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Santrauka

Siame darbe siekiama vystyti metodus leidZian¢ius nustatyti baltymuy-ligandy jungi-
mosi tur] — svarbig, bet mazai iStirta termodinamine charakteristikg. Jungimosi turio
nustatymas prisidéty prie priesvéziniy vaistiniy junginiy vystymo, kuriy taikiniais gali
buti Siame tyrime naudoti zmogaus Saperono baltymas 90 (HSP90) ir karboanhidraziy
Seimos baltymai. Siame darbe buvo tiriama baltymuy-ligandy saveika naudojant auksto
slégio fluorimetrijos metoda, ir nagrinéjami karboanhidraziy fluorescencijos spektro po-
kyciai, kurie stebimi vykstant slégio jtakotiems baltymo konformacijos virsmams. Buvo
nustatyti I-os, II-os ir XIII-os karboanhidraziy izoformy lydymosi slégiai ir juy priklau-
somybé nuo denaturanto koncentracijos. Varijuojant slopiklio koncentracija nustatytas
[T-osios karboanhidrazés izoformos jungimosi turis su acetazolamidu (AZM). Taip pat
auksto slégio branduoliy magnetinio rezonaso metodu buvo tirti HSP90«a N-terminalinio
subvieneto konformaciniai poky¢iai ir jo saveika su slopikliais. Siuo metodu nustatytos
jo issivyniojimo tarpinés busenos susidarymui svarbios aminorugstys. Taip pat nustaty-
tos aminorugstys svarbios slopiklio prisijungimui. Atliekant eksperimentus skirtinguose
slégiuose bei esant skirtingoms slopiklio koncentracijoms, nustatytas slopiklio ICPD9 jun-

gimosi turis.
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Ivadas

Dar 1914-aisiais metais pirma karta buvo aprasytas auksto slégio poveikis baltymams.
Pastebéta, jog kiausinio baltyma veikiant aukstu slégiu (7000 atm.) jis koagulioja ir tam-
pa panasus j kietai virto kiausinio baltyma (Bridgman, 1914). Véliau daugelio bandymu
metu nustatyta, jog veikiant aukstu slégiu baltymai denaturuoja (Brandts et al., 1970).
Iki Siol manoma, jog Sio proceso metu vandens molekulés yra ,jspaudziamos” j hidrofobinj
baltymo globulés vidy (Day and Garcia, 2008). Taip pat buvo pastebéta, jog skirtingai nei
baltymy denaturacija temperatira, sléeginé denaturacija dazniausiai yra griztamas proce-
sas (Zipp and Kauzmann, 1973). Baltymu issivyniojima paprastai lydi ir ju turio pokyéiai
(Royer, 2002). Baltymy iSsivyniojimo metu susidariusj turio pokytj iSmatuoti tiesiogiai
yra labai sudétinga, taciau vienas is metody leidzianc¢iy nustatyti §j turio pokyti yra juy
denaturacija aukstame slégyje. Tokie eksperimentai leidzia ne tik nustatyti iSsivyniojimo
salygota baltymy turio pokytj, bet ir turio pokytj susidarantj baltymui jungiantis su jvai-
riais ligandais (Toleikis et al., 2011). Ligandy jungimosi turio pokytis yra mazai istirta
taciau svarbi termodinaminé savybeé, tiek taikomuoju poziuriu (pvz. vaisty kurime), tiek
fundamentalaus mokslo poziuriu (Kauzmann, 1987).

Siame darbe pateikiamas auksto slégio fluorimetrijos metodo taikymas baltymy kon-
formacijos pokyciy ir baltymu-ligandy saveikos tyrimams. Siekiant iStobulinti metodika,
buvo analizuoti fluorescencijos spektro pokyciai leidziantys stebéti baltymy konformacijos
kitimg. Pasirinkus konformaciniy pokyciy stebéjimo metodikag nustatyti baltymams iSsi-
vynioti reikalingi slégiai, istirta kaip jie priklauso nuo denaturanto koncentracijos tirpale.
Siuo metodu tirta ir karboanhidraziy saveika su slopikliais. Pasinaudojant ligandy savy-
be stabilizuoti karboanhidrazes pries slégine denaturacija, buvo nustatyti baltymo-ligando
saveikos termodimaniai parametrai: jungimosi konstanta ir sgveikos salygotas turis. Be
fluorescenciniy metody siame darbe taip pat aprasomi branduoliy magnetinio rezonan-
so (BMR) eksperimentai aukstame slégyje. Siais eksperimentais tirti vézinems lasteléms
svarbaus Zmogaus Saperono baltymo 90 (HSP90) konformaciniai poky¢iai aukstame slé-
gyje. Kadangi BMR metodas leidzia nustatyti konkrec¢iy aminorugsciy aplinkos pokytj,
nustatyta kurios aminorugstys keic¢ia padétis baltyma veikiant aukstu slégiu. Taip pat
siuo metodu tirta HSP90 sgveika su mazamolekuliniais ligandais. Isnaudojant anksc¢iau
paminétas BMR metodo galimybes, nustatyta, kurios aminorugstys svarbiausios baltymo-
ligando saveikoje. Eksperimentai, kurie buvo atlickami aukstame slégyje, taip pat leido

ivertinti ir del baltymo-ligando saveikos atsiradusj turio pokytj.
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Tikslai

Sio darbo tikslai yra:

o Pasinaudojant fluorimetrija aukstame slégyje nustatyti skirtingy karboanhidrazés

izoformy iSsivyniojimo turius.

o Sléginio poslinkio metodu nustatyti turj salygota karboanhidrazés ir jos slopiklio

saveikos.

« Branduoliy magnetinio rezonanso metodu istirti strukturinius baltymo HSP90a/N

subvieneto strukturinius pokycius aukstame slégyje.

o BMR metodu nustatyti HSP90aN ir ligandy saveikos salygota baltymo turj.
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1. Literaturos apzvalga

1.1. Slégio jtaka baltymams

Slégio jtaka medziagoms paklusta Le Chatelier principui — pusiausvyroje esanti siste-
ma, paveikta iSoriniy veiksniy, persitvarko maksimaliai sumazindama ty veiksniy poveikj.

Elementariai, dviejuy busenuy, pusiausvirajai sistemai galioja lygtis (1),

AG = —RTIn K = AE + pAV — TAS (1)

kur AG yra laisvosios Gibso energijos, AE — vidinés energijos, AV — turio, AS —
entropijos pokyciai, K — pusiausvyros konstanta, p — slegis, T" temperatura, o R — uni-
versalioji dujuy konstanta. Taigi pakélus sistemos slégj, sistema bandys sumazinti savo
turj. Skirtingai nei temperatura, kuri keicia tiek sistemos vidine energija, tiek ir turj (kas
neleidzia siy efektu atskirti), slégis keic¢ia tik sistemos turj. Todél slégis itin patrauklus
kintamasis tiriant baltymy strukturinius pokycius (Weber and Drickamer, 1983). Tai-
gi keiciant sistemos slégj galima jvertinti proceso turio pokyti AV. Tipinés AV vertés
biocheminiams procesams svyruoja tarp -50 cm?-mol~! ir 50 cm®-mol™' (Mozhaev et al.,

1996). Siame skyriuje bus aptariamos $iy poky¢iy molekulinés interpretacijos.

1.1.1. Baltymuy turis

Dalinis tirpinio turis, gali buti isreiskiamas lygtimi (2):
V0=V, +V;+ Vr+ B, RT, (2)

kur V,, yra tirpinio savitasis turis, V; — saveikos turis, kuris reiskia tirpiklio turio su-
mazéjama dél tirpinio poliniy grupiy hidratacijos, Vp — terminis turis atsirandantis dél
termiskai aktyvuojamos bendros tirpinio ir tirpiklio vibracijos, Sz, — tirpiklio izoterminio
suspaudziamumo koeficientas. (r, RT" démuo yra labai mazas, todél daznai nejtraukia-
mas j makromolekuliy tyrimus (Chalikian, 2003). Baltymo V},, dazniausiai apibréziamas
kaip Voronojaus turis. Tai turis apskaiciuotas naudojantis Richards sukurtu algoritmu,
kuris remiasi Voronojaus iSvesta geometrijos teorema (Richards, 1974). Naudojantis $iuo
algoritmu, kiekvieno atomo centras laikomas pradzios tasku. IS Sio tasko bréziami vek-
toriai | gretimiems atomams priklausancius taskus. Tuomet konstruojamos plokstumos,
kurios yra statmenos nubréztiems vektoriams ir dalina juos pusiau. Sios plokstumos ir
ju susikirtimo briaunos sudaro briaunainius kuriy viduje yra pradzios taskai. Yra apskai-
¢iuojamas maziausias briaunainis, jo turis priskiriamas pradzios taskui t.y. konkreciam
atomui. Sis procesas kartojamas visiems taskams. Minimaliis briaunainiai, dar vadina-
mi Voronojaus briaunainiais arba Voronojaus lastelémis (pavaizduota 1-ajame paveiksle),

wZima visg jmanoma turj, nepaisant jy iSsidéestymo. Siy briaunainiy turiy suma ir vadi-
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1 pav. Dvimatis voronojaus lasteliy brézinys.

nama baltymo Voronojaus tiriu. Sis metodas tinkamas tik vidiniams baltymo atomams,
nesgveikaujantiems su tirpikliu. PavirSiniy atomy turiams apskaic¢iuoti reikia papildomy
prielaidy ar molekuliniy simuliacijy vandens molekuléms isdélioti. Kitas V,, apibrézimas
yra baltymo molekulinis turis. Tai tirpikliui nepasiekiamas turis. Jis apskaiciuojamas
naudojant teorinj sferinj zonda, kuris atitinka tirpiklio molekule. Sis zondas déliojamas
tukstancius karty aplink baltymo molekule pozicijose kuriose jis nepatiria van der Waalso
persiklojimy, jo pavirsiaus taskai atsukti j baltyma tampa tirpikliui nepasiekiamu balty-
mo pavirSiumi (Connolly, 1983). Baltymo molekulinis turis yra dazniausiai apie 15 %
mazesnis nei jo Voronojaus turis (Chalikian, 2003).

