumg ir jungimasi su sulfonamidiniais ligandais.

Darbo uzdaviniai:

e Surasti optimalias zmogaus karboanhidrazés XIV geno raiskos Escherichia coli
salygas, kad gauti tirpy ir aktyvy baltyma.

o Sustabdytos srovés metodu iSmatuoti rekombinantinés CAXIV aktyvuma ir slopinimg
ligandais.

e Nustatyti skirtingy buferiy, reagenty ir pH jtaka rekombinantinés CA XIV stabilumui
terminio poslinkio metodu.

e ISmatuoti rekombinantinés CA XIV jungimasi su ligandais terminio poslinkio ir

titravimo kalorimetrijos metodais.



1.LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karboanhidrazés

Rugsciy - Sarmy pusiausvyros (pH) homeostazé — biitina sglyga organizmo
metabolizmui ir kitoms fiziologinéms funkcijoms. Ji lemia baltymy struktirg ir funkcijas,
lasteliy membrany pralaidumg ir elektrolity pasiskirstyma, jungiamyjy audiniy funkcionavima
ir nerviniy impulsy perdavimg [1,2]. pH homeostaze organizme uztikrina fiziologiniai
reguliacijos mechanizmai (inkstai, plauciai) ir keturios tarpusavyje susijusios buferinés
sistemos. Nors bikarbonato buferio pK, reiksmé zema (~6,1), tai yra pagrindiné organizmo
tarplastelinio skysc¢io buferiné sistema (Hall, 2011).

Sparcius virsmus tarp bikarbonato buferinés sistemos komponenty (CO, ir HCO3)
katalizuoja metalofermentai karboanhidrazés (CA, angl. carbonic anhydrases, EC 4.2.1.1).
Grjztamos reakcijos metu anglies dioksidas veriamas ] angliariigSte, kuri disocijuoja
susidarant bikarbonato jonui ir protonui:

CO, + H,0 2 H,CO0; 2 H,CO3 + H 1)
Kataliz¢ butina, nes biologiniu poziliriu savaiminé medziagy apykaitos produkto CO,
hidratacija 37 °C temperatiiroje vyksta per létai. Zinduoliy CA yra vieni i efektyviausiy
(krae/Ky =~ 108M~1s71) ir greiciausiy (kyq = 10°) Zinomy fermenty [3].

TradiciSkai, Sie metalofermentai yra laikomi butinais riigs¢iy-Sarmy pusiausvyros
reguliavimui ir dujy / skys¢iy / jony mainams pagrindiniuose fiziologiniuose procesuose:
kvépavimo, vir§kinimo, kauly vystymosi, bei inksty funkcijos palaikyme. Nustatyta, jog CA
taip pat svarbios akiy, raumeny ir centrinés nervy sistemos funkcijomis, lasteliy prisitaikymui
prie streso, jvairiy skysc¢iy susidarymui (smegeny, akiy skys¢iai, seilés), dalyvauja biosintezés
reakcijose metaboliskai aktyviuose audiniuose (gliukoneogenezé, lipogenezé, ureagenezé),
rugstina terpe aplink hipoksines naviko Igsteles [4,5].

Karboanhidraziy slopinimas turi ilgametj taikyma medicinoje, gydant glaukomg ir kitus
akiy degeneracinius sutrikimus, epilepsijg, aukStumy ligg ir infekcijas (prieSgrybeliniai ir
antibakteriniai preparatai), taip pat kuriami potencialts vaistai nuo nutukimo, osteoporozés,
véziniy susirgimy [3,6-8]. NustaCius zmogaus CA II ir I aktyvumo sumazéjimg senstant,
sergant Alzheimeriu ar kitomis ligomis susijusiomis su mokymosi ir atminties sutrikimais
[9,10], mokslininkus sudomino $iy izoformy aktyvinimas kaip galimas terapijos metodas

[11,12]. Nepaisant molekulés su CA sgveikos pobudzio (slopinimo ar aktyvinimo), ne didelis



giminingumas, 0 selektyvumo trikumas tarp zmogaus izoformy vis dar islieka neiSspresta
problema. Siekiant pagerinti gydymo efektyvuma, selektyvesni ligandai kuriami remiantis
kristalografiniais tyrimais ir kompiuteriniu modeliavimu, optimizuojant baltymo-ligando
sgveikos termodinamikg [13], taip pat pradéti tyrimai nanotechnologijy srityje [14].
Glaukomos gydymui pasitelkta RNR interferencija, kaip potencialus buidas selektyviai
slopinti su liga susijusiy baltymy, tarp jy CA IL IV, XII, ekspresija [15].

D¢l erdvinés struktiiros paprastumo, gana didelio stabilumo ir sglyginai nebrangios
gamybos, geriausiai iStyrinétos zinduoliy CA I ir II naudojamos kaip modeliniai baltymai
tiriant baltymy stabilumg, baltymy-ligandy saveika, kuriant ir tobulinant biofizikinius
metodus [16]. Budamos vienais greiciausiy katalizatoriy, CA pradétos naudoti ir
biotechnologijoje [17,18]: kuriami dirbtiniai plauéiai, biosensoriai su imobilizuotu
apofermentu cinko ir kity metaly nustatymui juros vandenyje ar nuotekose, naudojamos kaip
biokatalizatoriai selektyviai atskirti racematus, ir mazinti CO, emisija [19].

Intensyviai tyrinéjamos jau daugiau kaip 80 mety [20], karbonanhidrazés vis dar iSlicka

aktualiu biofizikiniy, medicininiy ir biologiniy tyrimy objektu [16].

1.1.1. Karboanhidraziy klasifikacija, izoformos ir susijusios ligos

CO,, bikarbonatas ir protonai yra bitini daugelyje svarbiy fiziologiniy procesy visose
gyvosios gamtos karalystése (bakterijose, archéjose, eukariotuose). Evoliuciskai susiformavo
penkios atskiros, negiminingos karboanhidraziy geny Seimos (o, B, v, 6 ir {) besiskirian¢ios
tarpusavyje aminoriig§¢iy sekomis, edrvinémis strutiiromis (o, B, y) ir aktyviajame centre
koordinuojamu metalo jonu [21]. Visos izoformos iki $iol atrastos zinduoliuose priklauso a
Seimai; fotosintez¢ vykdanciuose augaluose, bestuburiuose randamos -CA; prokariotuose -
a, B, v Seimy fermentai, ta¢iau daugiausiai B, y; paskutiniy identifikuoty o6 ir { Seimy CA
aptinkamos tik jariniuose titnagdumbliuose. Augaluose CA svarbi CO, kaupimui fotosintezei
[16]. Fermentinei katalizei esminis kofaktorius - dvivalentis metalo jonas, daugumoje CA yra
cinkas (o, B, & Seimos), tatiau vietoj jo gali buti geleZies, kobalto (y-CA) ir kadmio ((-CA)
jonai [21].

Zmogaus organizme rasta net 15 a-CA izoformy. Visoms CA budingas specifinis ir
skirtingas pasiskirstymas audiniuose/organuose, 0 tai reiskia, kad vieny raiSka aptinkama
beveik visuose, kity — tik tam tikruose. Audiniai skiriasi temperatiira, ragséiy-baziy
pusiausvyra, medziagy apykaitos intensyvumu, ir tai, i§ dalies paaiSkina CA izoformy

katalizinio aktyvumo, lokalizacijos lasteléje, oligomerinés biisenos ir atliekamy funkcijy
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tarpusavio skirtumus [4]. Trys CA (VIII, X ir XI) ir receptoriaus tipo baltymas tirozino
fosfatazé (RPTP B ir y) yra kataliziSkai neaktyviis baltymai, nes neturi vieno ar dviejy
histidiny koordinuojanéiy cinko jona aktyviame centre. Siy citozoliniy su CA susijusiy
baltymy (CARP nuo angl. CA-related proteins) stipri raiSka nustatyta centrinéje nervy
sistemoje [22]. Likusias 12 aktyviy CA izoformy galima grupuoti pagal pasiskirstyma
lasteléje: transmembraninés (CA IX, XII, XIV), prikabintos prie membranos per
glikozilfosfatidilinozitolj (CA 1V), sekretuojamos (CA VI), citozolinés (CA I, II, 111, VII,
XII) ir mitochondrinés (CA VA, VB) (1 pav.) [23].

Aktyvu mas

CA IV Aukstas .
- A CAVI Vidutinis ||

/—i_j.
“\,--ﬁ. ) CAVIII Q CAXII

- l C.A >
Branduoly Cltoplazma

1 pav. Zinduoliy CA izoformy domenai, fermentinis aktyvumas ir vieta lasteléje. Citoplazminés ir
mitochondrinés CA sudarytos tik i§ CA katalizinio domeno, sekretuojama CA turi dar ir trumpg C-
galinj domeng. Su membrana susijusios CA, iSskyrus CA 1V, turi transmembraninj domeng ir trumpa
vidulgstelinj peptidg. CA IV prikabinta prie membranos per glikozilfosfatidilinozitolio inkarg. CA IX
vienintelé turi N-gale proteoglikaninj domena [24].

CA randamos praktiskai visame zmogaus Kiine. Intensyviausia raiSka nustatyta
raudonosiose kraujo Igstelése ir pagrindiniuose Zmogaus Organuose: smegenyse, vir§kinimo
trakte, plauciuose, inkstuose, kepenyse ir séklidése. Kadangi CA dalyvauja daugelyje
fiziologiniy procesy, kai kurios CA izoformos siejamos su jvairiomis ligomis (Pastorekova,
2006).

I§ 13 aktyviy zinduoliy izoformy, net 11 ekspresuojamos nerviniame audinyje [26].
Zmogaus nervy sistemoje CA randamos gyslinio rezginio epitelinése lastelése, glijos lastelése
(oligodendrocituose, astrocituose), neuronuose ir ant jy kiineliy bei aksony membrany. Daug
jvairiy funkcijy priskiriama CA, pavyzdziui, citoplazminés CA reguliuoja Na, Cl, HCO3 jony

ir vandens srautus smegeny glijos lastelése ir taip dalyvauja smegeny skys¢io susidaryme,
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taciau jy aktyvumo pokyciai gali sukelti smegeny edema. CA Il ir IV tiekia bikarbonato jonus
biosintezés reakcijoms. CA IX ir XII stipresné raiSka nustatyta tik véziniuose audiniuose,
tokiuose kaip gliomos/ependimomos, meningiomos ir gyslainés rezginio naviko, 0 CARP
baltymai siejami su nerviniy lgsteliy vystymusi ir gali veikti kaip ,,protonus gaudancios
antenos® [27]. Svarbiausias CA vaidmuo yra dalyvavimas vidulastelinio ir uzlgstelinio pH
reguliavime, nuo kuriy svyravimy priklauso nerviniy lasteliy aktyvinimas ar slopinimas,
nervinio impulso perdavimas [26,28]. Membraninés CA IV ir XIV sinapsése neutralizuoja
neurony iSkrovos metu sukuriamg staigy uzlgstelinés terpés uzSarméjimag [29,30].
Posinapsiniuose neuronuose padidéjus CA Il ar VII aktyvumui susidaro pastovus intensyvus
HCO3 jony srautas, kuris i§ lgstelés per GABA (y amino butirinés riigSties) jonotropinius
receptorius pliista | sinapsinj plysj ir kei¢ia jony homeostazg, depoliarizuoja neurony
membrang. Toks staigus ir vietiSkai dél uzsitesusiy jony srauty ar pH poky¢iy susidares ir
i$plites neurony suzadinimas siejamas su epilepsijos traukuliais ir migrena. Taip pat, manoma,
jog sulfonamidy/sulfamaty grupés vaisty (topiramato, acetazolamido, metazolamido,
zonisamido) naudojamy epilepsijai gydyti farmakologinis veikimas yra ne tik per jony
kanalus, bet ir per citozoliniy CA slopinimg [7,31]. Naujausiais duomenimis, acetazolamidu
slopinant CA galima malSinti skausma [32].

Citozoline CA Il yra labiausiai paplitusi ir ekspresuojama beveik visuose Zzmogaus
audiniuose. D¢l tokios intensyvios raiskos, tikétina, jog CA I, kartu su pagrindine eritrocity
CA |, yra neselektyviy vaistiniy karboanhidraziy slopikliy taikiniai, kuriy slopinimas sukelia
nepageidaujamus salutinius poveikius. CA VB ir CA VA vienintelés i§ visy karboanhidraziy
ekspresuojamos mitochondrijose, kur dalyvauja biosintentezés procesuose
(gliukoneogenezéje, ureagenezéje, lipogenezéje). Sios izoformos mokslininky susidoméjima
patrauké po to, kai epilepsijg ir bipolinj sutrikimg gydant topiramatu, pastebétas pacienty
svorio kritimas. Manoma, jog toks netikétas pasalinis poveikis susijes su CA V slopinimu, dél
kurio netiesiogiai stabdomas riebaly riigs¢iy susidarymas [6].

Susijusiy su membrana CA izoformy IV, IX, XII ir XIV aktyvusis centras yra lastelés
1Sor¢je, todel jos svarbiausios uzlagstelinio pH reguliavime, bet skatindamos jony mainus per
membraninius baltymus netiesiogiai gali reguliuoti ir vidulastelinj pH. CA IV randama
Ivairiuose organuose, pavyzdziui, kepenyse, inkstuose, virSkinimo trakte, raumenyse, akiy
kapiliaruose. Pagrindiné jos funkcija - pH reguliavimas ir bikarbonato reabsorbcija inkstuose
[33]. Akiy kapiliaruose ji dalyvauja vandeningo skyscio susidaryme, todél yra glaukomos
vystymasi stabdanciy vaisty taikinys (kartu su CA II ir CA XII) [3]. CA IX retai randama

sveikuose zinduoliy audiniuose/organuose, iSskyrus kai kurias virSkinimo trakto dalis, taciau
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intensyvi raiska nustatyta agresyviuose vézio tipuose: gamtos kaklelio karcinomos, stemplés,
inksty, plau¢iy, kraties, smegeny. [25]. Siuose navikuose hipoksijos atsiradimas ar von Hippel
Lindau (VHL) geno mutacija lemia CA IX raiSkos padidéjima (iki 150 karty) per
transkripcijos faktoriy HIF-1 (angl. hypoxia inducible factor) [34]. Hipoksinés vézio Igstelés
paprastai yra agresyvios, greitai formuojancios metastazes, nejautrios radioterapijai ir sunkiai
gydomos chemoterapijos pagalba, todél manoma, kad CA IX slopinimas yra potencialus
budas stabdyti naviky vystymagsi arba sumazinti jy radiorezistentiskuma [35]. Taip pat dél
i§skirtinio raiSkos pobtudzio CA IX gali biti traktuojama kaip endogeninis hipoksijos ir kai
kuriy vézio formy zymuo [36]. Nors CA XII raiSkos padidéjimas taip pat nustatytas inksty ir
plauciy vézinése lastelése, ji placiai paplitusi ir sveikuose organuose, pavyzdziui, inkstuose,
Zarnyne, dauginimosi organuose [25]. PrieSingai nei CA IX ir CA XIlI, ketvirtoji membraniné
izoforma XIV dalyvauja uZlgstelinés terpés pH ir jony srauty reguliavime metaboliskai
aktyviuose ir sveikuose audiniuose. Zinduoliuose didziausia raiska nustatyta kepenyse,
Sirdyje, skeleto raumenyse, zmogaus ir peliy neurony membranose, tinklainéje [37—40],
grauziky inkstuose [41] ir kauliniame audinyje (osteoklasty membranose) [42]. Tai vienintelé
membraniné izoforma ekspresuojama tinklainéje ir dél to, tikétina, yra susijusi su geltonosios
démeés paburkimu ir kitais tinklainés pazeidimais [43].

Siuo metu medicinoje naudojama daugiau nei 30 pirminiy sulfonamidy, Kurie
neselektyviai (priklausomai nuo dozés) slopindami ne tik tiksling, bet ir kitas izoformas, 30-
40 % visy pacienty sukelia lengva Salutinj poveiki: galvos svaigima ir nuovargj, jvairiy kiino
viety dilg€iojima, dispepsija, metaboling acidoze bei trumpalaike trumparegyste. Kai kuriais
atvejais, nepageidaujama poveikj inkstams galima sumazinti papildomai vartojant bikarbonatg
Lyginant su sisteminiais, lokaliai vartojamy slopikliy (brinzolamido ir dorzolamido)
sukeliamas Salutinis poveikis Zenkliai mazesnis, nes tik nedidel¢ dalis absorbuojama i
sisteming kraujotaka [7].

Selektyvesni slopikliai galéty ne tik suSvelninti nepageidaujamas organizmo reakcijas,
bet ir pagerinty gydymo efektyvumg. Taciau jy karimg apsunkina tai, jog daugumoje
audiniy/organy yra bent po kelias izoformas, 0 visy jy aktyvieji centrai labai konservatyvis.
Tai mokslininkus skatina ieskoti naujy baltymo ir slopiklio saveikos sri¢iy, izoformy
aktyviyjy centry ir jy periferijos struktriniy skirtumy, kuriuos biity galima panaudoti
tobulinant esamus slopiklius ar kuriant naujus [6,23].

Membraniniy CA izoformy atveju, slopikliy atrankumg vidulgsteliniy izoformy
atzvilgiu gali padidinti lasteliy plazminé membrana. Teigiamai jkrautas chemines grupes

prijungus prie klasikiniy kliniSkai naudojamy slopikliy ar kity sulfonamidine grupe turinciy
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ligandy, gaunami hidrofiliniai membranai nelaidis junginiai, kuriy taikiniais tampa tik

aktyvyjj centra lastelés iSoréje turincios izoformos [15].

1.1.2. a-CA aktyvusis centras ir katalizuojamos reakcijos mechanizmas

Visos o-CA turi vieng aktyvyjj centra, kuris yra baltymo pavirSiaus kiiginés formos
jiduboje, mazdaug 15 A gylio kisenéje. Idubos dugne cinko jonas yra koordinuojamas trijy
konservatyviy histidiny per jy Soniniy grandiniy azoto atomus (His94, His96 ir His119) ir
kartu su vandens molekule arba hidroksido jonu sudaro tetraedrinj kompleksa. Nors visy CA
aktyvieji centrai yra gana konservatyviis, didesni skirtumai randami aktyvaus centro
periferijoje — skiriasi §iy viety poliSkumas ir hidrofobiskumas [23]. a-CA struktirai ir
fermentiniam mechanizmui tirti, kaip modelis daugiausiai naudota hCA 1I, todél toliau bus
naudojama jos aminortig¢iy sekos numeracija (nebent nurodyta kitaip).

Aktyviajame centre, kaip ir budinga visiems fermentams, galima isskirti dvi sritis:
substrata prijungianéia ir katalizine. Siy sri¢iy funkcijas atlicka amfifilinio aktyviojo centro
ertmés vienoje puséje esanti hidrofobiné kisené ir kitoje — hidrofiliskas regionas (2 A pav.).
Rentgeno spinduliy difrakcijos kristalografiniai duomenys patvirtino, jog §i hidrofobine
kisené (Val121, Val143, Leul98, Val207, Trp209), o ne Zn2* jonas, silpna Van der Valso
sgveika (K4 ~100 mM) fiksuoja substratg aktyviame centre [44,45]. Molekulinés dinamikos
tyrimais nustatyta ir véliau rentgenostruktirine kristalografine analize pavirtinta, kad
mazdaug ~11 A nuo aktyvaus centro yra dar viena substrato (CO,) suridimo vieta (2 B pav.)
[44]. Manoma, kad ji uztikrina greita CO, difuzija aktyviame centre ir lemia kai kuriy CA
slopikliy selektyvuma [13].

Kitoje puséje i$sidésciusios hidrofilinés aminortgstys (Tyr7, Asn62, Asn67, Thr200) su
aktyviojo vandens molekulémis formuoja vientisg vandeniliniy rySiy tinkla, per kurj vyksta
greita protono pernaSa nuo su cinko jonu susijungusios vandens molekulés link His64,
esancios ties j¢jimu ] aktyvyji centra. Konservatyvus His64 daugelyje CA izoformy yra
pagrindiné protony pompos aminoriigtis, kuri manoma, pernesa protong tirpiklui keisdama
konformacijg [23] arba imidazolo ziedo tautomerizacijos proceso metu [46]. Taip pat | §j
vandeniliniy rySiy tinkla, per sgveika su Trp199 Oy atomu ir dviem aktyvaus centro vandens
molekulémis, jjungiamas prie cinko prisijunges vanduo ar hidroksido jonas. Tai sustiprina
hidroksido jono nukleofiliskumg. Hidrofiliné sritis turi ir kitg funkcijg — orientuoja CO,.
Konservatyvi Thr199 vandeniline jungtimi sgveikauja su CO, deguonies atomu, o0 anglies

atomui priartéjus 2.8 A atstumu iki komplekso CA: Zn?* — OH~ hidroksido jono gali vykti

14



efektyvi nukleofiliné¢ ataka. Kartu Sios dvi skirtingos aktyviojo centro aplinkos uztikrina

nuolatinj ir intensyvy CO, vertimg j bikarbonatg [23,44].

Val207

Val143

2 pav. Zmogaus CA II katalizinio domeno struktiira (PDB kodas 3D92). A - mélyna spalva pazyméta
aktyviojo centro hidrofobiné kisené, 0 raudona — hidrofiliné dalis. B - dvi CO, suris§imo vietos: zalia
spalva pavaizduotas aktyvusis centras su sferiniu cinko jonu jame, o violetine spalva - antroji
hidrofobiné kiSené su CO, molekule. C - CA 1II aktyviojo centro kiSené i§ arciau. Substrato (CO,) ir
produkto (HCO3) jungimosi vietos aktyviajame centre panasios, tik substratas pasislinkes ar¢iau zaliai
pavaizduotos hidrofobinés kiSenés (Vall21, Vall43, Leul98, Val207, Trp209), o produktas aréiau
hidrofilinés srities [44].