Klasikinis globulinis baltymas aktyvioje formoje turi buti vandeninéje terpéje ir turéti
savitg tretine struktura, turinc¢ig Serdj kurios amino rugsciy liekanos yra nepasiekiamos
aplinkoje esan¢iam vandeniui (Chothia, 1984). Globulés viduje iSsidésciusios, tirpikliui
nepasiekiamos amino rugstys yra tankiai susipakavusios, pakavimosi tankis gali buti api-
bréziamas kaip santykis tarp molekulés van der Waalso voko ir jos uzimamos erdvés turio.
(Richards, 1974), Tadiau jos taip pat sudaro jvairias ertmes. Siy ertmiy buvimas leidZia
vykti jvairiems baltymy strukturiniams pokyciams, kurie vyksta ertmém keic¢iant savo
dydj, i$nykstant ir atsirandant (Hubbard and Argos, 1994; Richards, 1979). Sie baltymo
dinaminiai virsmai keicia ir baltymo uZimama tiirj. Sie poky¢iai pagrinde keicia savita-
ji baltymo turj V,, kuris yra sudarytas is individualiy atomy uzimamo turio ir globulés

viduje susidariusiy, tirpikliui nepasiekiamy ertmiy turio (Mozhaev et al., 1996).
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1.1.2. Baltymy isvyniojimas slégiu

Baltymy denaturacija apibréziama kaip baltymo ketvirtinés, tretinés ir antrines struk-
tury praradimas. Dar 1914 metais pirmg kartg pastebéta, jog baltymai paveikti aukstu
slégiu pakinta (Bridgman, 1914). Véliau jrodyta, kad dauguma baltymuy veikiant aukstu
slégiu i$ tikruju praranda savo natyvia struktura (Brandts et al., 1970). Skirtingai nei
terminé denaturacija, kuri yra negriztamas procesas sléginé denaturacija daznai yra grjz-
tama, sumazinus aplinkos slégj daugeliu atveju baltymai susigrazina savo struktira, bei
aktyvuma (Zipp and Kauzmann, 1973).

Denaturacija galima aprasyti kaip dviejy stadijy processg :

N =T, (3)

kur N — Natyvi, o U — iSvyniota baltymo formos. Taciau pastaruoju metu manoma, jog
egzistuoja ir tarpinés tranzicijos formos (Kuwajima, 1989). Kol kas, literaturoje labiau-
siai paplites natyvios formos praradimo mechanizmo aiskinimas yra paremtas vandens
sispaudimu” j baltymo ertmes. Lyginant BMR nustatytas baltymo strukturas skirtin-
guose, taciau zemesniuose nei iSvyniojimo, slégiuose §i iSvada patvirtinta. Aukstesniame
slégyje yra daugiau j baltymo ertmes jsiterpusiy molekuliy (Kundrot and Richards, 1987).
Vandens jsiskverbimo procesa galima isreiksti trimis parametrais: vandens dydzio ertmeés
atsidarymo tikimybe atitinkamoje aplinkoje — g, vidutine vandens prisijungimo energija
toje aplinkoje — < u > ir prisijungimo energijos pasiskirstymo iSplitimu — o. Keliant slégj
mazéja tikimybé susidaryti vandens dydzio ertmei tiek tirpiklyje, tiek baltymo molekule-
je. Taciau sis tikimybés mazéjimas tirpiklyje pasireiskia labiau, t.y. keliant slégj didéja
tikimybiy skirtumas. Like du faktoriai mazai kinta keliant slégj. Manoma, kad ertmeés at-
sidarymo tikimybiy skirtumas tarp dviejy aplinky ir yra pagrindinis vandens jsiskverbima
lemiantis faktorius (Day and Garcia, 2008).

Slégis vienaip ar kitaip jtakoja visas pagrindines baltymus stabilizuojanciy saveiky
rusis. Aukstesnis slégis yra palankus joniniy rysiuy (druskos tilteliu), susidaranciy tarp
baltymo aminorugsciy soniniy grupiy, disociacijai. Jony hidratacija pasizymi neigiamu
reakcijos turio pokyciu, kadangi vandens molekulés yra pritraukiamos arciau jono. Vien-
valen¢io jono hidratacijos tiirio pokytis AV yra apie 10 ml-mol~! daugiavalen¢iams jonams
jis gerokai didesnis (Van Eldik et al., 1989). Taigi nuo tirpiklio izoliuoty druskos tilteliy
disociacija ir hidratacija yra palanki aukstame slegyje. BMR eksperimenty metu paro-
dyta, jog baltymy sudaromi vandeniliniai rySiai trumpéja kylant slégiui (Li et al., 1998).
Tai reiksty, kad vandeniliniai rysiai yra stabilizuojami aukstu slégiu. Taciau Sis efektas
stipresnis aminorugstims saveikaujancioms su tirpikliu, todél tai taip pat gali prisidéti
prie baltymy issivyniojimo. Aukstame slégyje hidrofobiniy grupiy pernesimas j vandenj
pasizymi teigiamu turio pokyciu (Sawamura et al., 1989). Dél siy tyrimy ilgai buvo mano-

ma, kad aukstas slégis stabilizuoja hidrofobine sgveika. Kadangi hidrofobiné saveika yra
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viena pagrindiniy stabilizuojanc¢iy baltymo erdvine struktura, ilgai buvo nesuprantama
kaip slégis gali denaturuoti baltymus (Kauzmann, 1987). Taciau si problema pasidarée
aiskesné pradéjus nagrinéti hidrofobiniy grupiy pernesimag atvirksciai. Naudojant kom-
piuterines simuliacijas, kuriose buvo nagrinéjamas ne hidrofobiniy grupiy pernesimas j
vandenj, bet vandens pernesimas j hidrofobine aplinka nustatyta, jog slégis destabilizuoja
hidrofobinius kontaktus. Tai dar karta parodo, jog skirtingai nei denaturacija karsciu,
kuri skatina nepoliniy grupiy pernesima j vandenj, sléginé denaturacija jspaudzia vandens
molekules j hidrofobine baltymo Serdj (Hummer et al., 1998)

Daugelio tyrimy metu pastebéta, jog denaturacija slégiu daznai yra grjztamas procesas
(Hawley, 1971; Zipp and Kauzmann, 1973). Siuose tyrimuose spektroskopiniais metodais
parodyta, jog skirtingai nei po denaturacijos karsc¢iu, aukstu slégiu denaturuotas balty-
mas atgauna didziajg dalj savo prarasty struktury, sugrazinus jj i atmosferinj slégj. Taip
pat nustatyta, jog kai kuriais atvejais aukstesnis slégis netgi stabilizuoja baltyma pries
denaturacija karsciu, kas rodo jog sléginé ir temperaturiné denaturacija vyksta skirtin-
gais mechanizmais. Rentgeno spinduliy difrakcijos, bei Furje infraraudonyjy spinduliy
spektroskopijos metodais parodyta, kad sléginés denaturacijos metu baltymui agreguo-
jant susidaro zymiai maziau tarpmolekuliniy S—klosCiy, nei temperaturinés denaturacijos
atveju Panick et al. (1999). Dimeriniy baltymy disociacija aukstame slégyje taip pat yra
griztamas procesas. Dimerai aukstame slégyje disocijuoja, nes juy sgveikos vietoje atsiran-
da tusciy ertmiy, todél dimero turis dazniausiai didesnis nei atskiry monomery (Paladini

and Weber, 1981).

1.2. Baltymy cheminé denaturacija

Baltymy denaturacija cheminiais reagentais nekeic¢iant kity parametry yra vadinama
chemine denaturacija. Siam procesui naudojami reagentai vadinami chaotropais arba tie-
siog denaturantais. Karbamidas ir guanidino hidrochloridas (GndHCI) (2 pav.) yra gerai
zinomi denaturantai. Ju savybe denaturuoti baltymus pastebéta dar 1938-aisiais metais
(Greenstein, 1938). Baltymy cheminei denaturacijai reikalingos didelés siu denaturanty
koncentracijos (3-8 M). Denaturacija guanidino hidrochloridu kaip ir deanturacija slégiu
yra griztamas procesas (Greene and Pace, 1974). Nustatyta, jog daugelio baltymuy denatu-
racijos laipsnis kinta tiesiskai priklausomai nuo GndHCI koncentracijos, taip pat tiesiskai
kinta ir stebimoji iSsivyniojimo Gibso energija — AGy. Siuo metu guanidino hidrochlori-
das yra vienas populiariausiy denaturanty naudojamy baltymy stabilumo tyrimams. Yra
kelios viena kitai priestaraujancios teorijos aiskinancios jo veikima. Sios teorijos toliau
aprasomos Siame skyrelyje.

Klasikinis globuliniy baltymy susivyniojimo aiskinimas teigia, jog viena pagrindiniy
priezasciy, kodél baltymai natyviomis salygomis jgaung susipakavusig, zemos entropijos

konformacija, yra hidrofobinis efektas. Vienas is jo atsiradimo aiskinimy remiasi vandens

10
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H2N NHQ HQN NH2

NH; O

(a) Guanidino jonas (b) Karbamidas

2 pav. Populiarus baltymy denaturantai.

molekuliy polinkiu sudaryti vandeniliniy rysiy tinkla tarpusavyje. Jeigu cheminé grupé
néra pakankamai hidrofiliska, kad iSstumty vandens molekule sudarydama vandenilinj
rysi, $i grupé paslepiama vandeniui nepasiekiamoje baltymo serdyje.

Kol kas vienas pagrindiniy klausimy siekiant nustatyti denaturanty veikimo mechaniz-
ma yra ar denaturantai tiesiogiai saveikauja su baltymo molekule, ar dalyvauja bendroje
tirpiklio reorganizacijoje kurios pasekoje baltymas destabilizuojamas. Viena vyraujan-
¢iy nuomoniy teigia, jog denaturanty veikimo mechanizmas remiasi poline, elektrostatine
saveika tarp polipeptido grandinés ir denaturanty. Tiriant Sig saveika kalorimetriniais
metodais parodyta, jog Sis procesas gali buti aprasomas paprastu jungimosi modeliu, su
daugeliu energetiskai ekvivalenc¢iy denaturanto prisijungimo viety (Makhatadze and Pri-
valov, 1992). Taciau termodinaminiy parametry gauty Siais tyrimais vertés nesutampa
su itin didelémis denaturanty koncentracijomis reikalingoms isvynioti baltymus. IS kitos
puses yra parodyta, kad denaturantai pakei¢ia vandens strukturg. Pavyzdziui skaiciavi-
mai naudojant Monte Carlo metoda rodo jog tiek karbamidas, tiek guanidino chloridas
nepaisant to, kad yra polinés tirpumo vandenyje atzvilgiu, keicia vandens vandeniliniy
rysiy ilgius ir kampus taip kaip nepolinés molekulés (Vanzi et al.; 1998). Tai gali turéti
jitakos hidrofobinio efekto stiprumui, taigi ir globuliniy baltymy natyvios strukturos sta-
bilumui. Taip pat laiko skyros spektroskopijos metodais parodyta, jog karbamidas gali
suristi vandens molekules taip sulétindamas jy dinamika. Taciau Sio efekto mastas net
ir esant dideléms karbamido koncentracijoms (8 M) yra labai mazas, daugelis vandens
molekuliy islieka nepaveiktos, taigi néra ir jtakos vandeniliniy rySiy stiprumui (Rezus
and Bakker, 2006). Griztant prie tiesioginés denaturanty saveikos klausimo, taip pat né-
ra visiskai aiSku ar denaturantai sagveikauja su polipeptidinés grandinés ,stuburu” ar su
soninémis grupémis (Stumpe and Grubmiiller, 2007).

Nagrinéjant denaturanty veikimo mechanizmg yra vis dar daug neisspresty klausimy.
Taciau gan vieningai sutinkama dél jy jtakos baltymy iSsivyniojimo termodinaminiams
parametrams. Denaturantai tiesiskai mazina issivyniojimo laisvaja Gibbso energija, taip

sumazindami energetinj barjera tarp natyvios ir iSsivyniojusios baltymo konformacijy.
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1.3. Fluorescenciniai baltymy iSsivyniojimo tyrimo metodai

Fluorescenciniai metodai yra vieni populiariausiy tiriant baltymy iSsivyniojima. Tai
lemia keletas esminiy Siy metody savybiy. Kadangi fluoroforo fluorescencija labai pri-
klauso nuo jo aplinkos (pvz. hidrofobiné ar hidrofiliné), tai pastaroji savybeé isnaudojama
stebint baltymo iSsivyniojima. Fluorescencinio signalo atsakas yra labai greitas, kas lei-
dzia stebéti ir proceso kinetikg. Baltymy tyrimuose naudojami fluoroforai skirstomi j dvi
grupes: 1) vidiniai kurie egzistuoja naturaliai baltymo sudétyje (triptofanas, fenilalaninas,
tirozinas) ir 2) iSoriniai kuriy j méginj jdedama papildomai. Siame skyrelyje bus aptarti

darbe naudojami vidiniai ir iSoriniai fluoroforai bei darbo su jais specifika.

1.3.1. Vidiné fluorescencija

Is baltymus sudaranciy amino rugsciy, trys yra vidiniai fluoroforai: triptofanas, ti-
rozinas ir fenilalaninas. Kadangi tirozinas ir fenilalanins pasizymi mazais ekstinkcijos
koeficientais, prastomis kvantinémis iSeigomis ir prastu fluorescencijos jautrumu aplinkos
pokyciams, baltymy tyrimuose dazniausiai stebima triptofano fluorescencija.

Triptofano sugerties maksimumas yra apie 280 nm taciau siekiant atskirti triptofano
fluorescencija nuo tirozino ir fenilalanino dazniausiai suzadinimui naudojama 295 nm ar
net ilgesniy bangos ilgiy Sviesa. Triptofano fluorescencijos maksimumas gali buti tarp
308 nm ir 353 nm. Triptofanas fluorescuoja trumpesniy bangy ruoze kuomet jis yra vi-
siSkai pasléptas nuo vandens ar kity poliniy grupiy, taciau didéjant aplinkos poliskumui
stebimas raudonasis poslinkis — triptofanas fluorescuoja ilgesniy bangu ruoze (Burstein
et al., 1973). Tai ypa¢ naudinga baltymy konformacijos tyrimuose, kuomet triptofano So-
niné grupé natyvios konformacijos baltyme yra paslépta hidrofobinéje Serdyje, o baltymui
iSsivyniojant triptofanas vis labiau atveriamas j polinj tirpiklj. Paslépto triptofano fluo-
rescencijos maksimumas priklausomai nuo baltymo sukurtos aplinkos gali svyruoti tarp
308 nm ir 332 nm, tuo tarpu atvertas j vandenj triptofanas intensyviausiai fluorescuoja
353 - 355 nm bangos ilgio ruoze (Reshetnyak and Burstein, 2001). Toks skirtumas leidzia
identifikuoti atverto ir paslépto triptofano fluorescencijos spektrus.

Be fluorescencijos spektro maksimumo kita svarbi triptofano fluorescencijos charakte-
ristika yra kvantiné iSeiga arba emisijos intensyvumas. Taciau skirtingai nei fluorescenci-
jos spektro maksimumo atveju, triptofano fluorescencijos intensyvumo pokyciai kei¢iantis
baltymo konformacijai yra sunkiai nuspéjami. Pagrindiné to priezastis, jog kai kurie bal-
tymo strukturos elementai — tam tikros amino rugsciy Soninés grupeés ir net pats peptidinis
rysys efektyviai gesina triptofano fluorescencija (Chen and Barkley, 1998) (Yuan et al.,
1998). Jeigu natyvioje baltymo konformacijoje fluorescencija néra efektyviai gesinama,
baltymui iSsivyniojus gali buti stebimas fluorescencijos intensyvumo sumazéjimas dél tir-
piklio gesinimo. Taciau esant situacijai kuomet fluorescencija stipriai gesinama natyvioje

strukturoje, tirpiklio gesinimas gali buti silpnesnis ir baltymui issivyniojant fluorescencijos
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intensyvumas padidés.

1.3.2. ISoriniai fluoroforai

Baltymy iSsivyniojimo tyrimams be vidinés fluorescencijos taip pat gali buti naudojami
ir fluorescentiniai dazai arba zondai. Vienas is jy yra 8-anilinonaftalen-1-sulfoniné rugstis
(ANS) pavaizduota 3-ajame paveiksle. Dar 1954 pastebéta, jog i vandeninj Sio junginio
tirpalg pridéjus baltymo — jaucio serumo albumino, ANS fluorescensija smarkiai padidéja
(Weber and Laurence, 1954). Nuo to laiko ANS placiai naudotas baltymuy bei membrany
tyrimams kaip fluorescentinis zondas (Kane and Bernlohr, 1996; Povarova et al., 2010;
Slavik et al., 1982)

NH

SN

S
\O
HO

3 pav. 8-anilinonaftalen-1-sulfoniné rugstis.

ANS fluorescencijos kvantiné iSeiga priklauso nuo aplinkos poliskumo. ANS fluores-
cencija yra gerai gesinama vandens molekuliy, o fluorescencijos intensyvumas didziausias,
kuomet ANS molekulé paslépta nuo vandens baltymo hidrofobinéje kisenéje (Slavik, 1982).
ANS molekulé prie baltymo prisijungia specifinése vietose su atitinkama stechiometrija.
Panasu jog ANS prisijungimg pirmiausia jtakoja joniné sgveika su baltymo amino rugsciy
katijoninémis grupémis. Taciau ANS molekulés didzioji dalis yra hidrofobiné, todél ideali
ANS prisijungimo vieta turi turéti katijoning grupe esancig baltymo viduje su kuria ANS
molekulés sulfonato grupé sudaro joninj rysj, o likusi dalis paslepiama baltymo hidrofobi-
néje kisenéje (Matulis and Lovrien, 1998). Taip prisijungusi ANS molekulé baltymui esant
natyvioje konformacijoje dazniausiai yra paslépta nuo vandens, o baltymui iSsivyniojant
yra atveriama. Tai leidzia ANS fluorescencijos pokycius susieti su baltymo konformacijos

poky¢iais.

1.4. Branduoliy magnetinio rezonanso tyrimai

Baltymai yra dinaminés strukturos, jiems budingi jvairus konformaciniai persitvar-

kymai atliekant savo funkcija, prisijungiant ligandus, katalizuojant chemine reakcijg ir
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t.t. Dél Sios priezasties yra svarbu stebéti baltymus juy dinaminéje busenoje t.y. tirpa-
le. Labiausiai paplites baltymy strukturos nustatymo metodas yra rentgenostrukturiné
kristalografija. Taciau Sis metodas leidzia nustatyti tik kristalines baltymo strukturas,
taip nejmanoma matyti baltymo dinamin¢je busenoje. Taciau baltymo dinamine buse-
ng galima stebéti branduoliy magnetinio rezonanso (BMR) metodu. Siame skyriuje bus

nagriné¢jamas sio metodo veikimo principas, variantai ir pritaikymas baltymy tyrimams.

1.4.1. BMR veikimo principas

BMR veikimas paremtas magnetiskai aktyviy branduoliy energijos sugertimi magneti-
niame lauke. Skirtingoje aplinkoje esantys branduoliai pasizymeés skirtinga sugertimi, Siy
signaly visuma ir sudaro vienmatj BMR spektra.

Protonai ir branduoliai pasizymi vidiniu kampiniu momentu vadinamu sukiniu S i3 ju
kyla magnetinio sukinio dipolio momentas - supaprastintai magnetinis momentas fi. Siy
vektoriy sumos yra branduolio kampinis momentas ir magnetinio sukinio dipolio momen-

tas. Branduolio kampinis momentas yra kvantuotas dydis ir aprasomas lygtimi (4)

S =n(/I(I + 1)), (4)

kur A yra redukuotoji Planko konstanta, I — branduolio sukinio kvantinis skai¢ius, kar-
tais supaprastintai vadinamas tiesiog branduolio sukiniu. Branduolio sukinio reikSmeés
gali buti tik §. Branduolio magnetinio dipolio sukinio momentg su branduolio sukiniu

tiesiogiai sieja branduolio gyromagnetinis santykis ~:

i=~S (5)

Kuo didesnis branduolio gyromagnetinis santykis tuo jautresnis to branduolio BMR eks-
perimentas. Visi branduoliai kuriy sukinys néra lygus nuliui yra magnetiskai aktyvus ir
gali buti stebimi BMR pagalba. Sukinys lygus nuliui jei branduolys turi lyginj protony ir
neutrony skaic¢iy. Magnetinis momentas [ supaprastintai gali buti laikomas mazu magne-
tu, kuris reaguos j sukurtg isorinj magnetinj lauka By. Branduolio sukinio S ir magnetinio
momento projekcijos iSoriniame magnetiniame lauke By kuris atitinka Z asj (4 pav.), jo

atzvilgiu gali buti aprasoma dydziais S, ir u, iSreiskiamais lygtimis (6), (7):
SZ = hm T (6)

Hz = 7hm1, (7)

kur m; yra magnetinis kvantinis skaicius. m; gali jgauti reikSmes nuo -1 iki I, pavyzdziui
protonas H kurio I lygus % gali turéti dvi m; reikSmes — % ir —%. Tokiu atveju projek-

cija S, gali turéti tik dvi orientacijas: lygiagrecia ir priesinga 7 asSiai. Nesant iSoriniam
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magnetiniam laukui Sios padeétys yra energetiskai ekvivalencios, taciau esant iSoriniam
magnetiniam laukui jos atsiskiria | du energetinius lygmenis kurie skiriasi energijos kvan-

tu AE. AFE gali buti apskai¢iuojama naudojantis Hamiltono operatoriumi (8):
H = —yhiB, (8)

Gaunama, jog AFE priklauso nuo magnetinio lauko stiprumo ir magnetinio momento pro-

jekcijos vertes:
AE =2u,By = —vhB, (9)

Kadangi energija gali buti isreiksta kaip vienas kvantas:
AFE = hv, (10)

is lygciu (10) ir (9) galime isreiksti bangos daznj reikalinga suzadinimui:

hl/o = —’YhB() (11)
i

= —B,. 12

Vo o7 0 ( )

Si igraiska yra fundamentali rezonanso salyga. Branduolys kurio sukinys yra %, patirs
vieng kvantuotg tranzicija iS zZemesnio energetinio lygmens j aukstesnj, kad Sis procesas
vykty branduolj reikia paveikti hvy daznio elektromagnetine banga. Sis daznis vadina-
mas Larmoro dazniu. Jo verte priklausys nuo iSorinio magnetinio lauko ir branduolio

prigimties.