Visos aktyvios karboanhidrazés katalizuoja grjZztama anglies dioksido hidratacijg per
metalo hidroksida (CA: Zn?t — OH™), dviejy stadijy nukleofilinés reakcijos (dar vadinamos
,»ping—pong*) mechanizmu. Metalo jonas sumazina prisijungusios vandens molekulés pK,, iKi
~7, todél neutralioje terpéje ji jonizuojasi ir susidaro aktyvi fermento forma. Vykstant
hidratacijai, pirmosios stadijos metu hidroksido grupé atakuoja CO, molekule susidarant
HCO3 (2 C pav.). Kadangi bikarbonato anijonas sgveikauja su cinku silpnai, jis greitai
pakeic¢iamas vandens molekule, susidarant neaktyviai riigstinei baltymo formai (2). Antrosios
stadijos metu, nuo CA: Zn — OH,, atskiles protonas (H*) vandeniliniy rySiy tinklu pasalinamas
i§ aktyviojo centro ir fermentas vél tampa aktyvus (CA:Zn — OH7T), kaip parodyta (3)
reakcijoje, kur B yra endogeninis H* akceptorius, kuriuo gali biiti aktyviojo centro liekanos
arba aktyviojo centro ,,bendrasis vanduo* (angl. bulk water):

CA:Zn — OH™ 4 €O, & CA:Zn — OH, + HCO; 2)
CA:Zn— OH, + B & CA: ZnOH™ + BH* (3)

Protono i$nesimas i§ aktyviojo centro (3) yra visos katalizuojamos reakcijos limituojanti
stadija [6]. Kinetiniais tyrimais bei specifine mutageneze patvirtina, jog aktyviausiuose
fermentuose His64 yra protony donoras/akceptorius, kurio pK, reik§mé ir kity protony pompa

sudaranciy histidiny kiekis aktyviame centre lemia katalizés greitj [47]. Taip pat pastebéta,
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jog Kinetiniams parametrams jtakg gali turéti prie cinko prisijungusio vandens pK,, protony
perdavime dalyvaujanciy vandens molekuliy skaiCius ir atstumas tarp protony donoro ir
akceptoriaus [4]. Dél vykstanCios jonizacijos, fermenty Kataliziné konstanta k.. ir
efektyvumg apibiudinanti antrojo laipsnio greicio kontanta k.. /Ky (Ky-Michaelio Menten
konstanta) priklauso nuo pH. CA aktyviausios aukstame pH 8-9 [48].

CA katalizinis aktyvumas neapsiriboja tik grjztama CO, hidratacija. Nors néra jrodymy,
kad kitos reakcijos turi fiziologine reiksme, CA in vitro gali katalizuoti arilo grupe turinéiy
bei alifatiniy aldehidy hidratacija, jvairiy esteriy hidrolize. Zmogaus CA I ir CA Il Katalizuoja
1-fluor-2,4-dinitrobenzeno, sulfonilo chloridy ir cianamido (iki $lapalo) hidrolize. Galvijy CA
Il atkiria raceminius N-acetilamino rtig$¢iy miSinius selektyviai hidrolizuojant tik vieng
enantiomerg. Remiantis slopikliy tyrimais, abiejy liazinio ir esterazinio aktyvumo centrai

sutampa [16].

1.1.3. Karboanhidrazés XIV funkcijos Zmogaus audiniuose

CA XIV pirma karta buvo identifikuota ir klonuota 1999 metais ir tapo paskutiniu
atrastu membraniniu Zmogaus karboanhidraziy izofermentu. Pirmiausiai CA XIV
identifikuota peliy kepenyse [38] ir tais paciais metais pasirod¢ straipsnis apie nustatyta raiska
zmogaus audiniuose [37]. Hibridizacijos tyrimais nustatyta, kad CA14 genas yra zmogaus
pirmosios chromosomos ilgajame petyje, 121 padétyje [37].

Tinklainé yra centrinés nervy sistemos audinys, kuris dél labai intensyvios medziagy ir
deguonies apykaitos [49] yra laikomas vienu i§ metaboliskai aktyviausiy. Abi CA
vidulastelinés ir ekstralastelinés formos yra ekspresuojamos tinklainéje ir nustatyta, jog ju
slopinimas smarkiai paveikia tinklainés pH in vitro [50] ir in vivo [51]. Tinklainéje citozoliné
CA 1I ekspresuojama oligodendrocituose ir Miulerio Igstelése, o hCA XIV raiska nustatyta
praktiskai visuose tinklainés sluoksniuose: astrocity, Miulerio ir tinklainés pigmentinio
epitelio (TPE) lasteliy plazminése membranose [43,52]. ki hCA XIV nustatymo, ilga laika ji
buvo painiojama su hCA IV. Véliau isaiskéjo, jog ji ekspresuojama tik tinklainés pigmentinj
epitel; dengiancio choriokapiliarinio sluoksnio endotelio 1gsteliy pavirSiuje, bet ne tinklainéje
[53]. Sis maistines medziagas tinklainei tiekiantis sluoksnis yra susijes su vandeningo skyséio
gamyba priekingje akies kameroje.

Tinklainéje hCA Il ir hCA X1V funkciskai ir fiziSkai sgveikaudamos su CI~ /HCO3 jony
nesikliais (AE, angl. anion exchanger) [54,55] salina fotoreceptoriuose ir neuronuose

aerobinio metabolizmo metu generuojamg anglies dvideginj, siekiant palaikyti vidulgstelinio
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ir uzlgstelinio pH homeostaze. hCA Il tiekia HCO3 jonus Kkitiems AE ir Kkitiems
transportiniams baltymams, o hCA XIV paspartina pernasg padidindama transmembraninj
HCO3 jony gradienta. Tiriant peliy tinklaines su inaktyvuotu hCA XIV baltyma koduojanciu
genu, nustatytas rySkus elektroretinogramos (ERG) bangos amplitudés sumazéjimas ir tai
patvirtina, jog hCA XIV reguliuodama rtigs¢iy - Sarmy pusiausvyra atlieka svarby vaidmen;j
formuojant normaly fotoreceptoriy atsakg j Sviesg [56].

Tokie hCA XIV ir AE metabolonai taip pat nustatyti ir kituose metaboliskai aktyviuose
audiniuose: sirdies raumenyse [54] ir centringje nervy sistemoje [30]. Kitaip nei tinklainéje,
smegenyse hCA X1V ekspresuojama ant neurony kiineliy ir aksony plazminiy membrany, bet
ne ant neuroglijos lgsteliy. hCA XIV dalyvauja nervinio impulso perdavimag lydin¢io pH
poky¢iy neutralizavime [29,30].

Sisteminiai ir lasinami sulfonamidai jau daugiau kaip 20 mety naudojami gydyti ne tik
glaukoma, bet kaip ir pagalbiniai vaistai gydant makulos edema [3,57,58]. Makulos
(geltonosios démeés) paburkimas atsiranda sergant jvairiomis akiy ligomis, kuomet susikaupia
skysc¢iai tarp tinklainés sluoksniy. Irodyta, jog CA slopikliai skatina jony ir vandens transportg
per tinklainés pigmentinj epitelj ir didina lipnumg tarp tinklainés sluoksniy [59,60]. Kadangi
hCA XIV yra vienintelé su tinklainés pigmentinio epitelio apikaline ir bazolateraline
membranomis susijusi karboanhidrazé, manoma, kad ji yra Sio tinklainés pazeidimo gydymui
naudojamy slopikliy taikinys [43]. Tai jrodo ir tyrimai, kuriuose, naudojant tiek
acetazolamida, tiek per biologing membrang beveik nepraeinant] hidrofilinj benzolamida,

nustatyti panasts pH poky¢iai [59].

1.1.4. Karboanhidrazés XIV struktiros ir Kinetiniu parametry

palyginimas su membraninémis izoformomis (IV, X, XI1)

CAl14 genas koduoja 55 kDa molekulinés masés baltyma sudaryta i§ vienos 337
aminortgsciy polipeptidinés grandinés [29,39]. hCA XIV aminortigséiy seka (3 pav.) yra
giminingiausia ir strukttriskai panasiausia (4 B pav.) su kitomis membraninémis izoformomis
(hCAXIV/NCA IV = 33 %, hCA XIV/hCA IX =41 % ir hCA XIV/hCA XII = 44 %). hCA
X1V, kaip hCA IX ir XII, yra globulinis integralinis baltymas, sudarytas i$ trijy domeny:
uzlastelinio 275 ar., katalizinio N-galinio domeno su 15 ar. signaline seka, 21 ar.
transmembraninés o-spiralés ir trumpo 26 ar. vidulastelinio peptido. Vienintele hCA X turi

59 ar. proteoglikaninj domeng uZlgstelinio domeno sudétyje, 0 hCA IV unikali tuo, jog su
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lastelés membrana susijusi per glikozilfosfatidilinozitolinj inkara, kuris baltymo brendimo
metu prijungiamas vietoje C-galinio vidulastelinio peptido [23,61].

Siuo metu rentgenostruktirinés analizés metodu i§sprestos zmogaus (PDB kodas 4LU3)
[62] ir pelées (PDB kodas 1RJ5) [63] CA XIV katalizinio domeno apo bei komplekso su
acetazolamidu (PDB kodas 1RJ6) kristalinés struktiros. Peliy CA XIV pasizymi 78 %
homologija su Zmogaus izoforma ir taip pat turi visas 36 konservatyvias aktyvaus centro
aminortgstis [62], todél iki 2013 mety Sio baltymo struktira buvo vienintelis hCA XIV
struktirinis modelis. Visy a-CA Kataliziniai domenai labai homologiski: globulinés formos
aktyvyji centrg formuoja centrinis 2 paraleliy ir 8 antiparaleliy B-klosciy lakstas, apsuptas o-

spiraliy bei papildomy B-klos¢iy (4A pav.).

LY .51 L] fa @mr fr o

hCA XIV -1 ADGGQHWTYE FDPDLPALOQPHGY
hCA XIT 2 ---ASEWTYF ILOYDASLTPLEFQGY
hCh IX =1 GPDQSHWRYG FEPALRPLELLGF
hCA IV 1 --AES KELGRFFFSGY
t: - - -

Be i P Po Ba

N L Y L'y = % I L

L rA— [ - N —r

hCh XIV 52 DQPGTEPLDLHNNGHTVOLSLPSTLYLGG--LPREYVAAQLHLHWGOKGSPGGSEHQINSEA
hCA XII 52 NLSANKQFLLTNNGHSVELNLPSDMHIQG--LQSRYSATQLHLHWGNPNDPHGSEHTVSGQH
hCa IX 52 QLPPLPELRLENNGHSVOLTLPFGLEMALG-PGREYRALOLHLHWGAAG-RPGSEHTVEGHR
hCA IV 52 DK--KQTWTVONNGHSVMMLLENKASISGGGLPAPYQAKRQLHLHWSD-LPYKGSEHSLDGEH

W w - W * - W - W
Be an fir o=
hCA XIV 114 TFAELHIVHYDSDS- RPQGLAVLGILIEVGET KDOR
hCa XIT 114 FAAELEIV_HYNSDL-!P SEGLAVLAVLIEMG-SFNPS YEGQE
hCA IX 114 FPAEIHVVHLSTA--F RPGGLAVLAAFLEEGPEE EEGSE
hca v 114 FAHEHHIVHEKEKGTSRHVKEAQDPEDEIAVLAFLVEAGTQVHE PKPEHS
Wl
fin oF ﬁu
i 1 h
—

hca XIvV 174
hCa XIT 174
hCh IX 174

hca IV 174 YFRYLGSLTTPTCDEKVVWTVFREPIQL
LA A L

Br
)
Lt

hCA XIV 232 TE--EEPSELLVQNYRALQPLNORMVFASFIQAGSSYTTGEM
hCA XIT 233 THMDDPSPREMINNFROVQEFDERLVYTSFSQ----------
hCA IX 232 P----- GDSRALOLNFRATQPLNGEVIEASFP-----=---=---
hCa IV 232 DE---EQTVSMEDNVRPLQOLGORTVIES----========-

3 pav. Membraniniy CA aminortigi¢iy seky ir antriniy struktiiry palyginimas. Schematiskai parodyti
hCA XIV antrinés struktiiros elementai: o ir 339 spiralés pavaizduotos atitinkamai raudonomis ir
violetinémis bangomis, o B-klostés — geltonomis rodyklémis. Kitose izoformose Siuos elementus
atitinkancios aminortigStys parySkintos tokiomis pacCiomis spalvomis. Briksniais pabrauktos
konservatyvios aminortgstys, o Zvaigzdutémis - apribojancios aktyvyjj centrg [62].

Kristalinés strukttros patvirtina, jog hCA XIV yra glikoproteinas, turintis trumpy,
Sakoty oligosacharidy, kovalenti$kai prijungty prie asparagino (Asn195 - hCA | numeracija)
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amino grupés [62,63]. Baltymo struktiirg sutvirtina vienas vidumolekulinis disulfidinis tiltelis
tarp Cys23 ir Cys203. AnalogiSkas disulfidinis rySys budingas visoms su membrana
susijusioms karboanhidrazéms (IV, IX ir XII) ir sekretuojamai hCA VI, o hCA IV turi ir
antragjj (Cys6-Cys180) [61]. Aktyviajame centre rySys tarp Cys23 ir Cys203 stabilizuoja
polipeptiding kilpg su Thr-199, kuri, kaip jau buvo minéta, yra svarbi CA katalizei [23].

127-136 ar.

regionas .

AR, AN Y ORI«
\"z\-\{(\\./s\\( \\‘//\\(./\\A \( LA \.\ QAN )\.\\\\\v'».\\f"\"F\A

4 pav. Erdviné peliy CA XIV katalitinio domeno struktiira (A) ir hCA XIV struktiiros palyginimas su
kitomis izoformomis (B). A - aktyviajame centre esantis cinko jonas paZymétas oranzinés spalvos
rutuliu. Zydra spalva yra pavaizduotas p-lakstas, §viesiai zalia — a-spiralés. Struktiiroje pavaizduotas
sacharidas ir geltonomis sferomis vaizduojamas disulfidinis tiltelis [63]. B - membraniniy
karboanhidraziy edviniy kataliziniy domeny struktiiry palyginimas: hCA XIV (zalia spalva) [62], hCA
IV (1ZNC, zydra) [64], hCA IX (3IAL mélyna) [65], ir HCA XII (1JDO, raudona) [66]. Pavaizduotas
cinko jonas ir jj koordinuojantys histidinai.

Ryskiausias struktiirinis skirtumas tarp su membrana susijusiy izoformy - oligomeriné
busena. Dvi membranines hCA — IX ir XII — bei sekretuojama hCA VI funkcionuoja kaip
skirtingos konformacijos homodimerai. Zmogaus CA XIV transmembraninéje spiraléje taip
pat identifikuotas dimerizacijos motyvas GXXXG, taciau gelfiltracija ir rentgenostruktiiriné
analizé nepatvirtino dimery formavimosi nei tirpale nei kristaluose [62,63].

Baltymy seky (3 pav.) ir struktiiry (4 B pav.) analizé atskleidé ir daugiau membraniniy
izoformy skirtumy: hCA IV turi ilgesn¢ kilpg N-gale, o hCA XII - 232-238 ar. regione.
Nepaisant to, Sie regionai yra toli nuo aktyviojo centro ir mazai tikétina, jog gali turéti jtakos
slopiklio ir baltymo sgveikai [62]. Svarbesni skirtumai rasti tik aktyviyjy centry 127-136 ar.
srityje, kuri hCA IX, hCA XIlI ir hCA XIV susisuka | o spirale ir apriboja aktyviojo centro

ertmés virSy, 0 hCA 1V §i sritis keliomis aminortgstimis ilgesné, su nepastovia konformacija
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ir gali iSsidéstyti toliau nuo aktyviojo centro. Be to, net jei karboanhidrazése IX, XII ir X1V
Sios spiralés konformacija sutampa, hCA IX ji pasislinkusi link ertmés iSorinés dalies. Sie
stuktiriniai skirtumai atsispindi ir sekoje, nes membraniniy izofermenty konservatyviis
aktyvieji centrai skiriasi tik 8 ar. ir 4 18 jy (131, 132, 135 ir 136) iSsidésCiusios biitent Siame
regione [65]. Kristalografiniai tyrimai patvirtina, jog kai kurie sulfonamidai sgveikauja butent
su Siuo 127-136 ar. regionu [67]. Alterio ir jo kolegy teigimu, Si sritis gali buti naudinga
selektyviy ligandy karimui su membrana susijusioms CA.

Visy membraniniy CA aktyvieji centrai yra tarplgsteliniame uzZpilde, kuriam budingos
agresyvesneés, intensyviau kintancios salygos: pH svyravimai 6,0-7,8 intervale (smegenys,
inkstai, véziniai audiniai), didelés drusky koncentracijos (inkstai). Nors dar néra iSsamiai
iStyrinéta, ta¢iau manoma, jog Siy CA stabilumas turéty skirtis nuo vidulasteliniy hCA (I, II,
111, V, VII), o to priezastis gali biiti visoms membraninéms hCA budingi disulfidiniai tilteliai
[23]. Peliy CA XIV issiskiria i$ kity CA izoformy nejprastu fermentinio aktyvumo atsparumu
didelése drusky koncentracijose (iki 1,5 M NaCl). Tai i§ dalies paaiSkina CA XIV raiska
grauziky inksty proksimaliniy kanaléliy membranose [68]. Lyginant Kinetinius parametrus
nustatytus standartinémis salygomis (25 °C, pH 7,5) (1 lentel¢), visoms zmogaus
membraninéms CA, iSskyrus hCA XII, budingas aukstas-vidutinis katalizinis aktyvumas ir
didelis giminingumas CA slopikliams.

1 lentelé. Membraniniy (IV, IX, XII, XIV) ir citozoliniy (I, II) CA izoformy kinetiniai parametrai.
Vertés i$ [69] Saltinio.

Giminingumas

Izoforma Kcat (s-1) Km(mM) Kcat/Km (M-1s-1) o
slopikliams
hCA | 2,0 x 10° 4,0 5,0 x 10’ Vidutinis
hCA I 1,4 x 10° 9,3 1,5 x 10° Didelis
hCA IV 1,1 x 10° 215 5,1 x 10’ Didelis
hCA 1X (CA domenas) 3,8x10° 7,0 5,4 x 10’ Didelis
hCA IX (CA domenas + PG) 1,1 x 10° 75 1,5 x 10 Didelis
hCA XII 4,2 x 10° 12,0 3,5 x 10’ Mazas
hCA XIV 3,1x10° 7.9 3,9x 10’ Didelis

PG — proteoglikaninis domenas; h — zmogaus.

1.2. Biotermodinamika

Biologinése sistemose molekulinis atpazinimas vyksta dél struktiirinio dviejy molekuliy
atitikimo ir tarp jy susidaranciy tarpmolekuliniy sgveikos jégy. Jungimosi reakcijy metu dél

nekovalentiniy ry$iy persitvarkymo, susidarymo ar iSirimo, vykstanc¢ius sistemos energetinius
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poky¢ius apibiidina biotermodinamika. Siy saveiky supratimas ir galimybé kryptingai jas

modeliuoti yra vienas i§ pagrindiniy Siy dieny vaistus kurian¢iy mokslininky siekiy.

1.2.1. Biofizikiniy metody taikymas vaisty kiirime

Naujo vaistinio preparato sukiirimas ir patekimas j rinkg yra ilgas, sudétingas ir brangus
daugiastadijinis procesas. Tam reikalingi tarpdisciplininiai tyrimai neretai uztrunka iki 15
mety, o jy kaina skai¢iuojama deSimtimis miliardy. Daugybé jvairiy strategijy ir metody
naudojama taikinio identifikavimui, vaistiniy junginiy pirmtaky (angl. lead compound)
atrankai, modeliavimui ir junginio fizikocheminiy savybiy jvertinimui. Tarp jy yra
kompiuterinis modeliavimas, baltymy kristalografija, biologiniai tyrimai in vivo Ir
biofizikiniai tyrimai in vitro, farmokokinetiniy parametry skaiiavimai bei junginiy
pristatymo iki taikinio ir formulavimo technologijos [70].

Ankstyvuosiuose vaisty kiirimo etapuose biofizikiniai metodai tapo veiksmingu jrankiu
nustatyti, stebéti ir apibuidinti biomolekulés taikinio ir cheminio junginio (ligando) sgveika
naudojant rekombinantinius baltymus. Fluorescentinis terminio poslinkio metodas, branduoliy
magnetinis rezonansas, izotermin¢é titravimo kalorimetrija, pavirSiaus plazmony rezonanso
spektroskopija ir baltymy kristalografija yra pagrindiniai biofizikiniai metodai naudojami
vaistiniy junginiy atrankai ir tyrimams. I$skyrus baltymy kristalografija, visais jais galima
nustatyti sgveiky pusiausvyros konstantas (K, K;) ir taip kiekybiskai jvertinti ligandy
jungimasi, o keletu i8 jy, jvertinti ir §iuos molekulinio atpazinimo procesus kontroliuojanéius
Kinetinius ir termodinaminius parametrus, taip pat stechiometrija, jungimosi biida ir su tiriama
sgveika susijusius makromolekulés konformacinius pokyc¢ius. Toks visapusiSkas jungimosi
proceso charakterizavimas, leidzia ne tik identifikuoti potencialiausias molekules 1§ dideliy
cheminiy junginiy biblioteky, bet ir suteikia Ziniy apie sgveikos ypatumus, varomyjy jégy
pusiausvyrg ir gali buti naudojama baltymo-ligando komplekso struktiirinéje analizéje (Ciulli,
2013; G. A. Holdgate, 2010).

Pradinis naujy vaisty kiirimo etapas grindziamas taikinio molekulés aktyviajam centrui
struktiiriSkai komplementariy junginiy ar mazamolekuliniy fragmenty konstravimu ir
sudaromy kontakty modeliavimu, remiantis rentgeno spinduliy difrakcija ir magnetiniu
branduoliy rezonansu nustatytomis erdvinémis struktiromis. Taciau vien struktiriniai
duomenys, net kartu su paciais sudétingiausiais kompiuterinio modeliavimo metodais, negali
tiksliai apibudinti sgveikg nulemianciy jégy, todél baltymo-ligando sistemos termodinaminé

analizé padeda nustatyti modifikuojamy atskiry cheminiy grupiy indélj i junginio
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giminingumo ar selektyvumo pokyc¢ius. Taip pat tai naudinga lyginant tarpusavyje vienodu
giminingumu (K;) su makromolekule sgveikaujanéius ligandus — potencialesniais tradiciskai
laikomi besijungiantys su neigiamesne entalpija (AH) [73]. Remiantis Siuo principu
subalansavus laisvosios Gibso energijos (AG) sudedamagsias, galima sumazinti ar iSvengti
molekuliy dydzio ir lipofiliSkumo (paprastai siejamy su tradicinémis molekuliy vystymo
strategijomis) did¢jimo. Taigi pastaruoju metu, dél technologinés kalorimetry pazangos ir
termodinamiSkai optimizuoty geresniy vaisty pavyzdziy [74], vis didéja susidoméjimas
biotermodinamikos naudojimu vaistiniy molekuliy kiirimo ir vystymo etapuose.

Ne tik sgveikos termodinamikos, bet ir jungimosi kinetiniai parametrai, leidzia i§samiau
tyrinéti  struktiros ir aktyvumo rySius, turinCius jtakos farmakokinetinéms ir
farmakodinaminéms vaisty pirmtaky savybéms, greta tradiciSskai nustatomy ADMET
(absorbcija, distribucija, metabolizmas, toksiSkumas) parametry. Pavyzdziui, létai
besijungianciy ligandy reikés didesniy doziy tam paciam fiziologiniam poveikiui pasiekti, ir
prieSingai, létai disocijuojantys ligandai dél ilgesnés veikimo trukmés yra selektyvesni ir
saugesni. PavirSiaus plazmony rezonanso spektroskopija Siuo metu yra populiariausias
metodas naudojamas jungimosi giminingumu ir Kinetiniams parametrams nustatyti. Juo
galima iStirti ligandus, kurie dél jiems biidingy léty susijungimo (k,,) ar disociacijos (k)
greiiy, nevisapusiskai jvertinami fiksuoto laiko giminingumo nustatymo metodais. Tiesiogiai
in vitro matuojamas baltymo-ligando komplekso gyvavimo laikas yra kaip ligando

veiksminguma in vivo apibtidinantis parametras [75].

1.2.2. Ligandy-makromolekuliy sgveikos giminingumas ir energetika

Paprasciausios griztamosios nekovalentinés saveikos tarp baltymo ir ligando
jungimosi giminingumg arba K; galima apibudinti termodinaminiais ir Kkinetiniais
parametrais:

K, = e(8G/RT) = o(AH/RT-AS/R) = Kofs/Kon (4)
kur AG - jungimosi laisvosios Gibso energijos pokytis, AH — jungimosi entalpijos pokytis, AS
— jungimosi entropijos pokytis, R — universalioji dujy konstanta, T — temperatiira Kelvinais, 0
kon I ko5 f, atitinkamai, susijungimo ir disociacijos grei¢iy konstantos.

Biologinés sistemos nagrin¢jimas abiem Siais aspektais, leidzia geriau suprasti
molekulines sgveikas. Tos pacios bimolekulinés reakcijos termodinamika, apibiidina jos

pusiausvyrg ir savaiminio vyksmo kryptj, bet nieko nenurodo apie proceso trukme, tuo tarpu
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kinetika — kaip greitai vyks reakcija, bet neteikia jokios informacijos apie reakcijos eigg ir
galuting busena.

Termodinaminiu pozitriu, bet kurig biomolekuliy saveikg galima charakterizuoti
keturiais pagrindiniais parametrais: laisvgja Gibso energija (AG), entalpija (AH) ir entropija
(AS) esant tam tikrai temperatirai bei Siluminés talpos pokyc¢iu, kuomet entalpija kinta
priklausomai nuo temperatiiros. Visy biocheminiy reakcijy metu tam tikrai biisenai pasiekti
sunaudojama arba iSskiriama $iluma, kurig kiekybiskai apibudina entalpijos pokytis. AH gali
buti tiesiogiai matuojama kalorimetrais arba netiesiogiai jvertinama, eksperimentiskai tiriant
jungimosi konstantos Kj, priklausomybg¢ nuo temperatiiros, kuri aprasoma van’t Hofo lygtimi
(AHyy):

dInK; AHyy (5)
dT RT?

AH priklausomybé¢ nuo temperatiiros esant pastoviam slégiui (6) apibtidinama Siluminés

talpos pokyciu (AC,) ir nustatoma tik kalorimetrais.

dAH (6)
ACp = d_T

Nustacius sgveikos pusiausvyros konstantas (K, = 1/K;), galima apskaiciuoti esminj
termodinaminj parametrg - AG:
AG = —RTInK, = RT InK;~RT In K; (7)
Jo dydis apibiidina sgveikos stipruma, o Zenklas — spontaniSkumg. Reakcijos, kuriy metu
laisvoji Gibso energija mazéja (i$siskiria Siluma) vadinamos egzergoninémis reakcijomis (AG
ir AH < 0), jos nagrinéjamomis sglygomis vyksta savaime, tuo tarpu, reakcijos, kuriy metu
laisvoji energija didéja, vadinamos endergoninémis (AG ir AH > 0) ir jos vykti savaime
negali, nes komplekso vidiné energija yra didesné nei reaguojanciy komponenty atskirai. Jei
sistema pusiausvyros biisenos, AG = 0. IS kitos AG israiskos (8) matome, jog jungimosi
laisvosios Gibso energijos pokytis yra funkcija dviejy skirtingos prigimties komponenty, todél
jvairios AH ir AS ver¢iy kombinacijos gali lemti tokj patj jungimosi gimininguma.
AG = AH — TAS (8)
Entropija nurodo kiekj budy kaip termodinaminé sistema gali biiti pertvarkoma ir
daZniausiai suprantama kaip sistemos chaotiSkumo matas. Teigiamas entropijos pokytis
siejamas su tvarkos sistemoje sumazéjimu ir atvirksciai. Sgveikaujant baltymui ir ligandui
toks palankus entropijos pokytis gali atsirasti dél sgveikaujanciy pavirSiy desolvatacijos,

kuomet tirpiklio molekulés iSstumiamos i§ aktyviojo centro ertmés — tai hidrofobinés saveikos
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varomoji jéga. PrieSingas jam yra konformacinis entropijos pokytis, nes susidarantis baltymo
— ligando kompleksas yra tvaresné struktiira, apribojanti tiek ligando, tiek baltymo jgyjamas
konformacijas ir turinti maziau judéjimo laisvés laipsniy.

Molekuliy jungimosi entropija taip pat gali biiti skirtingo pobiidzio: palankus entalpijos
pokytis parodo tarp baltymo ir ligando susidaranciy tarpmolekuliniy sgveiky, tokiy kaip Van
der Valso, elektrostatinés sgveikos ar vandenilinis ryS$iy, stiprumo ar skaiciaus padidéjima, 0
nepalankus pokytis atsiranda dél poliniy/jkrauty grupiy desolvatacijos susidarant auks¢iau
minétoms sgveikoms [76,77].

Dauguma vaisty kiirimo strategijy koncentruojasi ties jungimosi giminingumo
didinimu, taciau vien §is parametras neatspindi jégy, lemian¢iy molekuliy elgesj ir saveikos
specifiSkumg. Neretai vaisty vystymo metu, komplementaruma aktyviojo centro ertmei
didinan¢iy struktiiriniy pakaity jvedimas j vaisty pirmtaky struktiiras nesukelia ryskiy
giminingumo poky¢iy. Taip nutinka dél saveikos metu vykstancCius skirtingus procesus
apibuidinané¢iy AG sudedamuyjy, entalpijos ir entropijos, kompensacijos (8). Termodinamine
ligandy optimizacija siekiama padidinti ligandy jungimosi gimininguma ir/ar selektyvuma
subalansavus kiekvieno 1§ termodinaminio parametro indéelj, jog jie buty maksimaliai
palankiis. Tam padaryti yra trys alternatyvos: siekiama, kad baltymo-vaisto komplekso
energetikoje dominuoty neigiamas AH; teigiamas AS; arba kuo neigiamesné AH ir —TAS
kombinacija [73]. Tacdiau Sie apibendrinimai yra tik supaprastintas sistemos energetikos
vaizdas, nes ligando jungimasis yra daugiastadijinis procesas, kurio kiekvieng etapg jvertinti ir

pakreipti norima linkme yra vis dar sunkus uZdavinys.

1.3. Rekombinantiniy baltymy biosintezés E. coli problemos ir
galimi ju sprendimo budai

Rekombinantinés DNR technologija gauti baltymai naudojami tiek stukttriniams,
funkciniams, biocheminiams baltymy tyrimams, tiek pramoniniams ir biomedicininiams
tikslams (pvz.: diagnostika, vakcinos). Taciau rekombinantiniy baltymy sintezei Sukurtos
jvairios heterologiniy geny raiskos sistemos néra universalios, turi savo trikumy ir privalumy,
todél reikalingas tinkamy Igsteliy auginimo ir biosintezés sglygy parinkimas individualiai
kiekvienam baltymui. Plac¢iausiai $iuo metu naudojamos raiskos sistemos yra prokarioty
lastelés (Escherichia coli, Bacillus subtilis), mielés, augalai, zinduoliy lasteliy kulttros ir
bakuloviruso sistema vabzdziy lastelése. Tinkamiausios raiskos sistemos pasirinkimas

priklauso nuo baltymo prigimties (tirpus ar membraninis, oligomerizaciné biisena, dydis,

24



disulfidiniai tilteliai, potransliacinés modifikacijos ir t.t.), taip pat ir tikslo, kuriam jis bus
naudojamas [78,79].

Per pastaruosius 40 mety E. coli Igstelés iSliko populiariausias ir pla¢iausiai naudojamas
prokariotinés kilmés producentas tiek prokariotiniy, tiek eukariotiniy baltymy biosintezei.
Remiantis bibliografinés duomeny bazés Pubmed statistika net 60 % visy moksliniuose
straipsniuose minimy rekombinantiniy baltymy ekspresuoti E. coli lastelése ir 17 % mielése
Pichia pastoris. Taigi tai labai patogi baltymy ekspresijos sistema, nes Sie mikroorganizmai
labai greitai auga pigiose ir nesudétingose auginimo terpése, pasiekia didel; Igsteliy tankj, 0
geny transliacija 4-10 karty greitesné negu eukariotuose. Taip pat juose gerai iStyrinéti
transkripcijos ir transliacijos mechanizmai bei Kiti veiksniai, lemiantys heterologiniy geny
raiska. Nepaisant to, Sioje ekspresijos sistemoje pakankamai daZnai susiduriama su
problemomis (2 lentel¢), tokiomis kaip baltymy toksiSkumas, neefektyvi baltymo sintezé,
proteolitiné¢ degradacija, susintetinti baltymai netirpiis arba funkciskai neaktyviis (lentelé)
[78,80].

Mokslingje literatiiroje aprasyta daug biidy leidzianciy padidinti tirpaus baltymo iSeiga
ir pagerinti sintezés efektyvuma E. coli lastelése [78,81,82] (2 lentelé). Sitiloma optimizuoti
rekombinantinio baltymo sintez¢ keiciant arba genetinius veiksnius (vektoriy, kamiena,
klonuojamo geno ilgj ir t.t.) ir/arba lgsteliy auginimo ir baltymo ekspresijos salygas
(temperatura, induktoriaus koncentracijg ir t.t.). Tac¢iau ne visuomet tai padeda ir, kai kuriais
atvejais, sekminga ir efektyvi biologiskai aktyviy rekombinantiniy baltymy gamyba priklauso
nuo sunkiau optimizuojamy veiksniy, susijusiy su paties baltymo bei ji koduojancio geno
savybémis.

E. coli raiskos sistema yra labai produktyvi ir, atskirais atvejais, rekombinantinio
baltymo iSeiga gali pasiekti net 50% nuo visy lastelés baltymy. Taciau kartais taip nutinka,
jog sintetinamo baltymo gaunama labai maZzai, nors jj koduojantis genas yra ekspresuojamas
nuo daugiakopijinés plazmidés su grieztai reguliuojamu, stipriu promotoriumi (pvz. T7lac,
fago A, tetA) ir efektyvia ribosomos susiri§simo sritimi (RSS) [83]. Produktyvi geny raiska
priklauso nuo transkripcijos daznumo ir informacinés RNR (iRNR) transliacijos efektyvumo.
Daug jvairiy veiksniy kiekviename biosintezés etape gali nulemti neintensyvig geno
ekspresijg. Taciau, jei geno seka ir genetiné konstrukcija optimizuota, stabili, o raiSkai
naudojamas tinkamas kamienas, potencialios maZos ekspresijos prieZastys gali buti iRNR
nestabilumas, stabiliy antriniy struktiiry sudarymas, triplety naudojimo daznio skirtumai tarp

organizmy ir proteolizés suaktyvéjima.
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2 lentelé. Rekombinantiniy baltymy ekspresijos E. coli problemos ir galimi jy sprendimo budai.
Sudaryta pagal [83,84].

Pozymis Galima problema Sprendimo biidai
Neéra kolonijy | Baltymas toksiSkas — Létinti baltymo sinteze mazinant augimo temperattira
arba lasteliy lastelei ir/ar induktoriaus kiekj, naudoti mazakopijinius geny
Zitis raiSkos vektorius;
ekspresijos — Sumazinti bazing ekspresija naudojant grieztai
metu reguliuojamus promotorius, kataboliting represija;
— Nukreipti sintetinamus baltymus j periplazma arba
auginimo terpe;
— Intarpiniy kiineliy formavimas;
Disulfidiniy Nesusidaro disulfidinés — Naudoti kamienus su mutuotais reduktaziy gor ir trxB
tilteliy turintis | jungtys genais;
baltymas — Nukreipti sintetinamus baltymus j periplazma;

netirpus (1K)

— ] producento kamieng jvesti plazmides su papildomomis
foldaziy geny kopijomis;

Baltymas
netirpus (1K)

Per daug intensyvi
sintezé

— Sulétinti baltymo sinteze, keisti auginimo terpe,
kamienus;

— ] producento kamieng jvesti plazmides su papildomomis
molekuliniy Saperony geny kopijomis;

— Sulieti su tirpiais baltymais;

— IK renatiiracija ir baltymo pervyniojimas in vitro;

Baltymo mazai
arba kelios
baltymo
formos

Proteolizé

Kodony
nesuderinamumas
Neintensyvi sintezé

— Naudoti kamienus su inaktyvuotais proteaziy genais
— Nukreipti sintetinamg baltyma j periplazma;

— Intarpiniy kiineliy formavimas;

— Baltymo C ir N galy optimizavimas;

— Naudoti kamienus su papildomomis rety tRNR geny
kopijomis;

— Naudoti daugiakopijinius geny raiskos vektorius su
grieztai reguliuojamais promotoriais;

— Optimizuoti Igsteliy auginimo ir baltymo sintezés
salygas;

— Patikrinti ir/arba keisti geno transliacijos ir
transkirpcijos procesams svarbias vektoriaus sekas,
galimas skaitymo rémelio poslinkis, mutacijos;

— Patikrinti naudojamos plazmidés stabiluma;

Baltymas
neaktyvus

Neteisingai susivyniojes
baltymas, gryninimo
inkaras ar tirpuma
didinantis baltymas gali
sumazinti aktyvuma

— Jei aktyvumui reikalingos potransliacinés modifikacijos,
rinktis kitg organizmag geno raiskai;

— Sulétinti baltymo sintezg;

— Nukreipti sintetinama baltymga j periplazma;

— Pakeisti gryninimo inkarg ar prikabinti mazesnj
papildoma baltyma,

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

sgveika su ribosomomis ir kartu transliacijos efektyvumg, o kiekis — daznumg. Siekiant

apsaugoti iRNR nuo degradacijos rekomenduojama jterpti apsaugines sekas, sumazinti GC

nukleotidy kieki jos galuose arba naudoti kamienus (pvz. Invitrogen BL21,star) su

mutacijomis endonukleaz¢ RNaze E koduojanc¢iame gene (rnel31) [79].
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Transliacijos efektyvuma taip pat lemia ir aminoriigitis koduojantys tripletai, kuriy
naudojimo daznis tarp jvairiy organizmy skiriasi. Konstruojant genetines konstrukcijas
rekomenduojama atsizvelgti | baltymo pirmasias 11 aminorags$ciy (jskaitant ir iniciacijos
metioning) koduojancius tripletus, t. y. N-galag. Naudojant vienodo stiprumo promotorius ir
ribosomos susiri§imo sritis nustatyta, kad reti kodonai N-gale lyginant su daznais padidina
transliacijos efektyvumg iki 14 karty. Reti tripletai, kuriuose dominuoja A ir T nukleotidai,
padeda iSvengti stabiliy antriniy iIRNR struktiiry susidarymo $alia RSS ir taip paskatina
elongacijos iniciacija (transliacijos greitj limituojanti stadija) [85]. Taciau reti kodonai kitose
IRNR vietose gali ne tik sumazinti baltymo sintezés greitj, bet ir padidinti transliacijos klaidy
tikimybe. Tokiy IRNR retus kodonus galima pakeisti dazniau naudojamais mutagenezés budu
(el jy kiekis nedidelis) arba padidinti rety transportiniy RNR (tRNR) vidulasteling
koncentracija jvedus ] lasteles pagalbines plazmides su jas koduojanéiais genais (pvz.,
kamienas Rosetta(DE3) arba BL21(DE3)CodonPlus—RIL). [84]. Tai galéty padéti iSspresti
producento ir baltymo kodony nesuderinamumg ir padidinti baltymo iSeiga ar net tirpuma
[86].

DaZniausiai jvairios tikslinio rekombinantinio baltymo formos ar mazesnis jo kiekis
susidaro dél suaktyvéjusios proteolitinés degradacijos. Proteaziy kiekis gali padidéti 1asteléms
patiriant stresg dél intensyvios rekombinantiniy baltymy sintezés (metabolitiné perkrova).
Siekiant to i§vengti reikia vengti baltymo galuose aminorig§éiy seky, kurios mazina baltymy
stabilumg ir potencialiai gali tapti lastelés proteaziy taikiniu (pvz., C-gale nepoliniy ar. sritis
ar N-gale iniciatorinio metionino destabilizuojan¢ios ar.). Sig problema taip pat galima spresti
privertus tikslinj baltymg formuoti intarpinius kiinelius, nukreipus jj j periplazma ar auginimo
terpe, kur maziau proteaziy, bei naudojant kamienus su mutacijomis proteazes
koduojanciuose Lon ir OmpT genuose (pvz., BL21 ir jo iSvestiniai kamienai) [84].

Intensyvios rekombinantiniy baltymy sintezés metu ne tik E. coli lastelése, bet ir
Bacillus sp., Saccharomyces sp., vabzdziy ir gyviny lasteliy kultarose, dél nevisiSkai
susivyniojusiy baltymo formy pasyvios agregacijos, daznai susiformuoja netirpios ir
neaktyvios baltymy struktiiros, vadinamos intarpiniais kiineliais (IK). Taip pat cisteinais
turtingi baltymai bakterijy redukuojancioje citoplazmoje nejgauna tinkamos konformacijos ir
gali buti linke agreguotis. Kita potenciali agregacijos priezastis - nepakankama molekuliniy
Saperony ir foldaziy koncentracija lIgsteléje. Taciau IK turi ir privalumy: intarpiniuose
kuneliuose kompaktiskai supakuotos baltymo molekulés yra neprieinamos proteazéms in Vvivo,
IK centrifuguojant labai lengvai atskiriami nuo Igsteliy lizato, o toksiski baltymai tokioje

struktliroje tampa maziau zalingi lgstelei. Kuomet negaunama tirpaus baltymo arba jis
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tikslingai ekspresuojamas IK pavidalu, atliekamas intarpiniy kiineliy tirpinimas ir baltymo
perlankstymas in vitro. Deja, neretai tokiy procediiry iSeiga néra didelé, o gaunamas baltymas
gali biti nestabilus ar funkciskai neaktyvus [87].

Tirpy ir biologiSkai aktyvy baltymg E. coli citoplazmoje galima gauti ir be intarpiniy
kiineliy renattiracijos. Nekeiciant rekombinantinio baltymo aminortigiy sekos, jo tirpuma
galima padidinti dviem budais: Iétinant baltymo biosinteze ir/arba sudarant palankesnes
salygas baltymo susivyniojimui. Pirmuoju atveju, mazinama induktoriaus koncentracija (iKi
1uM), po indukcijos mazinama lasteliy auginimo temperatira (15-30 °C) ir atitinkamai
ilginamas indukcijos laikas (nuo 4 val. iki keliy pary). Teigiamas poveikis baltymy tirpumui
aiSkinamas tuo, jog sulétéjus biosintezei, besiformuojantys polipeptidai turi daugiau laiko
teisingai susivynioti. Be to, yra keletas sékmingos rekombinantiniy baltymy sintezés
pavyzdziy ir ekstremaliai Zemose (4-10 °C) temperatiirose jprastuose kamienuose [88] arba
specialiai tam sukurtuose (ArcticExpress), kuriuose ekspresuojami SalCiui atsparis
molekuliniai Saperonai i§ psichrofilinés bakterijos Oleispira antarctica [89]. Tokiomis
salygomis, drastiskai sumazéjus lgsteliy augimo grei¢iui, indukcija gali buti tesiama net iki 10
dieny.

Baltymo sintezés intensyvumas tiesiogiai priklauso nuo iRNR kiekio, kurj lemia
promotoriaus funkcionalumas ir plazmidés kopijy skaicius. Silpniems promotoriams (pvz.,
lac, lacUV5, hibridiniams tac ir trc) budinga gana didelé tikslinio baltymo sintezé
neindukuotose salygose ir netokia intensyvi pridéjus induktoriaus, lyginant su vienu i$
stipriausiy T7 promotoriumi [79,83]. Suderinus tokius promotorius su maZakopijinémis
plazmidémis galima gauti daugiau teisingai susivyniojusio, tirpaus baltymo, nes vykstant
nuolatinei ir Ilétesnei baltymo sintezei transliacijos produktai kaupiasi po truput;.
Eksperimentiniai duomenys patvirtina, kad su silpniausiais lac, lacUV5 promotoriais
procentaliai gaunama daugiausiai tirpaus baltymo nuo viso susintetinto baltymo kiekio, taciau
dél neintensyvios sintezés, bendra tirpaus baltymo iSeiga gaunama visgi maZesné nei
naudojant stipry promotoriy [86].