T

4 pav. Sukinio ir iSorinio magnetinio lauko sarysis erdvéje.
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1.4.2. Cheminis poslinkis

Branduoliy sukiniai magnetiniame lauke néra izoliuoti. Jie saveikauja su aplinkoje
esandiais kitais branduoliais ir elektronais. Si saveika gali vykti tiek per cheminius rysius,
tiek per erdve. Si saveika lemia cheminio poslinkio reigkinj. Tai vienas pagrindiniy faktoriy
itakojanc¢iy BMR spektro forma, todél visuose BMR tyrimuose cheminis poslinkis yra
vienas pagrindiniy démesio objekty.

Cheminis poslinkis ¢ gali buti apibréziamas rezonansiniy linijy poslinkiu BMR, spekt-
re. Sio poslinkio pagrindas yra vietinis magnetinis laukas veikiantis stebimg branduolj.
Elektronai cirkuliuojantys iSoriniame magnetiniame lauke By sudaro maza vietinj mag-
netinj lauka B, kuris ekranuoja isorinj magnetinj lauka. Vietinis magnetinis laukas
veikdamas stebima branduolj keic¢ia jo Larmoro daznj. Sis ekranavimas isreiskiamas ek-

ranavimo konstanta o:
Bviet = (1 - 0)307 (13)

Ekranavimo konstanta su cheminiu poslinkiu susieta lygtimi (14):
§=—o. (14)

Tam, kad panaikinti priklausomybe nuo iSorinio magnetinio lauko, cheminis poslinkis
dazniausiai iSreiskiamas milijoninémis dalimis standarto atzvilgiu. ISreiskiama lygtimi
(15):

(Vo — Vstandartas) X 10°

Vstandartas

5= (15)

Standartais gali buti jvairts junginiai. '*C ir 'H spektroskopijoje dazniausiai naudojamas
tetrametilsilanas (TMS), H;PO, ir CF;COOH naudojami atitinkamai *'P ir "F spekt-
rams gauti. BMR spektroskopijoje vietoje protoniniy tirpikliy dazniausiai naudojami

deuterinti tirpikliai, priesingu atveju tirpiklio spektras nustelbty méginio spektra.

1.4.3. Sukinio-sukinio sgveika

Kitas faktorius jtakojantis BMR spektra yra sukinio-sukinio saveika. Sukinio-sukinio
saveika pasireiskia per cheminius rysius ir per erdve, tac¢iau per erdve pasireiskianti sg-
veika tirpaluose isnyksta. Kadangi branduoliai taip pat sukuria maza elektromagnetinj
lauka saveikaujantys branduoliai jtakoja isorinj magnetinj lauka B, vienas kitam. Kaip
pavyzdys paimamas méginys kuriame egzistuoja du sgveikaujantys protonai A ir B pasi-
zymintis skirtingais cheminiais poslinkiais. Protono magnetinis momentas isorinio lauko
atzvilgiu gali turéti dvi padétis lygiagrecig ir priesinga jam. Lygiagrecios padéties atve-
ju protonas A stiprina iSorinj magnetinj lauka By protonui B, priesingos padéties atveju
protonas A silpnina By protonui B. Lygiai taip pat protonas B veikia protong A. Taip

priklausomai nuo padéties protony cheminis poslinkis pasikeidia j viena ar kita puse. Sis
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efektas yra mazas palyginus su elektrony ekranavimu, taciau spektre vis tiek stebimas.
Siuo atveju vietoje dviejy atskiry protony smailiy BMR spektre matomos dvi sudvigubé-
jusios smailés vadinamos dupletais. Si saveika charakterizuojama sukinio-sukinio sgveikos
konstanta jap. Tai yra intervalas tarp dviejy branduolio smailiy. j4p vertés priklauso
nuo branduoliy magnetiniy momenty, rysiy skaiciaus, ilgio, hibridizacijos tipo, pakaity,

elektrinio neigiamumo. Si saveika dar vadinama j-saveika.

1.4.4. Vienmaciai BMR spektrai

Kaip minéta ankséiau BMR signalui gauti reikalinga spinduliuoté, kurios daznis ar-
timas Larmoro dazniui. Tai gali buti pasiekta pastovios bangos spinduliuote arba radijo
daznio (RD) pulsu. BMR signalo gavimas susideda i energijos sugerties ir po to sekan-
¢io jos iSspinduliavimo. RD pulsas i$ pradziy suzadina auksto daznio juosta, dél kurios
atsiranda osciliuojantis ir nuo laiko priklausomas RD laukas, kuris prisideda prie iSorinio

magnetinio lauko, visas iSorinis magnetinis laukas gali buti iSreikstas taip:
Bbendras = ZBl + COS(WTdt) + kBO7 (16)

kur w,q yra pulso daznis, ¢ vienetinis Ox asies vektorius, o k yra Oz asies vienetinis
vektorius. Suzadinima pulsu galima jsivaizduoti koordinaciy sistemoje kur magnetizacijos
vektorius M yra orientuotas Oz asyje. RD pulsai pakeicia Sio vektroiaus orientacija. RD
pulsas turi buti pakankamas, kad paversty magnetizacijos vektoriy reikiamu kampu a.
Sis kampas priklauso nuo gyromagnetinio santykio, pulso stiprumo ir trukmés, aprasomas
Ernsto taisykle:

a = vBit,. (17)

Kai magnetinis vektorius orientuotas ne Oz asyje sukuriama elektros srové. Paveikus 90°
pulsu vektorius M bus orientuotas OX asyje. Tokiu atveju bus registruojamas maksi-
malus BMR signalas. Paveikus 180° pulsu vektorius bus orientuotas neigiamoje Oz aSies
dalyje, tokiu atveju signalas neregistruojamas. Signalas netrunka amzinai. Jis osciliuoja
nykdamas, sis relaksacijos procesas charakterizuojamas relaksacijos laikais: isilginiu — 7T}
ir skersiniu — 7. T} apraso M, sugrizima j savo pusiausvyrine verte. T, charakterizuoja
M, ir M, verc¢iy nykimg. Tai gali buti isreiksta lygtimi (18):

—t

Mxy)(t) = May) (0)e™ (18)

Tokiu budu vyksta vadinamasis laisvas indukcijos gesinimas (Free Induction Decay —
FID). Duomenys gauti i§ FID isreiskiami kaip funkcija nuo laiko, todél dazniausiai pries
juos nagrinéjant vykdoma Furje transformacija. Furje transformacija laiko funkcijag vercia
daznio funkcija:

F(v) = f(t)e ?™dt. (19)
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5 pav. Vienmatis 'H BMR spektras.

Spektrui gauti méginys suzadinamas daugeliu pulsy, o FID kreives susumuojamos. Furje
transformacija leidzia iSreiksti BMR duomenis grafiku vaizduojanéiu intensyvumo pri-
klausomybe nuo daznio. Tai yra paprasciausias vienmatis (1D) BMR spektras, vienmatis

BMR spektras atvaizduotas 5—ajame paveiksle.

1.4.5. Dvimadiai BMR spektrai

Kaip nagrinéta anksciau vienmatis BMR spektras vaizduojamas kaip intensyvumo
priklausomybé nuo daznio. Dvimaciame (2D) spektre pridedama papildoma daznio aSis.

Siame skyrelyje bus nagrinéjami 2D BMR spektry variantai.

Koreliacijos spektroskopija. Paprasciausias dvimatés spektroskopijos budas yra
j-koreliacijos spektroskopija (COSY). Ja nustatomi vienas su kitu saveikaujantys sukiniai.
Eksperimento metu veikiama 90° RD pulsu, tada seka evoliucijos laikas ir veikiama antru
90° RD pulsu, po kurio registruojama osciliuojanti banga. Evoliucijos laikas gali biiti
keiciamas taip gaunamos dvi daznio asys. COSY eksperimento metu smailés issidélioja
jstrizainéje, t.y. abiejuose dazniy asSyse turi tokiag pacig verte. Uz jstrizainés riby esancios
signaly smailés vadinami kryzminiais signalais, jie atitinka sgveikaujancius branduolius.
COSY spektras parodo j-saveika. Visiskos koreliacijos spektroskopija (TOCSY) yra CO-
SY atmaina. Jos metu stebimi ne tik tiesiogiai sgveikaujantys protonai, bet ir toliau
esantys, taciau vis dar priklausantys tai paciai sgveikos sistemai protonai. Hetero bran-
duoliy koreliacijos spektroskopija (HETCOR) yra koreliacinés spektroskopijos atmaina,

kurioje stebima skirtingy branduoliy koreliacija.

Branduolinis Overhauzerio efektas. Be j-koreliacijos yra ir kity efekty galinciy
perduoti magnetizma tarp branduoliy. Vieno branduolio suzadinimas gali sukelti mag-
netizmg salia esanc¢iuose branduoliuose per dipoline saveika. Tai vadinama branduoliniu

Overhauzerio efektu (NOE). Sis efektas i$naudojamas branduolinio Overhauzerio efekto
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spektroskopijoje (NOESY). Sio metodo metu suzadinamas vienas branduolys ir stebima
kaip tai keicia su juo saveikaujancio branduolio signala. Kaip ir COSY eksperimento metu
gaunamas grafikas kurio jstrizainéje issidésto branduoliy pikai, o pikai uz jos riby atitinka
saveikaujancius branduolius. NOE priklauso nuo atstumo tarp branduoliy todél siuo me-
todu galima iSmatuoti atstumus tarp sgveikaujanciy branduoliy. NOESY eksperimentas

ypac¢ naudingas makromolekuliy konformacijos tyrimuose.

Koherencijos spektroskopija. Kai kurie branduoliai pavyzdziui *>N dél savo mazo
gyromagnetinio santykio pasizymi mazu jautrumu BMR eksperimentuose. Todél ieskota
budy kaip padidinti juy jautruma. Vienas geriausiy metody tam yra heterobranduoliy vie-
netinio kvanto koherencijos spektroskopija (HSQC). Sis metodas pagristas magnetizmo
pernesimu i$ protono i maziau jautry heterobranduolj (Bodenhausen and Ruben, 1980).
HSQC metodu gaunamas grafikas kuriame viena smailé atitinka viena vandenilio ir hete-
robranduolio sgveika. Sis metodas gerai pritaikomas baltymy tyrimams. Siems tyrimams
naudojami baltymai su Zymétais azoto atomais, t.y. ju sudétyje vietoj N azoto atomy
yra °N azoto izotopai. Kiekviena baltymo aminoriigstis iSskyrus prolina turi viena amidi-
nj protona sujungta su amidiniu azotu. HSQC spektre stebima koreliacija tarp amidiniy

azoto ir vandenilio branduoliy, taip kiekviena amino rugstis turi savo smaile.

1.4.6. BMR panaudojimas baltymy tyrimams

Baltymy strukturos BMR metodu. Ilga laika Rentgeno spinduliy kristalogra-
fija buvo vienintelis metodas leidziantis nustatyti baltymo struktura. Iki tol kol 1984
metais mokslininky grupé Ciuriche, Sveicarijoje iSsprendé jau¢io seklos proteazes slopik-
lio strukturg (Williamson et al., 1985). Tai buvo pirmoji baltymo struktura, kuri buvo
iSspresta panaudojus BMR metoda. Nuo to laiko Sis metodas isSpopuliaréjo ir tapo gera
alternatyva Rentgeno spinduliy kristalografijai, kadangi baltymo struktura nustatoma ne
kristalinéje, o dinaminéje busenoje. Iki dabar baltymy strukturos nustatymui dazniausiai
naudojamas dar 1986 metais publikuotas standartinis protokolas. Turi buti paruosiamas
itin didelés koncentracijos tirpalas, rekomenduojama koncentracija yra 1 mM, Sis reikala-
vimas yra vienas pagrindiniy BMR metodo apribojimy daugeliui maziau tirpiy baltymuy.
Toliau strukturos nustatymui svarbiausias yra NOESY eksperimentas. Jis leidzia iSma-
tuoti atstumus tarp protony. Kuo didesnis baltymas tuo tampa sunkiau priskirti atskirus
rezonansus priklausan¢ius konkredioms aminorugstims. Siai problemai isspresti baltymai
daznai zZymimi *C, N ir kartais net H izotopais. Tai padaroma auginant baltyma E.coli
bakterijose minimalioje terpéje naudojant izotopais Zymeétus reagentus. Zymeéjimas leidzia
naudoti heterobranduolinius metodus. Gaunami 3D ar net 4D spektrai kuriuose signalo
smailés atidedamos j *C ir N agis. Gavus reikiamus BMR spektrus reikia priskirti rezo-

nansus atitinkamoms amino rugstims (baltymo 2D BMR spektras pavaizduotas 6-ajame
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6 pav. Dvimatis N atomais Zymeéto baltymo spektras. Kiekviena spektre matoma
smailé atitinka vienos aminorugsties rezonansa.

paveiksle). Tai atlickama nuoseklaus priskyrimo metodu (Wagner and Wiithrich, 1982).
Unikalus dviejy ar keliy amino rugsciy segmentai identifikuojami BMR eksperimentu ir
priskiriami konkrec¢ioms amino rugstims lyginant duomenis su cheminiu budu nustaty-
ta baltymo amino rugsciy seka. Saveikos tarp Salia esanc¢iy amino rugsciy protony gali
nustatomos pagal branduolinius Overhauzerio efektus (NOE). Maziems baltymams Sios
saveikos gali biiti jvertintos vien i§ "H spektro, taciau didesniems reikia pasitelkti 3D spekt-
rus. Baltymo strukturos nustatyme svarbiausi yra NOE virsutinio atstumo suvarzymai.
Norint gauti aukstos rezoliucijos struktura reikia gauti kuo daugiau NOE konformaciniy
suvarzymy. Tai atliekama keletu cikly. Gautame 2D NOESY spektre su priskyrimais,
ieskoma signaly uZ jstrizainés kurioje suzZymeéti visi protonai riby. Sie signalai atitinka
dviejy protony konformacine saveika. Bréziami statmenys palei asis j jstrizaine, du sig-
nalai kuriuos kerta statmenys priklauso sgveikaujantiems protonams. Gavus maksimaly

skaiciy konformaciniy suvarzymy gali buti skai¢iuojama baltymo struktura.

BMR panaudojimas vaisty paieskoje. BMR metodas yra puikiai pritaikomas
vaisty paieskoje. Didelis Sio metodo privalumas yra galimybé nustatyti tiek didelio tiek
mazo giminingumo ligandus (Pellecchia et al., 2002). Didelio nasumo vaisty paieska daz-
niausiai atliekama stebint ligando BMR signala. Siuo metodu reikia santykinai maziau
makromolekulés, taip pat Sis metodas leidzia i$ karto patikrinti junginiy misinj. Maza-
molekulinés medziagos — ligandai turi gerokai ilgesnj isilginj relaksacijos laika T5. Sa-
veikaujanciy ligandy relaksacijos laikai tampa panasus j makromolekulés. Tai gali buti
ifnaudojama registruojant ir lyginant ligandy misinio ir ligando misinio su taikiniu 'H

spektrus (Hajduk et al., 1997). Registruojamas tik ilgesnis T5. Tokiu atveju pridéjus tai-
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kinio besijungianciy ligandy signalai iSnyksta i$ spektro, taip atrenkami ir identifikuojami
besijungiantys ligandai. Susijungimas su makromolekule taip pat keicia ir ligando isilgi-
nés relaksacijos laikg — 7. Tokiu budu atsiranda neigiami NOE ligando spektruose esant
taikinio. Thaigi ligando jungimasis gali biiti fiksuojamas registruojant jo ['H,"H]NOESY
spektra. Jeigu ligandas nesijungia, fiksuojami mazi teigiami NOE. Jeigu ligandas jungiasi

gali buti stebimi neigiami NOE.

BMR metodas vaisty kurime. BMR metodas taip pat puikiai panaudojamas
strukturos — aktyvumo sarysio (Structure-Activity Relationship[SAR]) tyrimuose. Pirmo-
je tokiy tyrimy stadijoje atrenkami prie taikinio besijungiantys mazamolekuliniai ligan-
dai. Tai atlickama stebint taikinio-baltymo *N-HSQC spektro poky¢ius pridéjus ligando.
Toks tyrimas leidzia ne tik nustatyti besijungiancius ligandus, bet ir nustatyti kurioje bal-
tymo vietoje jis jungiasi. Sekanciame zingsnyje tiriami besijungiancio ligando analogai,
atrenkamas optimaliausiai besijungiantis junginys. Toliau ieSkoma ligando besijungiancio
kitoje baltymo vietoje atliekant nauja ""N-HSQC eksperimenty serijg ar analizuojant pries
tai atlikta. Antrasis ligandas taip pat optimizuojamas. Turint du ligandus nustatoma juy
lokacija ir orientacija tretinéje baltymo strukturoje. Tai padaroma BMR arba Rentge-
no spinduliy kristalografijos pagalba. Galiausiai atsizvelgiant j juy lokacijg ir orientacija
ligandai sujungiami siekiant sukurti viena stipriai besijungiantj liganda (Shuker et al.,
1996). Kadangi abu ligandai optimizuojami dar pries juos sujungiant siam metodui reikia
sintetinti gerokai maziau junginiy, nei panasiuose metoduose pavyzdziui kombinatorine-
je chemijoje. Taciau Sis metodas tinka tik pakankamai maziems baltymams, taip pat

reikalingi dideli baltymo kiekiai. Tai yra pagrindiniai sio metodo apribojimai.
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1.5. Karboanhidrazés

Karboanhidrazés tai Seima izofermenty katalizuojanciy griztama anglies dioksido hidra-

tacijos reakcija:

CO, + H,0 == HCO,™ + H" (20)

Karboanhidrazés yra metalofermentai — jy aktyviajame centre trys histidino Soninés
grupés koordinuoja Zn?* jona. Sis jonas koordinaciniu rysiu yra prisijunges vandens mole-
kule. Koordinuota vandens molekulé lengvai atiduoda vieng savo protong virsdama OH™
jonu. Biitent $i karboanhidrazés forma su hidroksido jonu yra aktyvi. Sis stiprus nukleofi-
las atakuoja salia esancioje hidrofobingje kiSenéje prisijungusia anglies dioksido molekule.
Susidariusi, prie cinko koordinuota, bikarbonato molekulé pakei¢iama vandeniu ir iSlaisvi-
nama j tirpalg. Lieka neaktyvi fermento forma, aktyvioji fermento forma regeneruojama
pasalinant protong is aktyviojo centro per sSonines grupes ar tirpale esancias buferines
molekules. Aktyviosios formos regeneravimas yra reakcijos greitj limituojanti stadija (Su-
puran, 2008).

1.5.1. Karboanhidraziy izoformos

Siuo metu, zmogaus organizme identifikuota 15 karboanhidrazeés izoformy. Dvylika
is juy turi katalizinj aktyvuma. Aktyviosios karboanhidrazés izoformos skiriasi viena nuo
kitos tiek kataliziniu aktyvumu, tiek ir lokalizacija audiniuose. Jos gali buti citozolinés
(hCA I-III,VII, XIIT) su membranom susietos (hCA IV, IX, XII, XIV), buti mitochondri-
jose (hCA VA VB), sekretuojama (hCA VI) (Aggarwal et al., 2013). Siame darbe tirtos
trys zmogaus karboanhidrazés izoformos - CAI, CAII, CAXIII.