Teigiama poveikj baltymo tirpumui gali turéti ir auginimo terpés keitimas: pH kontrolé,
pridéjimas gliukozés (0,8-1,0%) katabolitinei lac promotoriaus represijai, butinyjy
aminoragsciy ir kofaktoriy, padidintas osmosinis slégis (pridéjus, pvz., sorbitolio, betaino,
sacharozés) [78].

Natyvios baltymo konformacijos susidaryme in vivo aktyviai dalyvauja jvairis
molekuliniai $aperonai ir foldazés. Kai kuriy baltymy sintezés metu, padidinus kompleksiskai

veikianéiy Saperony (pvz. DnaK-DnalJ-GrpE, GroEL-GroES sistemy ar ClpB) kiekj, nustatyta
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zenkliai didesné tirpaus baltymo iSeiga [90]. Siekiant pagerinti cisteinais turtingy baltymy
susivyniojimg ir tirpuma, sukurti mutantiniai E. coli kamienai (pvz., origami, Rosetta-gami),
kuriuose dél inaktyvuoty tioredoksino (trxB) ir glutationo (gor) reduktaziy geny, citoplazmoje
(DsbC) sinteze citoplazmoje, dar labiau pagerina disulfidiniy jungCiy susidaryma (pvz.,
»NEB*“ kompanijos kamienas SHuffle T7). Taciau kiekvieno individualaus baltymo atveju
gali tekti iSbandyti jvairias Saperony/foldaziy sistemas ir jy kombinacijas bei rasti optimalias
juy raiskos sglygas, kad pernelyg intensyvi papildomy baltymy sintezé nesukelty streso
lasteléms ir neapsunkinty tikslinio baltymo atskyrimo [79,89].

Kitas Sios problemos sprendimo biidas - tikslinio baltymo lokalizacijos E. coli Igstel¢je
keitimas. Po sintezés citoplazmoje, N-galinj signalinj peptida turintys baltymai, pernasos
mechanizmais transportuojami j periplazmg, o toliau gali buti pasyviai sekretuojami j
auginimo terpe¢. Nors citoplazminiy baltymy iSeiga daug didesné lyginant su periplazminiais,
periplazmoje dazniausiai formuojasi tirpis ir teisingai susisuke baltymai. Déka oksiduojanciy
periplazmos savybiy gali natliraliai formuotis disulfidinés jungtys, ten yra tik 4 % visy
Seimininkés lgstelés baltymy ir tik dalis jy proteazés, o baltymai formuojami su autentiskais
N-galais. Sekrecija j auginimo terp¢ taip pat turi pranasumy: dar maziau proteaziy ir
lengvesnis tikslinio baltymo atskyrimas. Taciau eukariotiniy baltymy sekrecija ] terpg néra
lengvai pasiekiama (sékminga tik atskirais atvejais), priklauso nuo daugelio veiksniy ir
dazniausiai gaunamo baltymo kiekis daug maZesnis lyginant su IK renatiiracija ar pernasa j
periplazma [79].

Kai kurios paties baltymo savybés taip pat lemia tirpaus baltymo ekspresijos iSeigg, tarp
ju yra molekuliné masé, hidrofobiniy seky kiekis ir erdvinés struktiiros sudétingumas. E. coli
sunkiai ekspresuoja didelius baltymus (>70 kDa), todél tirpuma ir ekspresijg galima padidinti
pasirenkant mazesnj jo fragmenta, iSbandant jvairaus dydzio baltymo variantus. Membraniniy
tirpy baltymo domeng be transmembraniniy segmenty ar hidrofobiniy regiony, Zinoma, jei tai
nedaro jtakos jo biologiniam aktyvumui. Tikslinio baltymo N arba C gale galima prijungti
papildomus tirpius baltymus: glutationo S-transferaz¢ (GST), maltoze suriSantj baltyma
(MBP), tioredoksing (Trx) ir kitus. Toks baltymy suliejimas ne tik padidina baltymo tirpuma
citoplazmoje, bet ir apsaugo nuo proteaziy, palengvina gryninima [89].
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

Naudoti reagentai ir rinkiniai pateikti pagal gamintojg:

e BioRad: TEMED, glicinas;

e Ferak Berlin: Tritonas—X100;

e Fluka: bisakrilamidas, Coomassie Brilliant Blue R-250, etidzio bromidas, guanidino
hidrochloridas, HCI, NaOH, Na,B40;, NasPO,4, NaH,PO,4, Na,HPO,x12H,0, PIPES;

e GE Healthcare: sefarozé, p-aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agarozé;

e Labochema: karbamidas;

e Matheson Coleman & Bell: bromfenolio mélis;

e Roche: chloramfenikolis, glicerolis, peptidaziy slopikliy kokteilis tabletemis, PMSF;

e Roth: agar-agaras, akrilamidas, ampicilinas, APS, CaCl,, DMSO, HEPES,

LB mitybiné terpé, MgCl,, mieliy ekstraktas, NaCl, triptonas;

e Sigma Aldrich: ANS, AZM, CH3;COOH, EDTA, EZA, 80 % H3PO,, imidazolas, KCI,
MES, MgSQ,, NaBr, NaF, Nal, Na,SO,, NiCl,, TRIS, topiramatas;

e Thermo Fisher Scientific: agarozé, IPTG, baltymy dydzio zymuo (Protein Molecular
Weight Marker), DNR dydzio zymuo (O‘GeneRuler 50bp DNA Ladder), dazas DNR
méginiy uzne$imui ant agarozés gelio (6X Orange Loading Dye), ANTP misinys, Pfu
natyvi ir Phusion DNR polimerazés ir jy buferiniai tirpalai, DNR gryninimo rinkiniai:
,,GeneJETTN| Gel Extraction Kit*“, ,, GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit*“.

Karboanhidraziy ligandai

Komerciniai CA ligandai (EZA, AZM) pirkti i$ ,,Sigma-Aldrich®, ,,Alfa Aesar” kompanijy.
Kiti naudoti junginiai sintetinti VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty

tyrimo skyriuje (dr. V. Dudutieng¢).
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2.2. Bakterijos ir plazmidés

E. coli kamienai

DNR padauginimui naudotas E. coli bakterijy kamienas XL1-blue (Stratagene), o CA XIV
raiSkai - E. coli BL21 (DE3) ir jo pagrindu sukontruoti kamienai (3 lentelé). Kamienas BL21

Star (DE3) One Shot jsigytas i$ ,,Invitrogen* kompanijos, o visi Kiti - i§ ,,Novagen®.

3 lentelé. Baltymo ekspresijai naudoti E. coli kamienai ir jy pagrindinés savybés.

E. coli kamienas Atsparumas Savybés

antibiotikams

BL21(DE3) - Neturi Lon ir OmpT proteaziy;

BL21(DE3)pLysS Cm Ivesta pagalbiné plazmidé su pLysS genu, koduojanciu T7
lizocima;

BL21(DE3)CodonPlus— Cm Jvestos plazmidés su papildomomis, retus kodonus (AGA

RIL AGG, AUA, CUA) atpazjstan¢iy tRNR geny kopijomis;

neturi Lon ir OmpT proteaziy;

BL21 Star (DE3) One

Neaktyvi ribonukleazé E (rnel131 mutacija), neturi Lon ir

Shot OmpT proteaziy;

Origami B(DE3) Kan + Tet Mutuoti reduktaziy gor ir trxB genai; lacZY geny delecija
suteikia tikslesn¢ induktoriaus kontrole; neturi Lon ir
OmpT proteaziy;

Rosetta 2(DE3) Cm Jvestos plazmidés su papildomomis retus kodonus (AGA,

AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, CGQG) atpazjstanciy
tRNR geny kopijomis; neturi Lon ir OmpT proteaziy;

Rosetta-gami 2(DE3) Cm + Str + Tet  Jvestos plazmidés su papildomomis, retus kodonus (AGA,
AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, CGQ) atpazjstanciy
tRNR geny kopijomis; mutuoti reduktaziy gor ir trxB

genai; neturi Lon ir OmpT proteaziy;

DE3 zyméjimas reiskia, jog kamienai tinkami geny raiskai naudojant pET vektorius, nes j lasteliy chromosoma
jiterptas T7 RNR polimerazés genas. Cm — chloramfenikolis, Kan — kanamicinas, Tet — tetraciklinas, Str -
streptomicinas.
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Genetinés konstrukcijos

1. pGEX-5x-3-CAXIV (16-285) - plazmidé su tac promotoriumi ir CA14 genu, kuris
koduoja CA XIV baltymg nuo 16 iki 285 aminortgsties, o N’ — gale gliutationo S—
transferaze (GST) koduojanti seka.

2. pET15b-CAXIV (16-285) - plazmidé su T7 bakteriofago promotoriumi ir CA14 genu,
kuris koduoja CA XIV baltyma nuo 16 iki 285 aminortigsties, o N’ gale prijungta $eSis
histidinus koduojanti seka.

3. pSUMO-CAXIV (16-279) - plazmidé su T7 bakteriofago promotoriumi ir CA14
genu, kuris koduoja CA XIV baltymg nuo 16 iki 279 aminortgsties, o N’ gale
prijungta SUMO baltyma ir $esis histidinus koduojanti seka.

4. pET15b-CAXIV (20-280) - plazmidé su T7 bakteriofago promotoriumi ir CA14 genu,
kuris koduoja CA XIV baltyma nuo 20 iki 280 aminoriigsties, o N’ gale prijungta SeSis
histidinus koduojanti seka.

Visos §ios  genetinés  konstrukcijos  sukurtos VU  Biotechnologijos instituto
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje (Jolanta Vanagel, dr. Jurga Matulieng, dr. Vaida
Jogaité). Transformanty atrankai (selekcijai) visos konstrukcijos turi gena, lemiantj
atsparuma ampicilinui.

5. pET15b-tac-CAXIV (16-285) — modifikuota pET15b-CAXIV (16-285) plazmidé,
kurioje T7 bakteriofago promotorius pakeistas tac promotoriumi.

6. pG-KJES (,,Clontech Laboratories”) — plazmidé skirta DnaK-DnaJ-GrpE ir GrosES-
GrosEl $aperony sistemy raiskai. Siy baltymy ekspresija indukuojama L-arabinoze ir
tetraciklinu. Turi pACYC vektoriaus replikacijos pradzios seka ir yra suderinama su
pMB1 ar ColEl replikatoriy turin¢iomis plazmidémis (pvz. pET serijos vektoriai).

Transformanty atrankai turi geng, lemiantj atsparumg chloramfenikolui.

PET15b-tac-6xHis-CAXIV (16-285) genetinés konstrukcijos kiirimui naudoti
pradmenys:

HD1 (A+C): (5-CGGCGTAGAGGATCAGCTGTTGACAATTAATCA-3) - tiesioginis
pradmuo. Tm= 64 °C, 33 nt.

HD2 (B+D): (5-TCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGA-3‘) - atvirkstinis
pradmuo. Tm= 66 °C, 33 nt.
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2.3. Terpés ir tirpalai

Terpes:

Autoindukciné ZYM-5052 terpé ruosiama vandenyje istirpinus 1% triptono, 0.5% mieliy
ekstrakto, 25 mM Na2HPO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NHA4CI, 5 mM Na2S04, 2 mM
MgSO04 ir atskirai istirpinus 0,5% glicerolio, 0,05% dekstrozés, 0,2% laktozés. Abu tirpalai
autoklavuojami 20 min 121°C temperatiroje 1 papildomos atm slégyje ir prie$ naudojant
sumaiSomi iki reikiamo tario [91].

BHI (Brain Heart Infusion), LB (Luria/Miller) mitybinés terpés ruoSiamos pagal
gamintojy nurodymus ir autoklavuojamos 20 min +121 °C temperatiiroje esant 1 atm slégiui.
Agarizuota LB mitybine terpé: | skysta LB terp¢ pridedama 1,5 % agar-agaro.
Autoklavuojama 20 min +121 °C temperattroje 1 papildomos atm slégyje.

SOC mitybiné terpé: 2 % triptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl ir 3,5 mM KCI.
Autoklavuojama 20 min +121 °C temperatiiroje 1 papildomos atm slégyje.

Tirpalai:

30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas: 29,2 g akrilamido ir 0,8 g bisakrilamido
iStirpinami 70 ml dejonizuoto vandens ir filtruojama per stiklinj filtrg. Laikoma tamsiame
inde 4 °C temperaturoje.

Baltymy denatiiravimo (pavyzdzio) buferis (6x): 0,6 % bromfenolio melynojo, 600 mM
DTT, 60 % glicerolio, 12 % NDS, 300 mM TRIS, pH 6,8. I$pilstoma po 1 ml ir laikoma -20
°C temperaturoje.

Kompetentiniy lasteliy transformacijos buferis: 15 mM CaCl,x2H,0, 250 mM KCI, 55
mM MnCl,x4H,0, 10 mM PIPES. Tirpalas be PIPES filtruojamas ir laikomas -20°C
temperaturoje. PIPES | bendra kompetentiniy lasteliy ruoSimo tirpalg dedamas prie§ pat
naudojima.

Poliakrilamido geliy daZas: 0,62 g Kumasi Briliantinis mélio (Coomassie Brilliant Blue R-
250) istirpinama 113 mL 96,3 % etonolio, pridedama 23 mL acto rugsties. Skiedziama
dejonizuotu vandeniu iki 250 mL. Laikoma kambario temperaturoje.

TAE (Tris-acetatas-EDTA) DNR elektroforezés buferinis tirpalas (50x): 50 mM EDTA, 2
M TRIS, 57,1 mL acto rugsties. Skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 1 L. Laikoma kambario

temperaturoje.
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TRIS-NDS-Glicino baltymy elektroforezés 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:

Biomasés ardymui: 50 mM TRIS, 150 mM Na,SO,4, 50 mM imidazolo, 1 % tritono, 1
mM PMSF, pH 8,0. 100 mL tokio tirpalo istirpinama 1 tableté peptidaziy slopikliy
kokteilio.

Buferinis tirpalas A: 25 mM TRIS, 150 mM Na,SQO,4, 50 mM imidazolo, pH 8,0.
Buferinis tirpalas B: 25 mM TRIS, 100 mM Na,SO,4 0,6 M imidazolo, pH 8,0.
Buferinis tirpalas C: 20 mM HEPES, 150 mM Na,SO4, pH 8,0.

Buferinis tirpalas D: 0,1 M CH3COONa, 0,5 M Na,SO,, pH 5,6.

Saugojimo buferinis tirpalas: 20 mM HEPES, 0,1 M Na,SO4, pH 8,0.

2.4. Kompiuterinés programos

A plasmid Editor v1.17 (ApE) ir SnapGene Viewer — programos, naudotos teoriniam
konstrukto suktrimui ir pradmeny kiirimui;

RF-Cloning (http://www.rf-cloning.org) — internetiné programa, skirta kurti pradmenis
Jterptinei mutagenezei;

MultAlin  (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/y —  programa,  naudota
nukleoriig§¢iy ar aminortigsciy seky palyginimui;

pDRAW32 — programa, naudota genetinéje konstrukcijoje nustatyti atviro skaitymo
rémelius;

ProtParam  (http://web.expasy.org/protparam/) — programa, skirta baltymo
parametrams suzinoti;

ThermoFluor++1.4.2 - programa, terminio poslinkio metodu gautiems rezultatams
apdoroti;

Microcal™Origin™vy5,0 — programa, izoterminé titravimo kalorimetrijos metodu

gautiems rezultatas apdoroti.
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2.5. Metodai

25.1. Iterptiné mutagenezé

Sia taikiniui specifine mutageneze galima jterpti norimg sekg j bet kurig vieta ir j bet
kokig plazmide, net jei vektoriuje ir jterpiamoje sekoje néra restrikcijos endonukleaziy
taikiniy ar homologinés rekombinacijos seky. Tam naudojami hibridiniai pradmenys, turintys
komplemetarias sekas tiek intarpui, tiek ir modifikuojamai plazmidei. Pirmosios polimerazés
grandininés reakcijos (PGR) metu (5 pav.) su $iais pradmenimis gaunamas oligonukleotidas
su visa jterpiama nukleotidy seka apribota modifikuojamai plazmidei komplementariomis
sekomis. Oligonukleotidas iSgryninamas frakcionuojant agaroziniame gelyje ir naudojamas
kaip ,,megapradmuo” antrojoje PGR, kurioje DNR matrica - modifikuojama plazmidé. Visa
plazmidé yra amplifikuojama abiejomis kryptimis jterpiant naujaja seka, o po PGR gaunama
dvigrand¢ ziedine DNR su viengrandziais triikkiais (po vieng kiekvienoje gijoje), kuriuos
iStaiso bakterijy DNR reparacijos sistemos. Toliau PGR reakcijos misinys inkubuojamas su
restrikcijos endonukleaze Dpnl, kuri selektyviai sukarpo tik metilinta matricing DNR, 0
nepazeista, in vitro susintetinta ir modifikuota plazmidé naudojama transformuoti

kompetentines E. coli Igsteles [92].

QA:\J; -
v BD = mm)p Dpnl =)
(1) ] \’.\
Kd

5 pav. [terpinés mutagenezés etapai.

Sis metodas naudotas PET15b-CAXIV (20-280) plazmidés T7 bakteriofago
promotoriy pakeisti tac promotoriumi. Megapradmenys gauti hibridiniais pradmenimis
amplifikuojant tac promotoriaus seka nuo pGEX-5x-3-GST-CAXIV. Plazmidés pET15b-tac-
CAXIV seka ir pradmenys kurti kompiuterinémis programomis, o procediira 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 jterpiamos sekos
pagausinimui. T,=49 °C ,19 nt.
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B — (5"-ACACATTATACGAGCCGA-3¢) - atvirkstinis pradmuo skirtas jterpiamos sekos
pagausinimui. Tm= 51 °C, 18 nt.

C - (5'-CGGCGTAGAGGATC-3¢) - tiesioginis pradmuo skirtas sekos jterpimui j plazmide.
Tm=49°C, 14 nt.

D — (5-TCCGCTCACAATTCC-3¢) - atvirkstinis pradmuo skirtas sekos jterpimui |
plazmide. Tm= 49 °C, 15 nt.

| polimerazés grandininé reakcija. Amplifikuojama tac promotoriaus seka. Gautas
oligonukleotidas su visa jterpiama seka vadinamas ,,megapradmeniu®.
20 pl tario PGR misSinj sudaro:

- 1 fermento aktyvumo vienetas Phusion rekombinantinés DNR polimerazés;

- 7 ng pGEX-5x-3-GST-CAXIV plazmidés;

- 10 uM tiesioginio pradmens HD1,

- 10 pM atvirkstinio pradmens HD2,;

- 0,2 mM dNTP miSinio;

- 1x Phusion DNR polimerazés buferio;

- dejonizuotas vanduo.
Reakcija vykdoma termocikleryje pagal $ig programa: pradiné denatiiracija +95 °C 2 min; po
to, reakcija kartojama 25 kartus: DNR grandiniy atskyrimas +95°C 30 s, pradmeny
prilydymas +49 °C 30 s, DNR sintezé +72 °C 30 s; DNR grandinés galy prisintetinimas +72

°C 7 min.

Gauti PGR produktai frakcionuojami 2,5 % agarozés gelyje su DNR ilgio Zymenimis
(O*‘GeneRuler 50bp DNA Ladder), o 66 nt ilgio megapradmenys iskerpami i§ agarozés gelio
ir gryninami naudojant ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit“ rinkinj pagal gamintojy pateiktus
nurodymus. I$skirtos DNR koncentracija matuojama ,,NanoDrop* spektrofotometru (A = 260

nm).

Megapradmens amplifikacija. Pirmosios PGR metu susidarius nepakankamam
megapradmeny kiekiui, atliekama amplifikacija su pradiniais hibridiniais pradmenimis.
20 pl tario PGR miSinj sudaro:

- 1 fermento aktyvumo vienetas Pfu rekombinantinés DNR polimerazés;

- 20 ng megapradmens;

- 10 uM tiesioginio pradmens HD1;
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- 10 uM atvirkstinio pradmens HD2;

- 0,2 MM dNTP miSinio;

- 1x Pfu DNR polimerazés buferio;

- dejonizuotas vanduo.
Reakcija vykdoma termocikleryje pagal $ig programa: pradiné denatiiracija +95 °C 1 min; po
to, reakcija kartojama 25 kartus: DNR grandiniy atskyrimas +95°C 30 s, pradmeny
prilydymas +60 °C 30 s, DNR sintezé¢ +72 °C 30 s; DNR grandinés galy prisintetinimas +72

°C 2 min.

Il polimerazés grandininé reakcija. DNR sintezei pasirinkta Phusion polimerazé.
Naudojama 5 karty daugiau megapradmens nei matricinés DNR.
20 pl tario PGR misSinj sudaro:

- 1 fermento aktyvumo vienetas Phusion rekombinantinés DNR polimerazés;

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

- 75 ng megapradmens;

- 0,2 mM dNTP miSinio;

- 1x Phusion DNR polimerazés buferio;

- dejonizuotas vanduo.
Reakcija vykdoma termocikleryje pagal Sig programg: pradiné denatiiracija +95 °C 5 min; po
to, reakcija kartojama 18 karty: DNR grandiniy atskyrimas +95°C 30 s, pradmeny prilydymas
+47 °C 1 min, DNR sintezé +72 °C 8 min (Phusion polimerazés greitis - 90s/kb); DNR

grandinés galy prisintetinimas +72 °C 10 min.

Il PGR produkto restrikcija. Po PGR paimami 5 pL miSinio DNR elektroforezei 1,5 %
agarozes gelyje, o likes miSinys 1 val. inkubuojamas 37 °C su 1 fermento aktyvumo vienetu
restrikcijos endonukleazés Dpnl, 0 likusiu miSiniu transformuojamos E. coli XLI-blue
kamieno lastelés. Plazmidé gryninama i Siy lasteliy naudojant ,,GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit*“ rinkinj pagal gamintojy pateikta protokola. DNR koncentracija nustatoma
»NanoDrop* spektrofotometru (A = 260 nm), o nukleotidy seka - VU Biotechnologijos
instituto DNR sekoskaitos centre.