Pirmg karta karboanhidrazés fermentas atrastas dar 1932 eritrocituose is karviy kraujo
(Brinkman et al., 1932). Tai buvo CAII karboanhidrazés izoforma. Apie kitas karboan-
hidrazés izoformas nebuvo zinoma iki pat 1961, kuomet buvo atskirta antroji, maziau
aktyvi eritrocituose esanti karboanhidrazeés izoforma — CAT (NYMAN, 1961), tais laikais
ji vadinta karboanhidraze B. CAII izoforma zmogaus organizme dalyvauja kvépavimo sis-
temoje, inksty veikloje, regéjime ir daugelyje kity svarbiy organizmo funkeijy (Maren,
1967). CAI izoformos funkcijos vis dar néra iki galo aiskios (Supuran et al., 2004). CA
XIIT izoforma buvo identifikuota tik 2004 metais (Lehtonen et al., 2004). CA XIII yra
aptinkama uzkrucio liaukoje, inkstuose, plonosiose zarnose ir seiliy liaukose (Lehtonen
et al., 2004). Ta¢iau manoma jog svarbiausia jos lokalizacijos vieta — zmogaus reproduk-
ciniai organai. CAXIII yra aptinkama visose spermatozoidy vystymosi stadijose taip pat
moteriskuose lytiniuose organuose, manoma jog CAXIII padeda susidaryti bikarbonatui

kuris palaiko spermatozoidy judruma (Supuran et al., 2010).
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1.5.2. Karboanhidraziy ir vézio sarysis

Vienas pagrindiniy véziniy lasteliy pozymiy yra pasikeites jy rugStingumas. Veézines
lastelés pasizymi didesniu vidiniu pH ir mazesniu iSoriniu pH (Gil et al., 1994). Padidéjes
iSorinis rugstingumas padeda vézinéms lagstelems augti ir plisti. Tokios pH pusiausvy-
ros islaikyme bene svarbiausias yra karboanhidrazés IX vaidmuo. Pagrindinis iSorinio
rugstingumo Saltinis yra lastelés pagamintas anglies dvideginis. Tam, kad rugstis buty
efektyviai jkalinta lasteles iSoreje CO, turi buti efektyviai hidratuojamas uz lastelés riby.
Tai sekmingai atlieka lastelés membranos iSoréje prisitvirtinusi CAIX (Swietach et al.,
2007). Taip pat parodyta, kad CAIX yra adhezijos baltymas kuris gali padéti vézinéms
lastelés prisijungti prie neadhezinio pavirsiaus taip leisdamas joms plisti (Zavada et al.,
2000). Veézinés lastelés taip pat pasizymi padidéjusia CAXII raiska. Be to CAXII raiska
gali buti padidinama sukeliant hipoksijos salygas. Tai rodo, jog CAXII taip pat turi svar-
by vaidmenj vézinése lastelése. Taciau iki galo CAXII reikSmé véziniuose susirgimuose vis

dar néra isaiskinta (Zavada et al., 2000).

1.6. HSP90

Karscio Soko baltymas 90 (HSP90) kaip ir kiti Sios Seimos baltymai pasiZymi Saperono
savybémis t.y. padeda baltymams jgauti natyvia konformacija, saugo nuo nespecifinés
agregacijos (Wiech et al., 1992). HSP90 yra lankstus dimeras. Kiekvienas jo monome-
ras sudarytas iS trijyu domeny. N-domenas sujungtas ilgu jungtuku su M-domenu, kuris
susietas su dimerizacijos — C-domenu. N-domene yra gili kiSené kurioje prisijungia ade-
nozintrifosfato (ATP) molekulé (Wandinger et al., 2008). Pastebéta jog vézinés lasteleés
pasizymi padidinta HSP90 ekspresija. Manoma, jog HSP90 padeda vézinéms lgstelém
isgyventi keletoje lygmeny. HSP90 saugo vézine lastele nuo nepalankiy fiziologiniy saly-
gu (rugstingumo, hipoksijos, maistiniy medziagy trukumo). Taip pat HSP90 gali padéti
veézinei lastelei iSvengti apoptozés. Padidéjus HSP90 raiska taip pat gali leisti kai ku-
riems neteisingai susivyniojusiems baltymams nebuti degraduojamiems (Whitesell and
Lindquist, 2005). Dél 8iy priezaséiy HSP90 yra potencialus priesvéziniy vaisty taikinys.
HSP90 yra slopinamas naturaliy slopikliy — radisikolio ir geldanamicino. Taip pat sinte-

tinami ir optimizuojami jvairus sintetiniai slopikliai (Neckers and Workman, 2012).
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Fluorescenciné spektroskopija aukstame slégyje

Siame darbe naudotas ,,ISS PC1” spektrofluorimetras su auksto slégio moduliu. Su-
paprastinta aparato schema pavaizduota 7-ajame paveiksle. Eksperimento metu meéginys
patalpinamas j kvarcing 0,5 ml turio kiuvete, kuri patalpinama j slégine kamera. Me-
chanine pompa sukuriamas hidrostatinis slégis iki 380 MPa. Prijungta kaitinimo vonelé
palaiko pastovig temperatura, tarp 10°C ir 80 °C. Méginys suzadinamas ksenono arkine
lempa reikiamo bangos ilgio Sviesa, o detektoriumi registruojamas fluorescencijos spektras
arba norimo bangos ilgio §viesos intensyvumas. Siuo spektrofotometru galima suzadinti

ir registruoti Sviesa kurios bangos ilgis tarp 200 nm ir 900 nm.

r ____________________________ |

I |

Hidrostatine : I

|

pompa | | Aukéto |

| Lempa slégio Detektorius|

0.1-380 MPa I celé :
|

' |

I I

I I

e N I | R I

Vandens

termostatas Kompiuteris

10 - 95 °C

7 pav. Eksperimente naudojamos jrangos principiné schema.

2.1.1. Baltymy denaturacijos turio nustatymas

Siame darbe baltymy denatiiracija slégiu buvo nustatoma stebint jy fluorescencija.
Tipinio eksperimento, kuriame registruota vidiné triptofano fluorescencija, duomenys pa-
vaizduoti 8-ajame paveiksle .

Tariant, jog baltymo iSsivyniojimo procesas turi dvi stadijas — natyvia (N) ir iSvyniota
(U), stebima fluorescencija gali buti aprasoma lygtimi —

Ju—fn

f:fN_l_Wa (21)
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8 pav. Zmogaus serumo albumino denatiiracijos eksperimentas. Stebimas 336 nm bangos

ilgio fluorescencijos intensyvumas, suzadinus 295 nm bangos ilgio Sviesa. Eksperimentas
atliktas esant 1 M GndHCI.

kur fy — natyvaus baltymo fluorescencija aprasantis dydis (tai gali buti fluorescencijos
intensyvumas, fluorescencijos spektro maksimumag atitinkantis bangos ilgis, spektro masiy
centras ir pan.) , fr — iSvynioto baltymo fluorescencija aprasantis dydis, A;G — baltymo

iSvyniojimo Gibso energija. ISsivyniojimo Gibso energija yra:
AyG =Gy — Gy (22)
Pilnas Gibso energijos diferencialas yra:
d(AyG) = —ASdT + AVdP (23)
Jeigu temperatura pastovi, lygtis (23) supaprastéja:
d(AyG) = AVdP (24)
Integruojant (24)-aja lygti gauname Gibso energijos priklausomybe nuo slégio:
Am?=Ad%+A%@—I@+%§@—f@? (25)

Lygtyje (25) A yra suspaudziamumo konstanta, kuri matematiskai yra daliné turio is-
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vestiné pagal slégj esant pastoviai temperaturai:

Istate (25)-a lygti i (21)-a gauname matematinj modelj apskaiciuoti laisvosios energijos,
turio ir suspaudziamumo pokycius atsirandancius dél baltymo iSsivyniojimo:

fo— I

14+ 6(AUG0+AV0(P*P0)+%(P*PO)Q)/RT).

f=In+ (27)

2.1.2. Sléginio poslinkio metodas

Baltymy isvyniojimas aukstame slégyje gali buti panaudotas ir nustatant turio po-
kytj, atsirandantj dél ligando prisijungimo. Tai termodinaminé sgveikos charakteristika,
savo svarba prilyginama saveikos entalpijai (Kauzmann, 1987). Taciau dél eksperimenty
sudétingumo Si charakteristika Zymiai maziau naudojama ir tyrinéjama.

Sléginio poslinkio metodas iSnaudoja baltymo stabiliumo kitima jam saveikaujant su
ligandu t.y. prisijungus ligandui baltymas yra atsparesnis denaturacijai (nors yra atveju
kuomet ligandas destabilizuoja baltyma). Tai aprasoma pusiausvyros lygtimi

Ky

U] + [L] == IN] + [L] == [NL], (28)
kur [U] - iSsivyniojusio baltymo koncentracija, [L] — laisvo ligando koncentracija, [N] —
natyvaus baltymo koncentracija, [NL] — baltymo-ligando komplekso koncentracija, Ky —
iSsivyniojimo pusiausvyros konstanta, K} — ligando jungimosi konstanta. Daroma prie-
laida jog egzistuoja tik dvi baltymo konformacijos — natyvi ir iSsivyniojusi, taip pat, kad
ligandas jungiasi tik prie natyvios konformacijos baltymo, todél iSsivyniojimas reikalau-
ja baltymo-ligando komplekso disociacijos. Taigi i lygties (28), galime isreiksti ligando

jungimosi ir baltymo issivyniojimo konstantas:

Ky = == (29)

VI _ [Y]

Taip pat iS mases tvermés deésniy gali buti iSreikstos ligando ir baltymo visuminés

koncentracijos:

L, = [L]+ [NL] (31)

P, = [N] + [NL] + [U] (32)
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IS lygties (29) iSsireiskus [L] ir israiska jstacius i lygti (31) gaunama:

B [NL] B 1
L“JqM*“”‘W”@mm) (33)

IS lygéiu (32) ir (30), galima gauti [NL] iSraiska su vienu nezinomuoju [U]:

NZ)= =[N - [0] = Pi— - [U (34)

Istacius lygti (34) i lygti (33) gaunama:

U] K,
Li=(FP———-1U 1 35
= (- -10) (g + )
Baltymo lydymosi slégio P, taske pusé viso baltymo yra iSsivyniojusi t.y. [U] = %.
Todeél lygtis (35) supaprastéja:
B P\ (2K, kP 2K,
‘ (t 2Ky 2)(Pth+) (2 2KU)<Pth+) (36)
IS Sios lygties pirmyjy skliausty iskele 2?{} narj j antruosius gauname galuting bendros

lignado koncentracijos reikalingos pakelti baltymo lydymosi slégj P, israiska:

L = (Ky —1) (22 + Kib) | (37)

Baltymo iSsivyniojimo pusiausvyros konstanta K, su slégiu galime susieti pasinaudoje

lygtimi (25)
KU — e*AUG/RT — e*(AyGQ#»AUVo(mePo))? (38)

Ligando prisijungimo pusiausvyros konstanta isreiskiama (25) lygtyje iSsivyniojimo Gibso

energija, turj ir suspaudziamuma pakeitus atitinkamais ligando prisijungimo parametrais.
Kb — e—AbG/RT — e—(AbG0+AVb(Pm—P0)) (39)
Lygtyse (38) ir (39) paprastumo délei apsiribojama tiesiniu slégio nariu Gibso energijos
israiskoje. Atlikus keletg eksperimenty naudojant skirtingas ligando ir pastovig baltymo
koncentracijas, gaunama dozavimo kreivé pavaizduota 9-ajame paveiksle kuriai pritaikius
modelj aprasyta lygtimis (37), (38) ir (39) galime apskaiciuoti baltymo-ligando jungimosi
salygota turio pokyti — V4, dar vadinama reakcijos turiu ar tiesiog jungimosi turiu.