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

gelyje TAE buferyje su etidzio bromidu (galutiné koncentracija 0,25 pg/ml). Gelyje
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analizuojami méginiai praskiedziami 6x DNR méginiy dazu (6x Orange Loading Dye).

Pasibaigus elektroforezei gelis analizuojamas ultravioletinéje Sviesoje.

2.5.2. Rekombinantinés karboanhidrazés XIV ekspresija, tirpumo

tikrinimas, gryninimas ir koncentracijos nustatymas

Kompetentiniy E. coli 1asteliy paruoSimas

1. E. coli lastelés i$séjamos ant agarizuotos LB mitybinés terpés su atitinkamais antibiotikais
ir inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 16-20 val., kol susiformuoja pavienés kolonijos.

2. Viena E. coli bakterijy kolonija nuo agarizuotos terpés uzsé¢jama j 10 ml LB terpe,
auginama per naktj 37°C temperatiroje purtant 220 aps./min greiéiu.

3. ] kolbg su LB mitybine terpe ir selektyviu kiekvienam kamienui antibiotiku perkeliama
pradiné kulttira, skiedziant santykiu 1:100. Toliau auginama purtant (220 aps./min) 37°C
temperatiroje, kol kultira pasiekia apie 0,55 optinio vieneto tankj, matuojama
spektrofotometru esant 600 nm bangos ilgiui.

4. Auginimas nutraukiamas kolbg perkeliant 10 min j ledo vonig.

5. Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 min 2500xg greiciu +4 °C temperatiiroje.

6. Supernatantas nupilamas ir lgstelés atsargiai resuspenduojamos 80 ml Salto bendro
transformacijos buferio. Centrifuguojama tomis paciomis salygomis, kaip nurodyta 5-ame
punkte.

7. Nupylus supernatantg, lgstelés resuspenduojamos 20 ml Salto bendro transformacijos
buferio ir centrifuguojamos tomis paciomis saglygomis.

8. Pridedama 1,5 ml DMSO. Bakterijy suspensija pamaiSoma ir inkubuojama ant ledo 10 min.
9. Lastelés iSpilstomos 1,5 ml talpos mégintuvélius, uzSaldomos skystame azote ir laikomos

-80 °C temperatiiroje.

Kompetentiniy E. coli 1asteliy transformacija

1. Kompetentinés lastelés atSildomos lede. Petri 1ékstelé su agarizuota LB terpe ir atitinkamu
antibiotiku sildoma kambario temperattiroje arba 1 val. 37°C temperatiiros termostate.

2. 1-5 pl DNR (dazniausiai nuo 10 pg iki 100 ng) atsargiai sumaiSoma su 20-50 pl
kompetentiniy Igsteliy.

3. Misinys inkubuojamas lede 30 min.

4. Vykdomas temperatirinis Sokas 90 s 42 °C temperatiiroje.
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5. Mégintuvélis su miSiniu perkeliamas ant ledo ir ten laikomas 2 min.

6. DNR ir lIgsteliy miSinys skiedziamas 400 pl kambario temperatiros SOC terpe (be
antibiotiky) ir purtant 220 aps./min greic¢iu inkubuojamas 1 val. 37 °C temperatiroje.

7. 50 ul transformuoty kompetentiniy Igsteliy steriliai i8séjama ant Petri 1ékstelés.

8. Lékstelé inkubuojama termostate 37 °C temperatiiroje 16-20 val.

Kompetentiniy E. coli 13steliy kotransformacija

Kotransformacijos metu j lasteles jvedamos dvi plazmidinés DNR: plazmidé su tikslinio
baltymo genu ir pG-KJE8 su DnaK-DnaJ-GrpE ir GrosES-GrosEl Saperony genais.
Naudojamos BL21(DE3) kompetentinés lastelés, nes tai atsparumo antibiotikams neturintis
kamienas. Kotranformacijos efektyvumas yra maZesnis nei transformacijos atskiromis
plazmidémis, tod¢l naudojami didesni plazmidiniy DNR kiekiai (po 1 pg kiekvienos

plazmidés).

CA XIV baltymo raiska E. coli kamienuose

Transformuoty lgsteliy auginimas LB arba BHI mitybinése terpése:

1. Vakare viena Kkolonija nuo agarizuotos terpés uzséjama j kolbute su mitybine terpe ir
atitinkamais antibiotikais ir auginama per naktj 37 °C temperatiroje purtant 220 aps./min
grei¢iu. Transformanty atrankai, priklausomai nuo kamieno, naudojamos antibiotiky
koncentracijos augimo terp¢je: 100 pg/ml ampicilino, 30 pg/ml chloramfenikolio, 50 pg/mi
kanamicino, 12 pg/ml tetraciklino, 50 pg/ml streptomicino.

2. Ryte naktiné kultiira perséjama j naujg terpe su atitinkamais antibiotikais ir 0,1 mM ZnCl,
santykiu 1:50.

3. Bakterijos auginamos 37 °C temperatiiroje purtant 220 aps./min greiciu ir kultiirai pasiekus
0,6-0,7 optiniy vienety tankj, matuojama esant 600 nm bangos ilgiui, geno raiSka
indukuojama pridedant atitinkamg kiek; IPTG ir ZnCl; tirpaly. Po indukcijos maZinama
kultiros auginimo temperatara (30-16 °C) ir atitinkamai ilginamas auginimo laikas (4-16
val.). Kuomet baltymo sintezei pasirenkama temperatiira Zemesné nei 25 °C, prie§ indukcija
terpé atvésinama purtykléje arba ledo vonioje.

4. Rekombinantinio baltymo sintezés lygiui nustatyti ruosiami lgsteliy lizaty meéginiai, kurie
analizuojami atliekant elektroforeze 12% NSD—poliakrilamido gelyje. Lasteliy auginimo metu

joms pasiekus optinj tankj (A = 600 nm) 0,8 paimamas 300 pl Igsteliy meéginys pries tikslinio

39



baltymo indukcija. Po indukcijos, pasibaigus lasteliy auginimo laikui, vél imama lasteliy
suspensija (1 ml) ir matuojamas jos optinis tankis (A = 600 nm). Po tikslinio baltymo raiskos
indukcijos paimamas tokio tiirio lgsteliy méginys, kad pries ir po baltymo raiskos indukcijg
paimtuose méginiuose lgsteliy kiekis bty toks pats. Méginiai centrifuguojami 2 min 3300xg
greiCiu. Skystis nusiurbiamas. Méginiai suspenduojami 30 pl 1x pavyzdzio buferiniame
tirpale ir 5 min kaitinami +95 °C temperatiiroje.

5. Lasteliy biomasé¢ 20 min centrifuguojama 4000xg grei¢iu +4 °C temperatiroje. Skystis

nupilamas. Biomasé laikoma -20 °C temperatiiroje.

Transformuoty lgsteliy auginimas autoindukcinéje (ZYM-5052) mitybinéje terpéje:

Kulttiros auginimas vyksta beveik taip pat kaip ir auginant kitose mitybinése terpése
pagal pries§ tai apraSytg metodika, taciau nereikia periodiSskai matuoti optinio tankio, t. y. sekti
kuomet Igstelés pasiekia eksponentinio augimo fazés vidurj, ir naudoti cheminio induktoriaus
— lastelése tikslinio baltymo raiska indukuojasi savaime. Naktin¢ kultira uzs¢jama j LB terpe,
o ryte perséjama j autoindukcing terpe su atitinkamais antibiotikais ir 0,1 mM ZnCl, santykiu
1:50. Toliau Igstelés auginamos purtant 250 aps./min grei¢iu pasirinktoje temperataroje (37-
16 °C) 24 val. Tikslinio baltymo sintezés pradziai ir intensyvumui nustatyti matuojamas
kultiros optinis tankis ir imami méginiai kas 2 val., kurie véliau analizuojami baltymy
elektroforezés budu. Elektroforeziskai nustacius indukcijos pradzig, galima Igsteles pradzioje
auginti 37 °C temperatiroje, kol kulttira pasiekia reikiama optinj tankj (apytiksliai 4 val.), ir

tada sumazinti auginimo temperatiirg (30-16 °C).

CA XIV tirpumo tikrinimas

Norint nustatyti, ar gautas rekombinantinis baltymas yra tirpus, reikia atskirti tirpiy
baltymy frakcijg nuo netirpiy ir abi jas iSfrakcionuoti baltymy poliakrilamidiniame gelyje
(NSD-PAGE).

1. 1 g biomasés resuspenduojama 6 ml biomasés ardymo buferio ir maiSoma 1 val. 4 °C
temperaturoje ant magnetinés maisyklés.

2. Taip paruostos lastelés ledo voneléje ardomos ultragarsu (dezintegratorius - ,,Bandolin
Sonopuls®, VS 70T angalis) 7 min kas 30 s darant 30 s pertraukas esant 50 % vibracijos
amplitude.

3. Suardyta biomasé centrifuguojama 20 min 16000xg greiciu 4 °C temperaturoje.
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4. Supernatantas (tirpiy baltymy frakcija) atskiriamas ir laikomas Saltai, nuosédos (netirpiy
baltymy frakcija) tirpinamos 4 ml 8 M karbamido tirpalo.

5. Tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijy koncentracijos nustatomos Bradfordo metodu [93].

6. Baltymy elektroforezei imama po 10 pg baltymo. Tirpalai sumaiSoma Su 6X pavyzdzio
buferiniu tirpalu ir kaitinami 5 min 95 °C temperatiiroje.

7. Méginiai analizuojami baltymy poliakrilamido gelyje (NSD-PAGE).

Jei tirpaus tikslinio baltymo ekspresuojama nedaug, jo kiekj vizualiai jvertinti i$
elektroforegramos tarp visy lastelés tirpiy baltymy yra sunku. Tuomet tirpioji frakcija gali
biti gryninama metalo chelatinés chromatografijos biidu pagal Zemiau apraSyta metodika,
naudojant mazg plastiking kolonél¢ PD-10 (,,GE Healthcare Life Sciences) su 2 ml sorbento.
Saveikaujantys baltymai eliuojami 4 frakcijomis po 2 ml gryninimo buferinio tirpalo B.
Vienodi frakcijy méginiy turiai (25 pl) jneSami j gelio (NSD-PAGE) Sulinélius, kad buty
galima lengviau vizualiai lyginti skirtingomis lasteliy auginimo ir baltymo indukcijos

salygomis gautus tirpaus baltymo kiekius.

CA X1V gryninimas

Biomasé suspenduojama ardymo buferiniame tirpale su 1 mM PMSF ir maiSoma 1 val.
4 °C temperatiiroje. Toliau ardoma 15 min ultragarsiniu dezintegratoriumi (,,Bandolin
Sonopuls®, VS 70T angalis) kas 60 s darant 60 s pertrauka, esant 70 % vibracijos amplitudei.
Suardyty lagsteliy suspencija centrifuguojama 20 min 4 °C temperatiroje 16000xg greiciu.
Tikslinis baltymas sulietas su SeSiy histidiny seka, todél gryninamas metalo chelatine
chromatografija, naudojant chromatografing kolonéle pakrauta sorbentu (Sepharose 6B-CL
IDA) su imobilizuotais Ni*? jonais. Naudojama ,,LKB BROMMA® gryninimo sistema ir C
10/100 ir C 16/200 chromatografinés kolonélés (,,GE Healthcare Life Sciences®), kai
gryninama per, atitinkamai, 5 arba 10 ml sorbento. Kolonélé lygsvarinama buferiniu tirpalu
A. Supernatantg perleidus per kolonéle, nesisorbave priemaisiniai baltymai atplaunami tuo
paciu buferiniu tirpalu A. Prisijungtusios baltymo molekulés eliuojamos nuo sorbento
didinant konkurentinio ligando (imidazolo) koncentracija iki 0,6 M (maiSomi gryninimo
buferiniai tirpalai A ir B). Elivato frakcijos tikrinamos NDS-PAGE. Remiantis
elektroforegrama ir chromatograma sujungiamos tikslinj baltyma turincios frakcijos. Baltymo

tirpalas koncentruojamas ir dializuojamas gryninimo buferiniame tirpale C.
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Toliau baltymas gryninamas per C 10/100 chromatografing kolonéle, uzpildyta 3 ml p-
aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze. Atplaunamos tik teisingos tretinés
struktiiros, su karboanhidraziy ligandais besijungiancios baltymo molekulés. Kolonélé
pusiausvyrinama ir nesgveikaujantys su nejudrigja faze baltymai paSalinami gryninimo
buferiniu tirpalu C. Saveikaujantys — eliuojami su gryninimo buferiniu tirpalu D.
Chromatografijos frakcijos tikrinamos elektroforeziSskai, turinCios tikslinj baltyma
sujungiamos ir koncentruojamos, po to dializuojamos saugojimo buferiniame tirpale. Baltymo

koncentracija nustatoma Bredfordo metodu arba spektrofotometriskai.

Baltymuy elektroforezé

Baltymai frakcionuojami vienkrypte tradicine Lemli [94] poliakrilamidine
gelelektroforeze  denatiiruojanc¢iomis  sglygomis (PAGE-NDS). Naudojami 4 %
koncentruojantis ir 12 % frakcionuojantis geliai. Gelis dazomas 20 min su Kumasi
Briliantinio mélio (Coomassie Brilliant Blue R-250) tirpalu 25 °C temperattroje purtant 70

aps./min greiciu ir 10 min blukinamas verdanc¢iame vandenyje.

Kiekybinis baltymy nustatymas

Baltymy koncentracija méginiuose nustatoma Bradfordo metodu (Bradford, 1976),
matuojant tirpaly ultravioletiniy spinduliy sugertj (A = 595 nm) ir naudojantis jaucio Serumo
albumino gradavimo grafikais. Taip pat naudotas ir spektrofotometrinis baltymy kiekio
nustatymo metodas. Siuo metodu matuojamos baltymo tirpalo sugertys, esant 280 nm ir 340
nm bangy ilgiams, kaip kontrol¢ naudojant tokios pacios sudéties buferj tirpalg. Baltymo
tirpalo sugertis lygi $iy sugerciy skirtumui, o koncentracija apskai¢iuojama pagal Bero ir
Lamberto désnj [95]. Skai¢iavimams naudoti ,,ProtParam® programa gauti moliniai

ekstinkcijos koeficientai.

25.3. Izotermineé titravimo kalorimetrija

Izoterminé titravimo kalorimetrija (ITK) yra analitinis metodas, leidziantis iSmatuoti
reakcijy metu vykstancius Silumos poky¢ius vandeniniame tirpale. IS visy metody, kurie $iuo
metu naudojami tirti sgveikas biologinése sistemose, ITK galima jvertinti ne tik jungimosi
giminingumg (jungimosi konstantg K) ir stechiometrijg (n), bet nustatyti ir tris pagrindinius

termodinaminius parametrus: jungimosi entalpijos pokytj (AH), laisvaja Gibso energija (AG)
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ir entropija (AS). Kalorimetrais AH yra tiksliai eksperimentiS§kai pamatuojama, 0 AG ir AS
apskaiCiuojami taikant (7) ir (8) termodinamines lygtis. Atliekant vienodus ITK
eksperimentus skirtingose temperattirose, galima gauti tiriamos sistemos Siluminés talpos
pokytj (AC,) [96]. Taciau Sis metodas turi ir keletg trikumy. Titravimo kalorimetrijos biidu
nustatyta K, laikoma patikima tik tuomet, jei ligandui jungiantis 1:1 santykiu, K; sandauga su
makromolekulés moline koncentracija yra tarp 5 ir 500. PraktiSkai, K, nustatymo ribos yra
nuo 10° iki 10° M. Labai silpnai ar stipriai besijungianciy ligandy atveju, K, galima jvertinti
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 medziagos (~0,2 mg baltymo).

Izoterminio titravimo kalorimetruose viso eksperimento metu, tick méginio kiuvetéje su
makromolekulés tirpalu, tiek lyginamojoje kiuvetéje pripildytoje vandens ar buferio tirpalo,
temperatiira palaikoma pastovi. Tiriamasis tirpalas pasirinktais intervalais titruojamas
vienodais ligando tirpalo ttriais ir smailémis registruojamas galios pokytis sunaudotas
Siluminei pusiausvyrai atstatyti: tiriant egzergoninj procesa kiuveté vésinama, endergoninj —
Sildoma. Silumos pokytis atsiranda ne tik dél jungimosi reakcijos, bet ir dél ligando
skiedimosi, makromolekulés skiedimosi, dél reagenty maiSymosi, protonizacijos reakcijy ir
kt. Suintegravus visy smailiy plotus, atidéjus juos atskirame grafike ir priderinus vienos vietos
jungimosi modelj [99], gaunama ITK izotermé. I§ gaunamos izotermés statumo ir auks¢io
galima spresti ar tinkamai parinktos eksperimento salygos (ligando ir baltymo
koncentracijos). Titravimo pradzioje gauti taskai (arba smailés aukstis) apibidina suming
entalpija (AH), nuozulnioji izotermés dalis — stechiometrija ir ligando gimininguma (kuo
stipresnis jungimasis, tuo statesné), o tirpaly skiedimosi ir maiSymosi indélj apibtudina taSkai
atitinkantys titravimo pabaigg [100].

Eksperimentinés salygos. CA XIV ir slopikliy sgveikos tyrimams naudotas MicroCal™
iITC200 System (,,GE Healthcare Life Sciences®) kalorimetras, kurj naudojant, skirtingai nuo
iprasty, reikia daug maziau baltymo ir slopiklio: méginio kiuvetés uzpildomui reikia 300 ul 16
uM baltymo tirpalo, o Svirkstui - 100 pl. Eksperimentai atliekami 25 °C, daroma 20 ligando
injekcijy po 2 pl su 2 minuciy pertraukomis tarp jy. Tirpalus ruosiant naudojami buferiai ir
pagalbinés medziagos: SO0 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, naSus ir taupus: per kelias valandas galima
iStirti 72 ir daugiau (naudojant mikroploksteles net 384) skirtingy méginiy, 0 kiekvienam i§ jy
naudojant 0,10-0,25 mg/ml koncentracijos 5-20 ul baltymo tirpalo (t. y. ~3 pug 30 kDa
baltymo). Tai svarbiausi kriterijai, kodél jis tapo vienu i§ pagrindiniy metody biomolekuliy
stabilumo ir sgveiky tyrimams bei dideliy cheminiy junginiy biblioteky atrankai. FTPM
universalumas leidZia matuoti jvairiy makromolekuliy (baltymy, nukleortig§¢iy) jungimasi su
ligandais ar tarpusavyje be jungimosi konstanty K, nustatymo intervalo apribojimy [101].
Taip pat juo galima nustatyti ir baltymy potencialias biologines funkcijas [102].

Ivairtis terminio poslinkio metodai remiasi pripazinta termodinamine savybe - baltymo
iSsivyniojimo laisvosios energijos pokytis (AUgry) yra temperaturos funkcija. Tai reiSkia, jog
baltymo stabilumas tiesiogiai priklauso nuo temperataros ir gali kisti dél ligandy jungimosi.
Eksperimenti§kai nustatoma baltymo terminj stabilumg kiekybiskai apibiidinanti lydymosi
temperatara (Ty,), kurios pokytis priklauso nuo ligando koncentracijos ir jungimosi
giminingumo, kuomet kiti veiksniai yra nekintantys. Ligandais, $iuo atveju, vadinami jvairts
mazos molekulinés masés junginiai: substratai, kofaktoriai, slopikliai ir kt. Fluorescencinis
terminio poslinkio metodas leidzia tirti baltymy terminj denatiiracijos procesa ir ligando
jungimasi matuojant solvatochrominiy dazy (pvz., ANS) arba aromatiniy aminortgs¢iy (pvz.,
triptofano, tirozino ir fenilalanino) fluorescencijos intensyvumo poky¢ius keliant temperatiirg
[99,101].

Baltymy dviejy stadijy denatiiracijos modelis ir denatiiracijos kreiviy analizé yra
iSSamiai aprasyti [99,103] saltiniuose. FTPM fiksuojama fluorescencijos intensyvumo
priklausomybé nuo temperatiiros yra apraSoma lygtimi (9) ir vaizduojama baltymo
denaturacijos kreivémis. EksperimentiS8kai gautos kreivés yra modeliuojamos maZiausiy
kvadraty metodu derinant SeSis nuo temperatiiros priklausomus lygties (9) parametrus
YN, 1 MN,» YU, 1, M, Dy Hr,,, Tr). Taip, su standartiniu nuokrypiu maZesniu nei 1 °C [71],
nustatomas denatiiracijos kreiviy vidurio taska atitikantis parametras T,,, t. y. temperatira,

kurioje denatiiravusiy ir natyviy baltymy koncentracijos yra lygios.
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Cia y — fluorescencija, Yn1,,— daZo prisijungusio prie natyvaus baltymo prie§ denatiiracijg
fluorescencija, esant denatiracijos temperatiirai Tp,, Yy, — dazo-iSsivyniojusio baltymo
komplekso fluorescencija, esant T,, temperatiirai, my ir my — atitinkamai, natyvaus ir
i§sivyniojusio baltymo fluorescencijos tiesiy pokrypio kampai, baltymo denatiiracijos
termodinaminiai parametrai: AyH - entalpija, AyS - entropija, AyC, - Siluminé talpa, kuri
laikoma pastovia ir nustatoma kitais metodais, T — absoliuti temperatiira Kelvinais.
Denatiiracijos temperatiros pokytis apibiidina ligando poveikj baltymo stabilumui:
ligandui stipriau jungiantis prie natyvios biisenos, baltymo T,, padidéja, 0 jungiantis prie
denattiruotos - baltymas destabilizuojamas ir sumazéja Tm. Baltyma stabilizuojanciy junginiy
(daugumos CA slopikliy) giminingumg (K,) baltymui jvertinti, tiriama T;,, priklausomybé nuo

pridéto ligando koncentracijos, kuri apraSoma lygtimi:

P, 1
Ly =(1-Ky) (3 + KbKU) (10)

Cia L, ir Py — bendros ligando ir baltymo koncentracijos, Ky, ir K, — denatiiracijos ir jungimosi
konstantos. Baltymo denattracijos ir jungimosi pusiausvyros konstanty priklausomybés nuo
temperatiros israiSkas jraSius | lygti (10), gaunamas modelis, kurj derinant prie
eksperimentiskai su  skirtingomis ligando koncentracijomis nustatyty T,, veréiy,
apskaiciuojama ligando jungimosi konstanta K, [104,105].