2.2. BMR eksperimentai

BMR eksperimentai buvo atliekami registruojant °N izotopu Zymeéto baltymo °N-

'"H HSQC spektrus. Eksperimentams buvo naudojamas 600 MHz ,Bruker” magnetas.
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9 pav. Dozavimo kreivés sudarytos naudojant du skirtingus junginius (1) ir (2). Didi-
nant ligando koncentracija baltymas vis labiau stabilizuojamas pries slégine denaturacija,
lydimosi slégis P, didéja. Perimta i$ (Toleikis et al., 2011).

Kaip standartas buvo naudojamas 4,4-dimetil-4-silanpentano-1-sulfoniné rugstis. Meégi-
nys ruostas 10mM Hepes buferyje pH=7,0. Paruostas méginys buvo talpinamas specia-
lioje keramikinéje kiuvetéje, sujungtoje su auksto slégio hidrostatine pompa. Spektrai
registruoti 5, 10, 30, 60, 90, 120, 150 MPa slégyje. Gauti dvimaciai spektrai analizuoti
»,CcpNMR” programa. Amidiniy grupiy cheminiai poslinkiai priskirti pagal (Schwalbe,
2006).

Pusiausvyra tarp dviejy buseny pasikeitus slégiui ar pridéjus ligando jvertinama ana-
lizuojant smailiy atitinkanéiy aminoriigities amidinés grupés cheminius poslinkius *°N
HSQC spektre. Tarkime aminorugsties amidiné grupé kinta tarp dviejuy stadiju A ir B.
Sios stadijos atitinka cheminius poslinkius spektre o4 ir . Léty mainy atvejy pasikeiti-
mo tarp Siy dviejy buseny laikas yra létesnis nei BMR signalo fiksavimo laikas. Taigi jeigu
tirpale pusiausvyroje egzistuoja abi ios buisenos "N HSQC spektre stebimi dvi smailés
atitinkantys abiejy buseny cheminius poslinkius. Didinant ligando koncentracija smailiy
padeétys nesikeis, keisi tik jy intensyvumai. Esant itin stipriai sgveikai ir ligando pertekliui
matomas tik viena smailé, kadangi beveik visos konkrecios aminorugsties amidinés grupés
saveikauja su ligandu. Létieji mainai budingi stipresnéms saveikoms. PrieSingu atveju jei
sis mainy laikas yra greitas (fast exchange) BMR spektro fiksavimo metu molekulé spéja
ne karta pasikeisti tarp Siy buseny, taigi spektre stebima smaile atitinkantis siy dviejy

buseny vidurkj. Smailés padetis leidzia nustatyti kurios is Siy dvieju buseny egzistuoja
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daugiau. Didinant ligando kiekj pikas slenkasi arciau susijungusig formg atitinkancio pi-
ko. Taip pat yra tarpinis variantas (intermediate exchange). Siuo atveju stebimas signalo
iSplitimas tarp dviejy buseny.

Siekiant analizuoti spektre, dél auksto slégio ar ligando pridéjimo, atsiradusius poky-

¢ius, analizuoti atskiry smailiy cheminiy poslinkiy poky¢iai apskai¢iuoti pagal lygti (40)

2
N
NE \/ . = 0u2 + (22 . = o (10
TH
kur 4y, ir dx, yra cheminiai poslinkiai analizuojamame spektre, dy, ir oy, — cheminiai
poslinkiai palyginamajame spektre, o vy ir vy yra gyromagnetiniai santykiai.
Atlikus serijas eksperimenty naudojant skirtingas ligando koncentracijas, disociacijos

konstanta K, skaic¢iuota pritaikius modelj isreiksta lygtimi (41)

(01 — 00) X (P + Ly + Kd) — \/(Ly + P, + Kd)? — 4L,C,)
2P

AS = 5o+ . (4D

kur P; yra baltymo koncentracija, L; — ligando koncentracija, §; — cheminis poslinkis su
ligandu, oy — cheminis poslinkis be ligando.
Apskaiciavus K vertes skirtinguose slégiuose galima apskaiciuoti turio pokytj atsira-

dusj deél ligando prisijungimo — AV}, tai padaroma naudojantis tiesine lygtimi (42):
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Karboanhidraziy ir juy sgveikos su slopikliais tyrimas fluo-

rescencijos aukstame slégyje metodu.

Gausiausia karboanhidrazés slopikliy grupé yra sulfonamidiniai slopikliai. Pagrindiné
siy slopikliy dalis yra sulfonamidiné grupé, kuria slopiklis prisijungia prie karboanhidrazés
aktyviajame centre esanc¢io cinko atomo. Likusios molekulés dalies struktura gali sustip-
rinti ar susilpninti slopiklio prisijungima prie kurio nors ar visy karboanhidrazés izoformy
(Supuran et al., 2003). Karboanhidraziy ir jy slopikliy saveika yra gerai iStirta jvairiais
termodinaminiais metodais tokiais kaip izoterminé titravimo kalorimetrija, terminio pos-
linkio metodas, giminingumo kapiliariné elektroforezé, apskritiminio dichroizmo spektro-
skopija, masiy spektrometrija ir kt. Karboanhidrazés netgi gali buti laikomos modeline
sistema baltymu-lignady saveikos tyrimuose (Krishnamurthy et al., 2008; Matulis et al.,
2005; Morkunaité et al., 2014). Taciau nei vienu i$ anks¢iau naudoty metoduy nejmanoma,
nustatyti dél baltymu-ligando saveikos atsiradusio tiirio pokycio. Siame darbe fluorimet-
rijos aukstame slégyje metodu, siekiama isnagrinéti karboanhidraziy denaturacija slégiu

ir nustatyti dél saveikos su ligandais atsiradusj turio pokyt;.

3.1.1. Eksperimento eiga

Kiuveté uzpildoma vandeniniu tirpalu, kurio sudétyje yra: 3 puM tiriamojo baltymo,
0-1,2 M guanidino hidrochlorido, 10mM Bis-Tris (pH=7,0), 0-100 uM slopiklio tirpinto
dimetilsulfoksido(DMSO) tirpale, taip pat atitinkamas kiekis DMSO siekiant, kad visuose
tirpaluose DMSO sudaryty 1% viso turio. Bis-Tris buferinis tirpalas pasirinktas dél mazo
jonizacijos reakcijos turio, tai reiskia jog sio buferio pH mazai kinta keiCiantis slégiui
(Kitamura and Itoh, 1987). Slégis keliamas zingsniais po 20 MPa. Pakélus slégj laukiama
dvi minutes. Suzadinimui naudojama 295 nm bangos ilgio Sviesa, kadangi toks bangos
ilgis leidzia selektyviai suzadinti tik triptofanus (Moller and Denicola, 2002). Fiksuojamas
fluoresncencijos spektras 320-400 nm bangy ruoze, fluorescencija matuojama kas 1 nm.
Gaunami spektrai pavaizduoti 10-ajame paveiksle. Kiekvienas spektro taskas gaunamas

atliekant 20 pakartojimuy.

3.1.2. Duomeny analizé

Sio darbo metu auksto sléegio fluorescencijos metodu buvo tirtas, trijy karboanhidrazés
izoformy (CAI, CAII, CAXIII), iSsivyniojimas aukstame slégyje. Visuy triju karboanhidra-
zés izoformy vidinés fluorescencijos spektrai pasizymeéjo batochrominiu poslinkiu keliant
celés slégj t.y. issivyniojant baltymui. Taciau spektro intensyvumai kito skirtingai visoms

trims karboanhidrazés izoformoms. CAII spektro intensyvumas ties maksimumu mazéjo

30



Gediminas SKVARNAVICIUS Rezultatai ir jy aptarimas

viso eksperimento metu keliant slégi, CAXIII atvirksciai — fluorescnencijos intensyvumas
didéjo keliant slégj. CAI izoformos fluoresncencijos spektro intensyvumas mazéjo keliant
slégj iki tam tikro tasko, po kurio toliau keliant slégj jis pradéjo augti. Gauti CA fluores-

cencijos spektrai pavaizduoti 10-ajame paveiksle.
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10 pav. CAI, CAXIII ir CAII fluorescencijos spektrai skirtinguose slégiuose. Spektrai
fiksuojami, kas 20 MPa, taigi viename brézinyje pavaizduota 20 spektry.

Triptofano fluorescencijos spektro batochrominis poslinkis aukstame slégyje budingas
ir atskirai triptofano molekulei, taciau jis siekia tik 3 nm 400 MPa slégyje, poslinkis
triptofano esancio polipeptido sudétyje dar mazesnis (Ruan et al., 2000). Karboanhidra-
ziy fluorescencijos spektry poslinkiai 380 MPa slégyje yra 7-10 nm, todél ju atsiradimo
priezastis turi buti strukturiniai baltymo pokyciai. Kadangi triptofano fluorescencijos ba-

tochrominis poslinkis yra budingas peréjimui i$ nepolinés aplinkos i poline (Reshetnyak
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and Burstein, 2001), galima teigti jog natyvioje busenoje visu triju CA izoformy trip-
tofanai egzistuoja globulés viduje. Si isvada sutampa su kristalografiniais duomenimis
pavaizduotais 11-ajame paveiksle. Si fluorescencijos spektro savybé gali biiti naudojama

kaip signalas leidziantis nustatyti baltymo iSsivyniojima.