Eksperimentinés salygos. Baltymo ir ligando saveikai tirti ruoSiami méginiai (10-20
pl) vienodais tdriais maiSant baltymo tirpalg su serijiniu budu praskiestais jvairiy
koncentracijy ligando tirpalais. Galutinés koncentracijos méginyje: 5 uM baltymo, 50 uM
ANS, 0-200 uM 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
sgveikos priklausomybe nuo pH, baltymo ir ligandy skiedimui naudotas universalus buferis
(Britton-Robinson), kuris dél ragstiniy (H3BOs, H3PO4, CH3COOH) ir baziniy (NaOH)
komponenty apimg platy pH intervalg. Jvairiy buferiy ir reagenty jtakos baltymo stabilumui
nustatymui 2x jvairiy reagenty tirpalais maiSomi vienodais turiais su 2 pM baltymo tirpalu,
kuriame mazos drusky ir buferio koncentracijos (5 MM TRIS, 2 mM NacCl, pH 7).

Méginiai analizuojami realaus laiko PGR sistema ,,Rotor-Gene 6000 (,,QIAGEN

Rotor-Gene Q). Suzadinama 365 nm bangos ilgio Sviesa, o fluorescencija registruojama ties
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460 nm bangos ilgiu. Temperatiira keliama nuolatiniu 1 °C / min grei¢iu nuo 25 °C iki 99 °C
temperatiros. Gauti rezultatai apdorojami ThermoFluor++ 1.4.2 ir Microsoft Office Excel

programomis.

2.5.5. Fermentinio aktyvumo tyrimas sustabdytos srovés CO,

hidratacijos metodu

Fermento aktyvumas tirtas sustabdyto srovés (tékmés) CO, hidratacijos metodu (angl.
stopped-flow). Tai tokia srauto jpurSkimo analizés rasis, kuomet du reagenty tirpalai vienu
metu jSvirks¢iami j maiSymo kamerg ir toliau teka iki spektrofotometro kiuvetés, kur
periodiskai stabdomas srautas ir registruojami reagenty ar produkty absorbcijos pokyciai. Su
Sio metodo jranga, laikas nuo tirpaly sumai§ymo iki matavimy pradzios siekia milisekundes,
todel galima tirti itin greitas reakcijas.

Karboanhidraziy kinetiniams eksperimentams naudojami du tirpalai: pirmajj sudaro
karboanhidrazé, buferinis tirpalas ir indikatorius, 0 antrgjj - CO, dujomis prisotintas
dejonizuotas (18,2 MQ-cm) vanduo. SumaiSius Siuos tirpalus fiksuojama indikatoriaus
sugerties spektro priklausomybé nuo laiko, esant pastovaus bangos ilgio Sviesai. Jeigu
karboanhidrazé aktyvi ir katalizuoja CO, hidratacija, susidarantys vandenilio jonai riigStina
tirpalo pH ir stebimas indikatoriaus $viesos sugerties mazéjimas iki kol nusistovi pusiausvyra.
Kaip kontrolé tiriama CO, savaiminé hidratacijos reakcija, kuri atliekama tokiomis paciomis
salygomis, tik j pirmajj tirpala nededama fermento. Pagal indikatoriaus $viesos sugerties
pokytij per laiko vienetg apskaiciuojami fermento kinetiniai parametrai. Reakcijos greitis v yra
lygus susidariusiy protony [H*] kiekiui per laiko vieneta ir kiekvienam buferiniam tirpalui

apskaiciuojamo faktoriaus Qpys Sandaugai [106]:

_(d[H"]
v = X Qbuf (11)

dt
Fermentinio aktyvumo slopinimo parametrai (ICso, K;) gaunami tiriant fermento
aktyvumg su skirtingomis slopiklio koncentracijomis ir prie eksperimentiniy duomeny
maziausiy kvadraty metodu derinant dozavimo kreive pagal pasirinktag model;.
Didziausig greitj prilyginus 100 % CA aktyvumui ir eksperimentinius duomenis
aproksimavus lygtimi (12), nustatoma slopiklio koncentracija, sumazinanti CA aktyvumg 50
% (ICs0).
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Cia [I] - slopiklio koncentracija, h - Hilo koeficientas, apibadinantis jungimosi

% Aktyvumas = 1 —

stechiometrijg ir dozavimo kreivés nuolydj.

Kadangi CA slopikliai jungdamiesi prie laisvo fermento aktyviojo centro ir uzimdami
substrato vieta, yra konkurenciniai, slopinimo arba slopiklio-fermento komplekso disociacijos
konstanta (K;) apskai¢iuojama taikant Cheng-Prusoff lygtj:

1Csp

1+ 10 (13

Ki=

Kur [CO,] — CO, koncentracija, K, - Michaelis-Menten konstanta. Stipriai besijungianciy
slopikliy K; (arba apskritai ligandy K,;) vertes galima nustatyti derinant Morisono modelj
[107], kuris apraso prisijungusios frakcijos f, priklausomybe nuo jungimosi konstantos (Kp),

bendros pridéto ligando (Ly) ir baltymo (P;) koncentracijy:

P+ KpLP; + KyPE — /(P + Ky L Py + K, PE)? — 4KZP]L,

- 14
b 2K, P? 14

Eksperimentinés salygos: Tyrimams naudotas sustabdytos tékmés spektrofotometras
(,,Applied Photophysics SX.18MV-R “). Reakcijos buferin;j tirpalg sudaré 20 mM Hepes (pH
8), 100 mM NaCl ir 40 uM indikatoriaus bromtimolio mélynojo. 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 prie$ matavima inkubuojami 15 min 25 °C
temperatiiroje, kad galéty susidaryti fermento-slopiklio kompleksas. Matavimai pakartojami
po du kartus. Gauti duomenys apdorojami ir skai¢iavimai atlickami Microsoft Office Excel

programa
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3.REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés XIV ekspresijos
salygy E. coli 1astelése paieSka ir gryninimas

Nuo Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriaus susikiirimo pradzios 2005 m., buvo
bandoma gauti rekombinanting zmogaus karboanhidraz¢ XIV E. coli lastelése. Per §j
laikotarpj sukurta i§ viso 10 genetiniy konstrukcijy su visg baltyma ar tik uzlgstelinj katalizinj
domeng koduojanc¢iu CA XIV genu, iSbandyti jvairlis rekombinantiniy baltymy raiskos
kamienai, taip pat kelerius metus laboratorijoje buvo bandomos jvairias CA XIV renatiiracijos
i$ intarpiniy kiineliy salygos, taciau tirpaus ir aktyvaus baltymo nepavyko gauti.

Savo mokslinj tiriamajj darbg Siame skyriuje pradéjau nuo CA XIV uzlgstelinj domeng
koduojancio geno raiskos ir E. coli lgsteliy augimo salygy paieskos, naudojant 2012 m. David
Bolanos sukurtg rekombinanting plazmide pET15b-CAXIV (20-280 ar.) (6 pav.). Taip pat
tomis paciomis sglygomis iSbandytos ir Kitos, anks¢iau skyriuje sukurtos, plazmidés (6 B
pav.). Nors Nishimori su kolegomis [108] aprasé viso ilgio CA XIV koduojan¢io geno
se¢kmingg raiSka E. coli lastelése, taciau atkartojus visas nurodytas salygas, tirpaus baltymo
gauti nepavyko. IS dalies, tai nekelia nuostabos, nes heterologiniy membraniniy baltymy
biosintezé E. coli lastelése retai kada biina efektyvi ir mokslininkai rekomenduoja ekspresuoti
tokius baltymus be hidrofobiniy segmenty, zinoma, jei tai nekeicia jy aktyvumo [84]. CA XIV
kataliziniam aktyvumui jtakos neturi jos sudétyje esantys signalinis, vidulastelinis peptidai ir
transmembraniné spiralé (6 pav. A), todél raiSkos tyrimams pasirinktos genetinés
konstrukcijos koduojancios sutrumpintg baltyma. CA XIV katalizinis domenas yra globulinis,
monomerinis (~30 kDa dydzio), salyginai nesudétingos tretinés struktairos ir turi tik vieng
disulfininj tiltelj, taciau didZioji dalis baltymo, nepriklausomai nuo naudojamo raiSkos
vektoriaus, ekspresuojama intarpiniy kiineliy pavidalu. Modifikuojant lasteliy auginimo ir
biosintezés indukcijos sglygas, pavyko gauti, nors ir nedidelius kiekius, tirpios ir aktyvios CA
XIV.

Rekombinantiné CA XIV gryninta 16 karty i§ 6-25 g biomasés metalo chelatine
chromatografija, o0 esant daug pasaliniy baltymy, ir per antrg chromatografine kolonéle su p-
aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze. Geriausiomis raiskos salygomis
gaunama baltymo iSeiga yra ~0,4 mg i§ 1 | terpés. Lyginant su kitomis CA, citozoliniy CA

iSeiga i$ E. coli lasteliy siekia maziausiai 5 mg i$ | | terpés, o kitos membraninés CA IV ir CA
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IX musy skyriuje gaunamos tik zinduoliy lasteliy kultiirose. [vairios auginimo ir raiskos
salygos iSbandytos auginant lgsteles mazesniuose terpés tiiriuose, todél apie baltymo tirpumo
pokycius spresta vizualiai i§ poliakrilamido geliy, kuriuose frakcionuotos i§ 1 g biomasés
lizato atskirtos tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijos ar eliuato frakcijos po gryninimo metalo
chelatine chromatografija (zr. skyriuje ,,MedzZiagos ir metodai®). Gauty baltymy molekulinés
masés nustatytos masiy spektroskopijos metodu (atliko dr. V. Smirnovas) ir atitiko programa

,ProtParam* apskaiciuotas teorines mases.

A
Transmembraniné Vidulgstelinis
Signalinis peptidas UZlasteliné dalis — katalizinis domenas spiralé peptidas
s 16280 Fesvottany si2asra
Cys 40 Cys 221
B

m GsT 16-285 ar. A PGEX-5x-3-CAXIV
\ 6xHis 16-285 ar. B pET15b-tac-CAXIV

T7lac £ 6xHis 16-285 ar. C pET15b-CAXIV-1
T7lac A 6xHis 20-280 ar. D PpET15b-CAXIV
- e
T7lac £ 6xHis SUMO | 17-279 ar. E  pSUMO-CAXIV

6 pav. CA XIV domeninés struktiiros schema (UniProtKB nr. QOULX7) (A) ir tiriamajame darbe
naudotos genetinés konstrukcijos (B), besiskirian¢ios tarpusavyje katalizinj domeng koduojanc¢io geno
ilgiu ir raiskos vektoriumi. A, C, D, E plazmidés sukurtos anks¢iau su tiksliniu baltymu dirbusiy
kolegy, o B plazmidé buvo sukurta tiriamojo darbo metu, jterptine mutageneze pakeitus C plazmidés
promotoriy.

3.1.1. CA XIV geno raiskos salygy optimizavimas, E. coli kamieny, raiskos

vektoriy parinkimas

Pasirinktomis rekombinantinémis plazmidémis transformuoti BL21(DE3) ir jo
iSvestiniai kamienai: BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)CodonPlus-RIL, BL21 ,,Star” (DE3) One
Shot, Rosetta 2(DE3). Baltymo sintezé indukuota 1 mM IPTG, papildomai j terpe pridedama
CA kofaktoriaus - 0,5 mM ZnCl,. Lastelés po indukcijos augintos 20 °C temperatiiroje per
naktj (16 val.). CA XIV sintezés lygis jvertintas poliakrilamido gelyje (NSD-PAGE) (7 pav.).
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A PET15b-CAXIV (20-280 ar.) B pGEX-5x-3-CAXIV (16-185 ar.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
I N I N I N kDa I N I N kDa I N I N I N I N kDﬁa
66.2 6.2 = 66.2
= ! |& F 4 - - .
450 v 450 “‘ - 5.9
el s = —
3

7 pav. CA XIV sintezés lygio jvertinimas poliakrilamido gelyje, kai genetinémis konstrukcijomis
transformuojami jvairGs E. coli kamienai. Baltymy dydZio nustatymui greta frakcionuojami baltymy
dydzio standartai. A: 1 —pET15b-CAXIV (20-280 ar.) transformuoty BL21(DE3)pLysS lasteliy
méginiai po ir prie$ baltymo sintezés indukcijg; 2 — BL21(DE3)CodonPlus—RIL lgsteliy méginiai po ir
prie§ baltymo sintezés indukcija; 3 — BL21(DE3) lasteliy méginiai po ir prie§ baltymo sintezés
indukcija; B: 4 -pGEX-5x-3-CAXIV (16-285 ar.) transformuoty BL21(DE3)pLysS lasteliy méginiai
po ir prie§ baltymo sintezés indukcija; 5 —BL21(DE3)CodonPlus—RIL lasteliy méginiai po ir pries
baltymo sintezés indukcija; 6 — BL21(DE3) lasteliy méginiai po ir prie$ baltymo sintezés indukcija;
BL21 Star (DE3)One Shot Igsteliy méginiai po ir prie§ baltymo sintezés indukcija; 8 — Rosetta 2(DE3)
lasteliy (auginty LB terpéje) méginiai po ir prie§ baltymo sintezés indukcija; 9 — Rosetta 2(DE3)
lasteliy (auginty BHI terpéje) méginiai po ir prie§ baltymo sintezés indukcija.

Matyti, jog beveik visuose kamienuose vyko intensyvi arba vidutiné CA XIV
biosintezé, iSskyrus BL21(DE3)pLysS ir BL21 Star (DE3)One Shot kamienus, kuriy
nuspresta nenaudoti tolimesniuose raiSkos salygy optimizavimo etapuose. CA XIV (16-279
ar.) N-galu sulietos su 11 kDa SUMO (angl. Small Ubiquitin-like Modifier) baltymu
(koduojamu pSUMO-CAXIV plazmidés), ekspresija buvo itin maza visuose kamienuose ir
tirpaus baltymo gauti nepavyko. Deja, ir intensyvi ekspresija negarantuoja baltymy tirpumo (8
pav.) - visa CA XIV buvo netirpioje Igstelés baltymy frakcijoje nepriklausomai nuo baltymy
raiskos kamieno ar naudojamos rekombinantinés plazmidés. Siek 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 sefaroze su
imobilizuotu glutationu, bet dalis jo prarasta GST fermentinio atskélimo metu. Dél
papildomos procediiros, §i raiskos 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 sintezés lygio (A), tirpumo (B) ir frakcijy po gryninimo metalo chelatinés
chromatografijos metodu (C) jvertinimas elektroforetiskai poliakrilamidiniuose geliuose. pET15b-
CAXIV (20-280 ar.) transformuotos Rosetta 2(DE3) lastelés po baltymo sintezés indukcijos, pridéjus
1 mM IPTG, 0,5 mM ZnCl,, augintos 20 °C 16 val. Gryninta i$ 10 g biomasés. Takeliai: M — baltymy
dydzio zymuo; 1 — méginiai paruosti i§ lasteliy, surinkty pries tikslinio baltymo sintezés indukcija; 2,3
— lasteliy méginiai po 4 val. ir 16 val. nuo indukcijos pradzios; 4, 5— tirpiy ir netirpiy baltymy
frakcijos; 6 — tirpiy baltymy frakcija prie§ gryninima; 7-14 - frakcijos su rekombinatine CA X1V, kuri
desorbuota didinant imidazolo koncentracijg.

Kaip jau minéta 1.3. skyriuje, pagrindine baltymy netirpumo priezastimi gali bati per
daug efektyvi baltymo sintezé, dél kurios nespéje tinkamai susivynioti polipeptidai ima
jungtis | amorfines baltymy sankaupas. Paprastai, baltymy sintezés lygis sumazinamas
paZzeminant lgsteliy auginimo temperatiirg (iki 16 °C ar Zemesnés) ir / arba pridedant maZiau
induktoriaus bei Igsteliy auginimui naudojant nesudétingas mitybines terpes (pvz., LB).
Zemoje temperatiiroje sulétéja lasteliy biocheminiai procesai, o plazminé membrana tampa
maziau laidi IPTG. Siems tyrimams pasirinktos pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) ir pET15b-
CAXIV (20-280 ar.) rekombinantinés plazmidés, kurios koduoja skirtingo ilgio CA XIV.
Remiantis laboratorijos praktika dirbant su kitomis CA, pasirinkti du kamienai: BL21(DE3) ir
eukariotiniy baltymy ekspresijai pritaikytas Rosetta 2(DE3). 4 lenteléje pateiktos iSbandytos
indukcijos salygos, keiciant IPTG ir ZnCl, koncentracija kas 0,2 mM, kultiry auginimo

temperatiira ir trukmeé po indukcijos.

4 lentelé. Indukcijos salygos bei kultiiry auginimo temperatiira ir trukmé po indukcijos.

Temperatira (°C) | Laikas (val.) | IPTG, mM | ZnCl,, mM
16-18 16-20

20 16

25 16 01-1,0 0,1-0,6
30 5-6

37 3

o1



Daugiausia tirpaus baltymo gauta, naudojant pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) konstrukta,
sintez¢ indukuojant 0,5 mM IPTG, taip pat papildomai pridedama 0,5 mM ZnCl; ir po
indukcijos lagsteles auginant 16 °C, 20 val. (9 pav.). Tokioje temperatiroje Igstelés auga itin

létai ir 1S to paties terpés tiirio gaunama dvigubai maziau biomasés.

A B
M 1 2 M 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M
P = e p—
. o | ]
= == T — N — —
— - —_—
= 5
 a.
e - = -
25 A .
-
“ == .. 8 -+
= — "_

9 pav. CA XIV sintezés lygio (A), frakcijy po gryninimo metalo chelatinés chromatografijos metodu
(B) ir baltymo tirpalo po dializés bei koncentravimo (C) jvertinimas elektroforetiskai
poliakrilamidiniuose geliuose. C-pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) transformuotos Rosetta 2(DE3)
lastelés po baltymo sintezés indukcijos, pridéjus 0,5 mM IPTG, 0,5 mM ZnCl,, augintos 16 °C 20 val.
Gryninta i§ 6 g biomasés. Takeliai: M — baltymy dydzio zymuo; 1, 2 — méginiai paruosti i§ Igsteliy,
surinkty prie§ baltymo sintezés indukcija ir po jos; 3 — tirpiy baltymy frakcija prie§ gryninima; 4-11 -
frakcijos su rekombinatine CA XIV, kuri desorbuota didinant imidazolo koncentracija; 12 — baltymo
tirpalas pries $aldyma. Baltymy juostos vir§ CA XIV gali biti Saperonai, kuriy nedidelis kiekis likdavo
ir po antros afininés chromatografijos kolonélés.

CA XIV agregacijos ar netinkamo susivyniojimo priezastimi gali bati ir disulfidinio
tiltelio (Cys40-Cys221) nesusiformavimas redukuojan¢iomis savybémis pasizymincioje E.
coli citoplazmoje. Vienas i§ Sios problemos sprendimy biidy — mutantiniy E. coli kamieny
naudojimas. Origami B(DE3) ir Rosetta-gami 2(DE3) kamieny citoplazmoje, dél inaktyvuoty
pagrindiniy E. coli reduktaziy gor ir trxB geny, sukuriama palankesné aplinka disulfidiniy
tilteliy  susidarymui.  pET15b-CAXIV-1  (16-285 ar.) rekombinantine plazmide
transformuotose Origami B(DE3) Igstelése baltymo sintezé indukuota naudojant 0,1, 0,5 ir 1,0
mM IPTG koncentracijas ir po indukcijos Igsteles auginant zemesngje temperattiroje (10 A
pav.). Sprendziant i§ baltymy poliakrilamidiniy geliy, daugiausia tirpaus baltymo gauta
sintez¢ indukuojant 0,5 mM IPTG ir lasteles auginant 15 °C temperatiiroje (10 pav. B, C).
Tokiomis pac¢iomis sglygomis ekspresuojant CA XIV baltymg Rosetta-gami 2(DE3) kamiene,

tirpaus baltymo negauta, nors sintezés lygis aukstas.
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10 pav. CA XIV sintezés lygio ir tirpumo Origami B(DE3) kamiene jvertinimas NSD-PAGE metodu.
A —po indukcijos skirtingose temperatiirose auginty E.coli lizatai. Baltymo sintezés indukcijai naudota
0,5 mM IPTG, 0,5 mM ZnCl, M — baltymy dydzio standartai; pr — lasteliy méginys pries indukcija. B
— lasteliy, po indukcijos auginty 15 °C temperatiiroje, tirpiy (T) ir netirpiy (N) baltymy frakcijy
analizé. C — tirpios frakcijos gryninimas metalo chelatine chromatografija. 1-4 — eliuato frakcijos.
Jterptine mutageneze C-pET15b-CAXIV-1 (16-285 ar.) plazmidéje buvo pakeistas
T7lac promotorius silpnesniu indukuojamu promotoriumi tac. Tai hibridinis promotorius, nes
ji sudaro —35 sritis i§ triptofano operono promotoriaus ir —10 sritis bei lac operatorius lacO i§
mutantinio lacUV5 promotoriaus. tac ir T7lac promotoriai skiriasi savo stiprumu ir
reguliacijos grieztumu. Tikétasi, jog dél gana didelio tac promotoriaus bazinio aktyvumo
neindukuojanciose salygose ir mazesnio indukcijos lygio lyginant su T7 promotoriumi, vyks
ne tokia intensyvi biosintezé, transliacijos produktai kaupsis po truputj ir sumazéjus
agregacijai bus gaunama daugiau tirpaus baltymo. Deja, gautas prieSingas efektas — po
indukcijos Rosetta 2(DE3) lgsteles auginant Zzemoje temperatiiroje, nepriklausomai nuo
pridedamo IPTG kiekio, pasiekiamas iSskirtinai aukstas sintezés lygis (11 pav. A). Ivertinus
tirpumg (12 pav. B), galime teigti, jog dél tokios intensyvios ekspresijos, beveik visas CA

X1V baltymas sintetinamas intarpiniuose kiineliuose.

53



A 18 °C 15°C
IPIG: pr: 0,0 105 1.0 0.1 05 1.0

B
T T
- B -
45kDIT F
e eSS esees — : <«
- & - \ . Al
- =
i B
= -
= -

o

11 pav. Modifikuotos rekombinantinés plazmidés su tac promotoriumi koduojamos CA XIV (16-285
ar.) sintezés lygio (A) ir tirpumo (B) jvertinimas NSD-PAGE metodu. A takeliai: pr - lasteliy méginys
pries indukcijg; kituose takeliuose lasteliy lizatai po indukcijos, o vir§ jy nurodyta indukcijai
naudojama IPTG koncentracija (mM). B takeliai: T — tirpiy baltymy frakcija; 1-3 — eliuato frakcijos po
gryninimo metalo chelatine chromatografija (indukcijai naudota 0,5 mM IPTG, 18 °C), 4-6 — eliuato
frakcijos po gryninimo metalo chelatine chromatografija (indukcijai naudota 0,5 mM IPTG, 15 °C).

3.1.2. E. coli lasteliy auginimas autoindukcinéje ZY M-5052 mitybinéje terpéje

Tikslinio baltymo sintezés savaiming indukcija uztikrina autoindukcinés terpés
komponentai — gliukozé, laktozé ir antriniai anglies Saltiniai (pvz. glicerolis). Tokio terpéje
auginamos lastelés, pirmiausiai kaip pagrindinj energijos ir anglies $altinj naudoja gliukoze.
Vyksta katabolitiné tikslinio geno raiskos represija. Lasteléms sunaudojus gliukozg ir jos
koncentracijai pasiekus slenksting riba, lastelés ima terpéje nautoti kitus anglies Saltinius.
Tuomet, vykstant laktozés metabolizmui, susidariusi alolaktozé tampa nataraliu lac ir lacUV5
promotoriy induktoriumi. Taigi, Igsteliy augimo greitis ir gliukozés koncentracija pradinéje
terpéje lemia indukcijos pradzia.

Autoindukciné mitybiné terpé turi keleta privalumy, lyginant su jprastomis: nereikia
sekti Igsteliy augimo, nereikia naudoti induktoriaus ir lasteliy kultiros pasiekia daug didesnj
optinj tankj. Remiantis moksline literatiira, naudojant $ig terpe galima padidinti ne tik baltymo
iSeigg, bet ir tirpumg, kuomet lgstelés auginamos zemesnéje nei 37 °C temperatiroje [109].
Savaiminé indukcija galima Su visomis lac promotoriaus pagrindu sukurtomis raiskos
sistemomis (pvz., pET raiskos vektoriai) bei naudojami kamienai turi turéti veiklig laktozés
transporto sistema, t.y. turi biiti lacY".

Sioje mitybingje terpéje augintos Rosetta 2(DE3) ir BL21(DE3) Igstelés transformuotos
PET15b-CAXIV (20-280 ar.) rekombinantine plazmide. E. coli lastelés auginamos 37 °C
temperatiiroje 4 val., po to gali buti kei¢iama temperatiira: 25 °C temperatiiroje lastelés toliau

auginamos 24 val., 0 37 °C temperatiroje - 16 val. Auginimo metu kas tam tikrg laikg
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ruosiami biomasiy méginiai, kuriuos isfrakcionavus poliakrilamidiniame gelyje (12 pav.), CA
XIV baltymo sintezés pradzig vizualiai stebime pagal jam biudingo dydzio baltymo zonos
(~45 kDa) atsiradima. Tikslinio baltymo sintezé prasidéjo kultiirai pasiekus mazdaug 0,8-1,0
optiniy vienety tankj. Abiejuose kamienuose, augintuose tiek 25 °C, tiek 37 °C temperatiirose,
po indukcijai skirto laiko nustatytas didelis tikslinio baltymo kiekis.

25°C 37 °C
Valandos: 1 4 6 24 6

45 kDa ——
et i 2 2
— - 1 — ~.~‘
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)
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12 pav. CA X1V sintezés lygio autoindukcinéje terpéje augintose Rosetta 2(DE3) lastelése jvertinimas
NSD-PAGE metodu. Baltymy dydzio nustatymui greta frakcionuojami baltymy dydzio standartai.
Vir§ gelio nurodytas nuo lasteliy auginimo pradzios, kuomet buvo ruosiami méginiai.

Baltymo tirpumas, tarp skirtingomis sglygomis uzauginty biomasiy, palygintas 13
paveiksle, kuriame matome, jog nepriklausomai nuo kamieno, gaunamas didesnis tirpaus
baltymo kiekis E. coli Igsteles auginant zemesnéje termperatiiroje.
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13 pav. Tirpios CA XIV kiekio Rosetta 2(DE3) (A) ir BL21(DE3) (B) lasteliy lizatuose jvertinimas
NSD-PAGE metodu. Analizei naudojama po 1 g biomasés. N — netirpiy, T — tirpiy lasteliy baltymy
frakcijos. SkaiCiais pazymétos gautos frakcijos po gryninimo metalo chelatinés chromatografijos
metodu.

Autoindukcinés mitybinés terpés teigiama jtaka akivaizdi, nes tirpaus baltymo

negaunama LB ar BHI terpése po indukcijos Igsteles auginant 25 °C temperatiroje. Taciau
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vistiek autoindukcinéje terpéje didzioji dalis CA XIV ekspresuojama intarpiniy kiineliy

pavidalu.

3.1.3.CA XIV ir DnaK, GrosES Saperony Seimas koduojanciy geny raiska
BL21(DE3) kamiene

Molekuliniai Saperonai aktyviai dalyvauja baltymy susivyniojimo procese, todél
manoma, jog tikslinio baltymo sintezés metu didesnis jy kiekis leisty i§vengti netaisyklingo
susivyniojimo ir agregacijos. ] BL21(DE3) kamieng buvo jvesta pG-KJE8 plazmid¢ su
papildomomis DnaK-DnaJ-GrpE ir GrosES-GrosEl $aperony Seimy geny kopijomis. Tik $is
kamienas, neturintis atsparumo jokiems antibiotikams, buvo suderinamas su dvejomis
rekombinantinémis plazmidémis, turiniomis atsparumg ampicilinui ir chloramfenikoliui
uztikrinan¢ius ~ genus.  Remiantis  naudojamos  Saperony  plazmidés  gamintojy
rekomendacijomis ir moksliniuose straipsniuose apraSytais eksperimentais, DnaK-DnaJ-GrpE
sintezés indukcijai naudota 3 mg/ml arabinozés, GrosES-GrosEl — 5 ng/ml tetraciklino, CA
XIV —0,5mM IPTG, o po indukcijos Igstelés augintos 17 °C temperatiroje 16 valandy.

Molekuliniy $aperony naudojimas Siek tiek padidino CA X1V tirpuma (14 pav.), taciau
ju nepavyko pasalinti nuo tikslinio baltymo ir antro gryninimo etapo metu, naudojant p-
aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze uzpildyta kolonélg. Tai $io metodo
trikumas, nes baltymo grynumas yra bitina sglyga tiksliems baltymo-ligando saveikos

tyrimams biofizikiniais metodais.

A B
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14 pav. CA X1V frakcijy elektroforetinis vaizdas NDS-PAGE geliuose po gryninimo metalo chelatine
(A) ir afinine (B) chromatografijomis. M - baltymy dydzio standartai. A takeliuose: T — tirpiy baltymy
frakcija prie§ gryninimg; 1-9 — frakcijos po gryninimo metaly chelatine chromatografija; B takeliuose:
1-5 — frakcijos po gryninimo afinine chromatografija. Geliuose rodyklémis pazymétos Saperony ir CA
X1V dydzius atitinkancios baltymy juostos.

Apibendrinant, didziausia poveikj tikslinio baltymo tirpumui turéjo biosintezés

létinimas — tirpus ir aktyvus baltymas gautas indukuojant 0,5 mM IPTG ir Igsteles po
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indukcijos auginant 16 °C temperatiiroje. Tolesnio CA XIV raiskos E. coli Iastelése
optimizavimo metu, kuomet raiskai pasirinktas konstruktas koduojantis baltyma nuo 18 iki
285 aminorugsties, Origami B(DE3) kamienas ir autoindukciné terpé, iSeiga padidinta ~5
kartais. Tai yra geras rezultatas, kadangi kity membraniniy izoformy (CA 1V ir CA IX) Sioje
laboratorijoje néra pavyke gauti E. coli lastelése. Deja, slopikliy atrankai biofizikiniais
metodais reikia dideliy kiekiy rekombinantiniy baltymy, todé¢l toliau planuojama CA XIV

raiSkai iSbandyti zinduoliy Igsteliy kultiiras.

3.2. Ivairiy reagenty ir pH jtakos rekombinantinés Zmogaus

karboanhidrazés XIV terminiam stabilumui tyrimas

Natyvi baltymo struktiira yra jautri jvairiems iSorés poveikiams: temperatiirai, pH,
druskoms, mechaniniams stresams ir kitiems faktoriams. Fluorescenciniu terminio poslinkio
(FTP) metodu galima jvertinti S§iy parametry jtaka, siekiant identifikuoti labiausiai
stabilizuojancius tirpaly komponentus arba kuriy reikéty vengti dirbant su konkre¢iu baltymu.
Tai gali bati naudinga renkantis saugojimo ir gryninimo buferinj tirpala [110,111], siekiant
sumazinti baltymy agregacija, taip pat ieSkant tinkamy salygy kristalinimo [112] ar kitiems
eksperimentams [77].

Karboanhidrazés XIV stabilumas istirtas jvairios sudéties ir pH buferinése sistemose, o
gauti stabilumo profiliai palyginti su kitomis membraninémis karboanhidrazémis (15-17
pav.). Naudojant FTP metodg, méginiuose be baltymo ir tiriamy reagenty yra ir
solvatochrominio dazo ANS, taciau laikome, jog naudojama pastovi ir galutiné 50 uM ANS
koncentracija neturi jtakos CA XIV stabilumui. Apie padidéjusj baltymo stabilumag
sprendziama i§ lydymosi temperatiiros T, poslinkio j didesniy reikSmiy sritj, kuomet baltymo
i§sivyniojimo reakcijos pusiausvyra pasislenka link natyvaus baltymo.

Tiriant pH jtaka stabilumui naudotas plataus pH intervalo universalus buferinis tirpalas
(15 pav.). Nustatyta, jog visos membraninés karboanhidrazés, iSskyrus CA XII, yra labai
stabilios ir T, prakti§kai nekinta pla¢iame pH intervale nuo 5,5 iki 9,0. CA XII stabiliausia
silpnai ragstiniuose tirpaluose (pH 5,5 — 7,0), o T,,, didziausia verté panasi j CA II ir maZesné
vidutiniskai 7,7 °C + 1 °C nei stabiliausiy CA IV, CA IX (monomero) ir CA XIV. Didziausias
stabilumas buidingas CA IX (dimero T,, siekia net 80 °C) ir i izoforma, Skirtingai nuo kity,
iSlieka stabili ragstinéje terpéje (pH 3,5-6,5) — taip fermentas prisitaikes aktyviai katalizuoti
CO, hidratacija hipoksinémis salygomis [69]. CA IV ir CA XIV atveju, stabilumas plac¢iame

pH intervale reikalingas jy fiziologinei funkcijai, nes sinapsése nervinio impulso sukeliamas
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uzSarméjimas yra lydimas 1éto pH mazéjimo ir smegeny uzlastelinés terpés pH kinta 6,5-7,5

intervale (lokaliis svyravimai gali baiti didesni) [1,113].
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15 pav. Rekombinantiniy Zmogaus karboanhidraziy izoformy (IV? IX® monomero, XII°, XIV)

stabilumo (T;,,) priklausomybé nuo universaliaus buferio pH reikSmés. ® dr. L. Baranauskienés
nepublikuoti duomenys; ® V. Morkinaités nepublikuoti duomenys; © vertés i§ [114] altinio.

Taip pat jvertinta darbui su biologinémis sistemomis daZniausi pasirenkamy jvairiy
buferiniy tirpaly, kurie tinkami naudoti 5-9 pH intervale, jtaka (8 pav.). Matome, kad daugelis
buferiniy tirpaly neturi ypatingos jtakos stabilumui, i$skyrus fosfatinj buferinj tirpala, kuris,
lyginant su kitais esant tam paciam pH, stabilizuoja CA XII keturiais laipsniais, bet
destabilizuoja CA 1X. CA IX stabilumg mazina ir citratas, o kituose buferiniuose tirpaluose ji
iSlieka vienodai stabili visame tirtame pH intervale. CA XIV stabiliausia fosfatinio ir HEPES
buferiniy tirpaly 7,5-8,5 pH reik§mése. Palyginus membraniniy izoformy stabilumo profilius
(15 ir 16 pav.), galime jzvelgti panasumy tarp CA IV ir CA XIV (kai kuriuose audiniuose
ekspresuojamos kartu) ir tarp véziniy audiniy izoformy CA IX ir CA XiIl, nors CA XIV pagal

aminortgsciy seky homologija ir erdving struktiirg panasiausia } CA XII.
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16 pav. Rekombinantiniy zmogaus karboanhidraziy izoformy CA IV 2 (A), CA I1X" (B), CA XII°
(C), CA X1V (D) stabilumo (T,,,) priklausomybé nuo skirtingy 100 mM buferiniy tirpaly pH reikSmiy.
Legendoje nurodytos tirtos buferinés medziagos. ® dr. L. Baranauskienés nepublikuoti duomenys; ° V.
Morkiinaités nepublikuoti duomenys; © vertés i§ [114] Saltinio.

I baltymy tirpaly sudét] be buferiniy medziagy daznai jtraukiami papildomi
komponentai, kurie reikalingi optimaliy sglygy palaikymui. Druskos naudojamos didinti
baltymy tirpumg ir imituoti fiziologing aplinka. Kai kuriy i§ jy poveikis parodytas 9 pav.
Natrio sulfatas stabilizuoja visas membranines izoformas (stabilumas did¢ja, didéjant
koncentracijai), o natrio chloridas praktiskai neturi jtakos arba didesnés koncentracijos Siek
tiek destabilizuoja. Su CA XIV tirti ir kiti tirpaly priedai: jvairios chlorido druskos (100 mM:
KCI, LiCl; 5 mM: MgCl,, CaCl,, BaCl,; 10 uM: NiCl,, CuCl,, ZnCl;, CoCly); 5 mM metaly
chelatorius EDTA; denatiirantai (60-1000 mM guanidino chlorido ir karbamido); baltymy
stabilizavimui naudojamos medziagos: 25-50 mM L-argininas ir 2-10 % glicerolis; 25-50 mM
gliukozé ir 2-10 % DMSO (organinis tirpiklis, kuriame tirpinti tiriami ligandai). Taciau
potencialiy stabilizatoriy nenustatyta — tirti reagentai silpnai destabilizavo CA XIV arba

neturéjo poveikio.
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17 pav. Rekombinantiniy Zmogaus karboanhidraziy izoformy CA IV ? (a), CA I1X" (b), CA XII° (c),
CA XIV (d) T, reikSmiy priklausomybé nuo jvairiy NaCl, Na,SO,4, (NH,),SO, drusky koncentracijy. ®
dr. L. Baranauskienés nepublikuoti duomenys; ° V. Morkiinaités nepublikuoti duomenys; © vertés i%
[114] saltinio.

Atsizvelgus | gautus rezultatus ir ,,ProtParam* programa apskaic¢iuota CA XIV teorinj
izoelektrinj taSkg (pI = 6), pasirinktas saugojimo buferis: 20 mM HEPES (pH 8), 100 mM
Na,SOs4, 0 gryninimui vietoj 150 mM NaCl, pradéta naudoti tokia pati koncentracija Na;SOa.

3.3. Fermentinio aktyvumo ir slopinimo tyrimai

Spektrofotometriniu sustabdytos srovés CO, hidratacijos metodu patvirtinta, jog
sukurtas zmogaus CA XIV katalizinj domeng atitinkantis rekombinantinis baltymas yra
fermentiskai aktyvus ir gali buti tiriamo baltymo modeliu tolesniuose tyrimuose. Tirta CO,
hidratacijos reakcijos greicio priklausomybé nuo skirtingy CA XIV koncentracijy (10 pav.) ir
apskai¢iuota kataliziné konstanta (kg = 1,25 X 10°s?, salygos: 25 °C, pH 8,0), kuri
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praktigkai atitinka literatiiros duomenis (k4 = 3,12 X 10°s?, salygos: 20 °C, pH 7,5) [108].
Lyginant su efektyviausiai CO, hidratacija katalizuojancia CA Il (kg = 1,4 X 10°s1),
zmogaus CA XIV yra vidutinio/zemo Kkatalizinio aktyvumo izoforma ir Kinetiniais

parametrais panasi j filogenetiskai artimiausig CA XII.

—co, 16
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18 pav. CA XIV fermentinio aktyvumo nustatymas. Paveiksle A pateiktos pirminés eksperimentinés
kreives, vaizduojancios indikatoriaus sugerties pokycius laike didéjant CA XIV koncentracijai. Juoda
linija pazyméta savaiminé CO, hidratacijos reakcija. Paveiksle B — apdoroti duomenys, vaizduojantys
tiesing reakcijos greicio priklausomybe nuo CA XIV koncentracijos (25 °C, pH 8,0).

Siuo metodu, nustatant ICs, ir K; parametrus, galima kiekybiskai jvertinti slopiklio
poveikio stipruma. Didinant slopiklio koncentracijg, reakcijos greitis mazéja, kol susilygina
su CO, savaiminés reakcijos grei¢iu - fermentas praranda aktyvuma. Sis metodas, lyginant su
terminio poslinkio metodu turi trikumy, kadangi eksperimenty atlikimas uztrunka ilgiau, o
slopinimo parametry nustatymga riboja fermento aktyvumas, jo koncentracija bei slopiklio su
fermentu sgveikos stiprumas. Slopiklio gimininguma fermentui parodo ICsq verté. Kuo ji
mazesne, tuo giminingumas didesnis. Stipriai besijungianciy slopikliy atveju, tirpale baltymo
koncentracijai esant didesnei nei tikroji ICs, verté, nustatoma stebimoji ICs, verté biina lygi
pusei naudojamo baltymo koncentracijos. Reaguojan¢iy medziagy stechiometrijg ir baltymo
pertekliy tirpale parodo Hilo koeficientas h. Slopinimo pusiausvyra (arba slopiklio-fermento

komplekso disociacijos) konstanta K; apibaidina tikrajj giminingumg ir apskai¢iuojama taikant

61



ICs, ir K; vertes susiejancias lygtis, priklausomai nuo slopinimo tipo. Karboanhidraziy
slopikliy atveju, naudojama Cheng-Prusoff lygtis (13).

Stipriai besijungianciy slopikliy atveju, ICs, priklausomybé nuo eksperimento salygy
(substrato, fermento, slopiklio koncentracijos), riboja tiksly ICs, nustatyma. Tokiy slopikliy
tyrimy ekperimentinius duomenis ne visuomet tiksliai apibudina tradicinis ICs, modelis
derinamas pagal (12) lygtji — gaunamos stacios dozavimo kreivés su panaSiomis ICs,
reik§mémis (kreivés vidurio taskas), 0 Hilo koeficiento h vertés — didesnés uz 1.

Tai patvirtina, vidutiniskai aktyvios CA XIV slopinimo tyrimas su dideliu giminingumu
pasizyminciu acetazolamidu (AZM) (19 pav.), naudojamu glaukomos ir kalny ligos gydyme.
Dozavimo kreive prie eksperimentiniy duomeny modeliuojant (12) lygties parametrus galima
priderinti tik pasirinkus h reikSme 1,7, taciau, kuomet vyksta 1:1 jungimasis, ji turéty bati
h <1, ir pagal ICs, modelj tiksliai giminingumo jvertinti negalime. AZM giminingumas CA
X1V jvertintas Morisono modeliu (K; = 22,2 nM) pagal (14) lygtj ir yra artimas nustatytam

terminio poslinkio metodu (K; = 11,1 nM).

Derinamas modelis:

;\g 80 - — IC50 (h=1)
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19 pav. AZM saveikos su zmogaus rekombinantine CA XIV giminingumo nustatymas pagal ICs ir
Morisono modelius. Atidéje fermento aktyvumo (tiesiné skalé) priklausomybe nuo pridétos ligando

koncentracijos (logaritminé skal¢), gauname pusiau logaritminj grafika su sigmoidine kreive, kKurios
vidurio taskas lygus ICs Vvertei.
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3.4. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés XIV aktyviajame

Centre esancios vandens molekulés pK, reikSmés nustatymas

Visi darbe tirti CA slopikliai benzensulfonamidai sulfonamidine grupe tiesiogiai
jungiasi prie cinko jono aktyviame centre, o likusi ligando dalis (turinti jtakos slopiklio pK,),
sgveikauja su fermento aktyviojo centro hidrofobine kisene (CO, suriS$imo vieta) ar hidrofiline
sritimi. Taciau tik deprotonizuota sulfonamidiné grupé (RSO,NH™) gali gali sgveikauti su
baltymo aktyviajame centre Zn?* koordinuojamu protonizuotu hidroksido jonu (vandens
molekule). Kiekvienas i$ $iy, nuo buferinio tirpalo pH priklausomy, jonizacijos procesy, kartu
su buferio protonizacija ar deprotonizacija, turi indélj j eksperimentiSskai nustatomas
(stebimasias) Kj,, K; reikSmes (toliau K}, g.p). Pastaryjy parametry uztenka jvertinti ligando
gimininguma, taéiau tik nuo eksperimentiniy salygy nepriklausoma tiesioging jungimosi
reakcija apiblidinantys tikriniai parametrai (toliau Kj ik, AHgpr), gali biti naudojami
struktiiros-aktyvumo priklausomybés (SAR, angl. structure-activity relationships) nustatyme
vaistiniy junginiy pirmtako (angl. lead compound) paieskoje ar modifikavime [115,116].

Tikriné jungimosi konstanta yra susijusi su stebimgja jungimosi konstanta ir sgveikauti

galin¢iy deprotonizuoto sulfonamido (fzso,nx) ir protonizuotos CA (fcaznn,o) frakcijomis:

Kb_steb

Ky _tikr = (15)

frso,nn — feaznm,o
Kur jy kiekis, pasirinktame buferio pH, priklauso nuo tiriamo junginio sulfonamidinés grupés
pK, ir baltymo aktyviajame centre esan¢io Zn2* koordinuojamos vandens molekulés
(CAZnH,0) pK,:

1OpH_pKa—sulfonamido

fRSOZNH_ = 14 10PH_pKa—sulfonamido (16)
10PH-PKa-caznH,0
fCAZTlHZO =1- 14+ 1OPH_pKa—CAZnH20 (17)

Junginiy sulfonamidinés grupés deprotonizacijos entalpijos vertés nustatomos
izotermine titravimo kalorimetrija (ITK), junginj titruojant riig§timi ar Sarmu, ir priklausomai
nuo greta esanciy funkciniy grupiy, daZniausiai yra apie 6 kcal/mol [116]. Junginiy pK , vertés
nustatomos spektrofotometriSkai arba apskai¢iuojamos kompiuterinémis programomis.
Zmogaus rekombinantinés CA XIV vandens molekulés pK, buvo netiesiogiai nustatyta
fluorescenciniu terminio poslinkio metodu (FTPM), tiriant vaisto etokzolamido (EZA), kurio
pK, lygi 8 [117], jungimosi konstantos (laisvosios Gibso energijos) priklausomyb¢ 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 saveikos stebimyjy jungimosi konstanty (K}, s¢.p) nustatymas plac¢iame pH
intervale. A - pirminés FTP kreivés, vaizduojancios fluorescencijos nuo temperatiiros pokytj esant
skirtingoms EZA koncentracijoms. B — EZA dozavimo kreivés, gautos atidéjus A grafiko kreiviy
vidurio tasky (T},) priklausomybe nuo ligando koncentracijos. K}, s¢ep Vertés nustatytos prie T, verciy
derinant matematinj modelj (10). C — K}, s¢¢p (V) priklausomybé nuo pH.

21 paveiksle palygintos CA XIV ir EZA saveikos stebimosios laisvosios Gibso
energijos (AGsep) SU apskaiCiuota tikrine reiksme (AGiyr). Dél sulfonamido ir CAXIV —
Zn** — H,0 pK _ ver¢iy skirtumo, eksperimentiniai duomenys (esant pH 7, Kj, s¢ep = 6,5 X
108M~1, AGgop, = —53 kJ/mol + 0,9 kJ /mol) yra gerokai nutole nuo tikriniy parametry
(Kp_cir = 9,5 X 101°M ™1, AGy, = —65 kJ/mol + 0,36 kJ /mol). Taip pat stebimosioms
AG vertéms bidinga placios U formos priklausomybé nuo pH: stipriausias jungimasis
(neigiamiausios AG:.p) Yra pH esant arti neutralaus, kuriame deprotonizuoto ligando ir
protonizuotos CA frakcijy koncentracijos viena kitos atzvilgiu yra didziausios. Didéjant pH
maz¢ja protonizuotos CA — Zn?* — H,0 frakcija, o mazejant pH, mazéja deprotonizuotos EZA
formos frakcija ir todél, atitinkamai, didéja jonizacijai sunaudojamas energijos kiekis
(AGgrep). Siuo atveju, kuo mazesné ligando sulfonamidinés grupés pK , reikSmé, tuo daugiau
buferiniame tirpale, kurio pH 7, bty deprotonizuotos, sgveikauti su CA galinéios, junginio
formos, o skirtumas tarp stebimyjy ir tikriniy jungimosi parametry biity mazesnis.

Daugumoje literatiiros Saltiniy, vertinant ligandy gimininguma lyginami jy jungimosi
stebimieji parametrai, kurie ne visada koreliuoja su tikriniais, nuo eksperimentiniy salygy
nepriklausomais parametrais. Taciau tikriniai parametrai, leidzia susieti jungimosi
giminingumo poky¢ius su ligando struktiiros pakitimais, funkciniy grupiy jtaka. Sio tyrimo
metu nustatyta, jog CA XIV ir EZA saveikos tikriné disociacijos konstantos (K;) yra 132
kartus didesné uz stebimaja (esant pH 7). Be to, vieno eksperimento metu nustacius K, seep If
zinant CAZnH,0 ir ligando pK  vertes, tikrinius parametrus (Kj tixr, AGeiky) Paprasta

apskaiciuoti taikant (15) lygtj.
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21 pav. CA XIV ir EZA saveikos stebimyjy laisvyjy Gibso energijy (Gsep) priklausomybé nuo pH.
Tikriniai jungimosi parametrai ir CA XIV-Zn-H,0 pK, nustatomi AGgs, Vertes (®) aproksimuojant
lygtimi AGgiep = —RTINnK) tix,. Horizontalia linija pazymeéta nuo pH nepriklausoma jungimosi
tikriné laisvoji Gibso energija (AGiixr), mélyna — EZA sulfonamidinés grupés deprotonizacijos AGgp, O
raudona - hidroksido jono, esan¢io CA XIV aktyviajame centre, protonizacijos AGgep.

Palyginus visy membraniniy ir citozoliniy (I ir I) CA izoformy cinko jono prisijungusiy
vandens molekuliy pK, reikSmes (4 lentelé), matome, jog panaSumy yra tarp CA IV, XIV ir
tarp CA IX, XII. CAZnH,0 pK, reikSmés vaidina svarby vaidmenj ne tik jungiantis su
ligandais, bet ir fermentinéje katalizéje. Dél mazésnés pK,, CO, hidratacija gali vykti
mazesniame pH, o kataliziskai aktyviausiy CA II ir CA IX atveju, vienody fermento ir
protony akceptoriaus, His64, pK, verCiy déka, vyksta greitas termoneutralus protono
perdavimas [4].

4 lentelé. Membraniniy ir citozoliniy (I, II) CA izoformy aktyviame centre prie cinko prisijungusiy
vandens molekuliy pK, palyginimas.

Izoforma pK,
hCA I 8,1
hCA 112 6,9
hCA IV° 55
hCA 1X (CA domenas)* 7,0
hCA IX (CA domenas + PG)® 6,5
hCA XI1° 6,8
hCA X1V 6,0

& _ vertés is [118] Saltinio;

Y _ dr. L. Baranauskienés nepublikuoti duomenys;
¢ vertés is [4] Saltinio;

I vertés is [114] saltinio.
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3.5. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés XIV sgveikos su

sulfonamidiniais slopikliais tyrimas

Fluorescenciniu terminio poslinkio metodu (FTPM) iSmatuota 85 benzensulfonamidiniy
ligandy, susintetinty VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo
skyriuje (dr. V. Dudutiené), ir 5 medicinoje naudojamy CA slopikliy jungimasis su CA XIV.
Sisteminiai slopikliai etokzolamidas (EZA), acetazolamidas (AZM) yra efektyviis vaistai nuo
glaukomos, topiramatas naudojamas epilepsijos ir nutukimo gydymui. Vandenyje tirpus
dorzolamidas (DZM) ir brinzolamidas (BZM) iSrasti kaip sisteminiy glaukomos gydymui
naudojamy slopikliy pakaitalas, nes tiesiogiai lasinant j akis veikia vietiSkai ir sukelia maziau
nepageidaujamy pasaliniy poveikiy. EZA ir AZM jungimosi stiprumas patikrintas izotermine
titravimo kalorimetrija (ITK), o gautos K, vertés koreliuoja su nustatytomis FTPM.

FTPM metodu matuojant baltymo lydymosi temperattros (T;,,) pokyti tiriamas ligando
poveikis baltymo terminiam stabilumui. Kuo ligandas stipriau jungiasi, tuo labiau jis
stabilizuoja baltyma, t. y. tuo labiau pakelia baltymo T,,. Terminio poslinkio (22 A pav.)
grafike matome ANS fluorescencijos kreiviy poslinkj j auk$tesniy temperatiiry pus¢ didéjant
pridedamo slopiklio koncentracijai. Lydymosi temperaturos nustatymo paklaida ~0,2. Su
visomis CA eksperimentai atliekami naudojant 50 mM fosfatinj buferj, pH 7,0, esant 50 mM
NaCl, ir stebimosios jungimosi konstantos (Kj) yra ekstrapoliuojamos j 37 °C temperatiira.
Siuo metodu galima tirti saveikas be K}, nustatymo apribojimy, o eksperimentams reikalingi
mazi baltymy kiekiai, todél jis plac¢iai naudojamas ir farmacijos jmoniy, kaip pirminis
metodas atrankti stipriausiai besijungiancius ligandus. ITK metodu (22 B pav.) tiesiogiai
tiriant jungimosi reakcijos metu vykstancius Silumos pokycCius galima nustatyti visus
pagrindinius termodinaminius parametrus (AG,AH,AS), K, ir susijungian¢iy medziagy
stechiometrija, pagal kurig galima jvertinti tiriamo méginio kokybe ir aktyvaus baltymo kiekj
jame. Nepaisant visy Siy ITK privalumy, vienam eksperimentui sunaudojama daug baltymo,
priklausomai nuo kalorimetro ~0,2-0,3 mg CA, todél néra tinkamas rutininiams ligandy

saveikos su CA XIV tyrimams.
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22 pav. CA XIV saveikos su suldonamidiniais junginiais duomenys gauti FTPM (A) ir ITK (B)
metodais. A — virSutiniame paveikslélyje parodyti FTPM pirminiai duomenys — baltymo-ligando
komplekso denatiiracijos kreivés, gautos pridéjus jvairias ligando koncentracijas (0-200 uM); apacioje
- skirtingg ligandy jungimasi rodan¢ios dozavimo kreivés. B virSutinis paveikslélyje - ITK metodu
gauti pirminiai duomenys jungiantis CA X1V ir EZA; apacioje — integruotos kreivés. [L]/[P] — ligando
ir baltymo molinis santykis.

5 lentel¢je palygintos darbe tirty 2,3,5,6-tetrafluorobenzensulfonamidy, turin¢iy jvairias
grupes para padétyje, jungimosi su CA XIV ir kitomis zmogaus karboanhidraziy izoformomis
(CA 1, 11, VIl ir XI111) disociacijos konstantos (K,;). Junginiy struktiiros yra publikuotos [119]
Saltinyje. Kaip jau minéta, sulfonamidiniy slopikliy jungimosi stiprumui jtakos turi ligando
sulfonamidinés grupés ir baltymo aktyviajame centre esancios vandens molekulés,
koordinuojamos Zn?*, pK,, reikimés. Kadangi daugumos CA vandens molekuliy pK,~7, kuo
slopiklio pK, verté artimesné fiziologiniam pH, tuo didesné deprotonizuotos formos
koncentracija tirpale ir stebimas stipresnis jungimasis. Benzensulfonamidy (BSA) pK,=10,
ta¢iau ji sumazéja jvedus j benzeno Zieda viena ar kelis elektroneigiamus pakaitus, pavyzdziui
halogenus [6]. Nustatyta, jog fluoro atomy jvedimas ne tik sumazina sulfonamidinés grupés
pK,, bet ir pagerina junginiy farmakologines savybes (padidéja lipofiliskumas) [120]. Kaip
matome i$ lentelés ir i§ 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 lentelé. Fluorescentiniu terminio poslinkio metodu nustatytos CA XIV ir kity izoformy (CA 1, Il,
VII, XIlI) sgveikos su 4-pakeisty-2,3,5,6-tetrafluorobenzensulfonamidy disociacijos konstantos (K,)

(pH 7, 37°C).
Junginys | Pakaitas para padetyje Disociacijos konstantos K, (nM), CA izoformos:
CAI* | CAIF | CAVIEP | CAXIF | CAXIIEE | CAXIV

1 H 2,4 29 11 333 20 6,7

2 F 2,2 27 25 500 40 10

3a NHNH, 8,3 91 465 769 140 33

3b NHN=CHPh 4,0 2,9 43 667 2,2 3,3

3c SCH,CH,0H 0,11 |67 46 220 8,3 1,3

3d SO,CH,CH,0H 0,20 17 7,1 250 29 50

3e SCH,CH,CHj; 0,033 | 2,0 1,1 40 1,7 0,50

3f SCH,COOH 0,20 11 50 50 6,7 14

39 SCH,CH,COCH 0,40 20 10 91 20 3,3

3h NH(CH,)sCOOH 0,10 |67 147 200 14 20000

3i SPh 0,13 4,0 12 20 1,5 20000

3j SO,Ph 0,050 | 3,3 0,67 17 33 0,033

3k OPh 0,10 2,5 1,0 50 1,0 0,20

3l SCH,Ph 0,25 1,3 1,3 6,7 0,40 0,33

3m NHCH,Ph 0,20 |91 133 333 5,0 0,50

3n NHCH,CH,PhpOH 0,17 1,7 0,50 154 0,40 0,67

30 SCH,CH,Ph 0,20 1,7 0,83 110 0,22 0,14

3p SO,CH,CH,Ph 0,25 1,3 1,3 77 0,40 1,0

3q VRS 0,13 |18 83 500 25 1,4
s

3r 5@7 0,067 | 3,3 2,5 100 3,3 1300

3s N 2,5 10 10 290 2,5 0,25
<

3t 5_<\::© 1,1 1,1 0,22 200 0,25 0,050

3u NHQ 0,050 |5,0 1,0 17 0,5 0,060

3v }@ 0,40 6,7 13 110 2,5 0,30
e
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3w q O 14 6,7 1,7 670 2,0 5,0
<7 O
6a SCH,CH,0OH 200 130 170 2500 1400 40
6b SCH,CH,CHj3 4,5 13 17 400 50 11
6¢c SCH,CH,Ph 50 25 40 330 290 1,4
BSA 7140 | 1790 | 6670 12500 | 10000 1000
EZA 14 11 0,71 36 13 1,0
AZM 1400 | 38 17 133 50 11

® — vertés i$ [119] Saltinio.

I§skirtinai stiprus CA XIV jungimasis nustatytas su BZM ir DZM (23 pav.). Sie
vaistiniai junginiai slopindami akies obuolio kraujagyslése esanc¢ias CA 11, IV, XII efektyviai
mazina intraokuliarinj spaudima [121], o jy teigiamas poveikis tinklainés edema serganties
pacientams [122,123] galéty buti paaiskintas tinklainés pigmentinio epitelio CA Il ir XIV
slopinimu.

Lyginant su kitomis izoformomis, CA XIV budinga labai stipri saveika su
sulfonamidiniais ligandais - 70 % visy tirty ligandy jungimosi disociacijos konstantos (K;)
mazesnés nei 50 nM. Tokj didelj giminingumg galéty paaiskinti aktyviojo centro ypatumai ar
atskiry aminortgsciy-ligando sgveikoje dalyvaujanciy atomy nustatymas, tafiau tam S$iuo

metu nepakanka kristalografiniy duomeny.

ECA| mCAIll mCAVA mCAVI BCAVII mCAIX =CAXII =CAXIIl OCA XIV

1011 |
1010
10° -

108 1 —

107 E

106 1

Jungimosi konstanta K, (M™)

10° 1

104 : : : : : : : : : -
6a 3j 6c 30 6b 33 AZM EZA BZM DZIM

23 pav. 2,3,5,6-tetrafluorinty benzensulfonamidy ir vaistiniy junginiy sgveikos su CAl, 1l, Va, VI, VII,
IX, X1, X1 'ir X1V jungimosi konstantos K, nustatytos Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje.
CA X1V jungimasi su BZM ir DZM nustaté dr. L. Baranauskiené.
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katalizinj domeng atitinkantis rekombinantinis baltymas yra stabilus, fermentiskai aktyvus ir
dél to yra tinkamas modelinis baltymas tolesniuose tyrimuose. CA XIV budinga i$skirtinai
stipri sgveika su dauguma tirty sulfonamidiniy junginiy, ne tik didina tikimybe¢ atrasti i§
turimos ligandy bibliotekos ar sukurti labai gimininga ir net atranky liganda, bet taip pat kelia
ir daug klausimy: kokiy jégy déka vyksta tokios saveikos, kokie baltymo ar ligando
struktiiriniai ypatumai turi tam jtakos. Tam iSsiaiSkinti reikalinga CA XIV sgveikos su
pasirinktais ligandais iSsami termodinaminé analiz€é izoterminés titravimo kalorimetrijos
metodu, kadangi vienoda jungimosi gimininguma (AG) gali lemti skirtingi entalpijos ir
entropijos indeliai, bei baltymo-ligando kompleksy rentgenostruktiiriné kristalografiné
analizé. Didesniam baltymo kiekiui gauti, planuojama baltymo raiSkai iSbandyti zinduoliy

lasteliy kulttras.
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ISVADOS

1. Didziausig poveikj baltymo tirpumui turéjo biosintezés létinimas — tirpus baltymas
gautas Igsteles po indukcijos auginant 16 °C temperatiiroje. Keiciant ekspresuojamo
baltymo ilgj, kamieng ir mitybine terpg, CA XIV iseiga padidinta ~5 kartais.

2. Zmogaus CA XIV uzlastelinj domeng atitinkantis rekombinantinis baltymas yra
gautas kataliziskai aktyvus, savitasis aktyvumas panaSus ] literatiiroje aprasSyta.
Fermentiniu ir biofizikiniais metodais nustatytos acetazolamido giminingumo
konstantos panasios.

3. Su membrana susijusios CA IV, IX ir XIV yra vienos i§ stabiliausiy CA, kuriy
stabilumas nekinta pla¢iame pH intervale (5,5-9,0).

4. Nustatyta CA XIV aktyviajame centre esancio cinko koordinuoto hidroksido jono
protonizacijos pK, (6,0). Dél etokzolamido ir CAXIV — Zn?* — H,0 pK, verdiy
skirtumo, eksperimentiniai duomenys (esant pH 7, Kj, e = 6,5 X 108M ™1, AGg,,)p =
—53 kJ/mol £ 0,9 k] /mol) yra gerokai nutole¢ nuo tikriniy parametry (Kj gy =
9,5 X 101°M~1, AGj)r = —65 kJ /mol + 0,36 kJ /mol).

5. CA XIV budinga labai stipri sgveika su sulfonamidiniais ligandais — 70 % visy tirty

ligandy K; maZesnés nei 50 nM.
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SANTRAUKA

Karboanhidrazés (CA; E.C.4.2.1.1) yra cinko metalofermentai, kurie ekspresuojami
zmogaus audiniuose kaip penkiolika (CA 1-XIV) genetiskai atskiry izofermenty, 1§ kuriy
dvylika katalizuoja griztama anglies dioksido hidratacija. CA intensyviai tyrinéjamos dél jy
fiziologinés svarbos visose gyvosios gamtos karalystés ir dél medicininio pritaikymo, kaip
vaisty taikiniai gydant jvairias ligas. Transmembraninés CA XIV raiSka nustatyta daugelyje
metaboliskai aktyviy audiniy, pavyzdziui, smegenyse ir tinklainéje, inkstuose, kepenyse,
Sirdyje ir raumenyse, kuriuose reguliuoja uzlastelinés terpés pH. Be to, CA XIV atlieka
svarby vaidmenj formuojant normaly fotoreceptoriy atsaka j Sviesa.

Baigiamajame magistro darbe, suradus optimalias zmogaus karboanhidrazés XIV geno
raiskos Escherichia coli sglygas, gautas tirpus ir aktyvus rekombinantinis baltymas, nustatyta
skirtingy buferiy, reagenty ir pH jtaka Sio baltymo stabilumui, taip pat jvertinta klasikiniy ir
Biotechnologijos institute susintetinty ligandy sgveikos su rekombinantine CA XIV
termodinamika. Tirtos stabilumo savybés panaudotos renkantiS Saugojimo ir gryninimo
salygas. Slopikliy jungimosi giminingumas tirtas fluorescentiniu terminio poslinkio,
izotermings titravimo kalorimetrijos ir sustabdytos srovés CO, hidratacijos metodais. Be to,
apskaiciuotos rekombinantinés CA XIV sgveikos su etokzolamidu tikrosios, nuo pH
nepriklausomos jungimosi laisvosios Gibso energijos (jungimosi konstantos) ir jvertinta

aktyviajame centre esancio cinko jono koordinuojamos vandens molekulés 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 1-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 CO, hydration assay. Moreover, the
intrinsic pH-independent binding Gibbs free energies (binding constants) of etoxzolamide

binding were calculated and the protein pK, was estimated.
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PADEKA

Esu labai dékinga Prof. Daumantui Matuliui uz galimybg atlikti magistro darbg VU
Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje, uz jo nebléstantj
optimizma, skirtg laikg, pagalba ir patarimus. Taip pat Sirdingai noréc¢iau padékoti Dr. Vaidali
Juozapaitienei uz jos kantrybe ir suteiktas zinias geny inzinerijos srityje, j. m. d. Vilmai
Michailovienei uz preciziska baltymy gryninimo metody mokyma, Dr. Astai Zubienei ir Dr.
Linai Baranauskienei, Joanai Smirnovienei uz patarimus ir pasidalinta patirtimi biofizikiniy
tyrimy taikyme.

Dékoju kolegoms, visam gausiam laboratorijos kolektyvui uz darbingg ir kiirybiska

aplinka. Linkiu toliau nenustoti tobuléti ir siekti paciy geriausiy rezultaty.
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Moksliniy pranesSimy tezés, kuriose paskelbta dalis magistrinio darbo

rezultaty:

1. Bak$yté, S., Matulis, D. Characterization of membrane-bound carbonic anhydrase
isoforms 1V and XIV, 57th Scientific Conference for Young Students of Physics and

Natural Sciences ,,Open Readings”. 2014, Vilnius, Lietuva. (stendinis pranesimas);

2. Baksyté, S., Matulis, D. Slopikliy saveikos su karboanhidraze XIV tyrimai ,,Gyvybés
moksly veiksmo laboratorija/Life Sciences Action lab“, Vilnius, Lietuva, 2013. (Zodinis

pranesimas);,

3. Baksyté, S.. Slopikliy sgveikos su karboanhidraze XIV tyrimas terminio poslinkio
metodu. LMT studenty mokslinés praktikos konferencija, Vilnius, Lietuva, 2013. (Zodinis

pranesimas);

4. Baksyte, S., Timm, D., Zubriené, A., Gylyté, J., Dudutiené, V., Matulis, D.
Thermodynamics of inhibitor binding to difficult to purify recombinant carbonic
anhydrases VA and X1V with 4-subtituted-2,3,5,6-tetrafluorobenzenesulfonamides. COST
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