11 pav. CA II struktura, (Eriksson et al., 1988). Raudona spalva pazymeéti triptofanai

Norint nustatyti baltymo issivyniojimo kreive, eksperimentinius duomenis buvo ban-
doma analizuoti jvairiai: stebint spektro maksimumo arba masiy centro poslinkj bei flu-
orescencijos intensyvumo kitima. Vienas paprastesniy metody yra stebéti fluorescencijos
spektro maksimuma, pritaikius Gauso skirstinj. Taciau Sis metodas turi daug trukumuy.
Pirma 320 - 400 nm bangy ilgio ruozas yra tik dalis fluorescencijos spektro, o tai jnesa
papildomas paklaidas apskaiciuojant fluorescencijos maksimumo taska. Antra, fluoresuoti
gali ne viena triptofano Soniné grupé, todél registruojamas suminis fluorescencijos spekt-
ras, kurio forma nebeatitinka vieno Gauso skirstinio formos. Siai problemai spresti gali
buti naudojamas dviejy Gauso skirstiniy modelis. Siame modelyje daroma prielaida, jog
egzistuoja 2 skirtingos triptofano buisenos pasizymincios Gauso skirstinio formos fluores-
cencijos spektrais, taciau turincios skirtinga fluorescencijos maksimumo padétj. Vienas
skirstinys atitinka triptofang atverta j vandenj, kitas pasléptg hidrofobinéje baltymo da-

lyje. Kitas budas yra apskaiciuoti fluorescencijos spektro maseés centrag < A >cgp. Masés
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centras apskaiciuotas naudojant formule:

400

—a00 F'(A) X A
<A >csy= =258 )
A=320 F()\

: (43)

kur F'(\) — fluorescencijos intensyvumas, A — bangos ilgis. Taciau $io metodo tikslumui
taip pat trukdo tai, jog dazniausiai stebime tik dalj fluorescencijos spektro, kas savo ruoztu

inesa paklaidas j spektro masiy centro nustatyma.
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12 pav. Karboanhidraziy CAI (a) ir CAII (b) iSsivyniojimo kreivés gautos trimis skirtin-
gais budais. Maseés centro kreivés asis pavaizduota desinéje grafiky puséje, intensyvumo
kairéje. Fluorescencijos intensyvumas matuotas ties dviem bangos ilgiais 333 nm ir 355
nm

Dar vienas metodas yra stebéti fluorescencijos intensyvuma fiksuotame bangos ilgyje.

Naudojant sj metoda galima zymiai pagreitinti eksperimenta, kadangi nereikalinga regist-

ruoti visg spektra, be to spektro forma tampa nebesvarbi. Taciau sj metodg reikia naudoti
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atsargiai, nes rezultaty interpretavima gali jtakoti pries tai aptarti fluorescencijos spektro
poslinkio reiskiniai. Tiek CAI, tiek CAXIII izoformai analizuojant spektrus siuo metodu
tinkamiausias bangos ilgis buvo ties spektro maksimumu eksperimento pabaigoje, taciau
CAII izoformos spektrus geriausia analizuoti buvo stebint fluorescencijos intensyvuma,
ties maksimumu eksperimento pradzioje. Kreivés gautos visais Siais metodais palygintos
12-ajame paveiksle. Kadangi triptofano fluorescencija gali buti gesinama labai jvairiai pri-
klausomai nuo aplinkos (Chen and Barkley, 1998; Yuan et al., 1998), ko pasekoje stebint
fluorescencijos intensyvuma ne visada gaunamos taisyklingos formos kreives. Siame dar-
be eksperimentai buvo analizuoti pagal spektro poslinkj, o ne intensyvumo pokycius. P,
vertes apskai¢iuojamos gautoms fluorescencijos spektro poslinkio priklausomybéms nuo
slégio pritaikius matematinj modelj aprasyta (27)-aja lygtimi. Pritaikant kreive prie duo-
meny fiksuojamos f, ir f, vertés remiantis analizuojamo baltymo eksperimentu kuriame
aiskiai matomi natyvaus ir issivyniojusio baltymo fluorescencijos spektrai.

Sio modelio pritaikymas yra etapas kuriame atsiranda reik§mingiausios paklaidos. Pri-
taikant matematinj modelj kreivems, gautomis skirtingais analizés budais poskyrio pra-

dzioje P, vertés vidurkio standartinée paklaida yra 11 MPa.

3.1.3. Skirtingy karboanhidrazés izoformy iSsivyniojimas aukstame slégyje.
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13 pav. Skirtingy karboanhidrazés izoformy denaturacijos aukstu slégiu kreivés. Visuose
eksperimentuose naudojama ta pati chaotropo koncentracija — 1 M GndHCI.

Kadangi turima jranga pasiekiamas hidrostatinis slégis (380 MPa) néra pakankamas
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pilnai iSvynioti daugelj baltymy, j méginj pridedama chaotropiniy reagenty. Chaotropi-
niai reagentai — medziagos destabilizuojancios baltyma, juy pagalba baltymai iSvyniojami
Zemesniuose slégiuose ir temperatiirose. Siame darbe pasirinktas chaotropinis reagentas
buvo guanidino hidrochloridas. Atliekant eksperimentus toje pacioje GndHCI koncentra-
cijoje Sios skirtingos karboanhidrazés izoformos (CAI, CAIIl, CAXIII), pasizyméjo skir-
tingu atsparumu denaturacijai aukstu slégiu. CAI pasirodé esanti stabiliausia, CAII —
maziausiai stabili (pavaizduota 13-ajame paveiksle).

Taciau tai néra absoliucios issivyniojimo slégiy vertés. Cheminé denaturacija guani-
dino hidrochloridu dazniausiai pasizymi tiesine denaturacijos laipsnio priklausomybe nuo
denaturanto koncentracijos (Greene and Pace, 1974), iSsivyniojimo laisvoji Gibbso ener-
gija — AGy taip pat kinta tiesiskai priklausomai nuo GndHCI koncentracijos. Siekiant
nustatyti baltymy iSsivyniojimo slégius nesant chaotropo, buvo atliktos eksperimenty seri-
jos kiekvienai karboanhidrazés izoformai kei¢iant GndHCI koncentracijas. Nustatyta, kad
ju issivyniojimo slégis P, taip pat yra tiesiskai priklausomas nuo GndHCI koncentracijos.

Taigi §j reiskinj galime aprasyti lygtimi (44)
P,,(GndHCI) = P,, — m x [GndHCI], (44)

kur P,,(GndHCI) yra iSsivyniojimo slégis esant tam tikrai GndHCI koncentracijai, P, —
iSsivyniojimo slégis nesant chaotropo, o m — santykiné konstanta. Naudojantis Sia lygtimi
galima nustatyti baltymu P, atlikus eksperimenty serijas naudojant skirtingas GndHCl
koncentracijas. Turint siuos duomenis galima ekstrapoliuoti gauta tiese i nuline GndHC1
koncentracija (duomenys pavaizduoti 14 -ajame paveiksle). Ekstrapoliuojant Sias tieses
i atmosferinj slégj gaunamos Siy baltymy cheminei denaturacijai reikalingos chaotropo
koncentracijos.

Atlikus eksperimentines serijas naudojant skirtingas GndHCI koncentracijas, apskai-
¢iuotos P, vertés nesant chaotropo karboanhidrazéms CAI, CAII, CAXIII yra atitinkamai
364 + 39 MPa, 557 + 11 MPa, 338 4+ 21 MPa. Santykinés konstantos m vertés atitika-
mai 526 4+ 15 MPa 180 + 4 MPa 911 + 21 MPa Didesnis atsparumas denatiiracijai slegiu

M M M
nebutinai reiskia atitinkamai didesnio atsparumo terminei denaturacijai. Denaturacijai

karséiu atspariausia CAXIII izoforma, maziausiai atspari CAII izoforma (KiSonaité et al.,
2014; Morkunaite et al., 2014). Sj apsikeitima galima analizuoti lyginant $iy izoformy
strukturas. Viena is priezasciy kodél CAXIII santykinai maziau stabili jg veikiant aukstu
slégiu galéty buti tai, jog CAXIII sudaro dimera, kuris gali buti labiau suspaudziamas nei

monomerinis baltymas.

3.1.4. Eksperimentiniy sglygy nustatymas

Norint atlikti sléginio poslinkio eksperimentus naudojant slopiklius buvo reikalinga

nustatyti optimalias GndHCI koncentracijas kiekvienai i$ karboanhidrazés izoformy. Tai
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14 pav. Skirtingy karboanhidrazes izoformy iSsivyniojimo slégiy P,, priklausomybé nuo
GndHCI koncentracijos.

padaryta naudojantis jau anksc¢iau aprasytomis eksperimenty serijomis kei¢iant GndHCl
koncentracija. Siy eksperimentiniy serijy pagalba buvo nustatytos optimalios GndHCI
koncentracijos kiekvienai izoformai: CAI — 1,2 M; CAIIl - 0,8 M; CAXIII, 1 M. At-
liekant eksperimentus su Siomis guanidino hidrochlorido koncentracijomis, eksperimento
pradzioje visos baltymo molekulés yra natyvioje busenoje, pabaigoje — baltymo mole-
kulés iSsivyniojusios, gaunama pilna proceso kreivé (kreivés esant skirtingoms GndHCI

koncentracijoms pavaizduotos 15-ajame paveiksle).

3.1.5. Karboanhidraziy sgveika su slopikliais

Sio darbo metu buvo tirta dviejy karboanhidrazeés izoformuy(CAI ir CAII) saveika su
dviem slopikliais, sulfonamidais — acetazolamidu (AZM) ir p-karboksibenzensulfonamidu
(CARBS). Slopikliy strukturos pavaizduotos 16-ajame paveiksle.

Siame darbe pasitelktas sléginio poslinkio metodas. Atliktos eksperimenty serijos nau-
dojant skirtingas slopikliy koncentracijas. Visi eksperimentai atlikit 10 mM Bis-Tris bufe-
riniame tirpale kurio pH=7,0 . Visuose atliktuose eksperimentuose baltymo koncentracija
pastovi — 3 nM. Slopikliy koncentracija kinta nuo 1 pM iki 100 pM. Visose keturiose siste-
mose (CAI-AZM, CAI-CARBS, CAII-AZM, CAII-CARBS), ligandai stabilizavo baltyma,
pries denatiiracija aukstu slégiu. Sis efektas stipréjo didinant slopikliy koncentracijas. 16-

ajame paveiksle palyginti siy dviejy slopikliy stabilizavimo efektai baltymui CAI. Slopiklis
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15 pav. Karboanhidrazes II issivyniojimo slégio P, priklausomybé nuo GndHCI koncent-
racijos. Virsutiniame kampe atvaizduotos iSsivyniojimo kreivés. Kreivé gauta naudojant
0,8 M GndHCI yra tinkamiausia analizei.

AZM stabilizavo baltyma zymiai stipriau nei CARBS. Tai atitinka literaturoje zinomas
jungimosi stiprumo vertes nustatytas sléginio poslinkio bei izoterminio titravimo kalori-
metrijos metodais (Matulis and Todd, 2004). Sis stabilizuojantis efektas leidZia analizuoti
duomenis ankscéiau aprasytu sléginio poslinkio metodu.

Naudojant nustatytas optimalias GndHCI koncentracijas pavyko gauti serijas eksperi-
menty trims is keturiy sistemy. Visose sistemose didinant slopiklio koncentracija baltymo
lydimosi slégis P, didéjo. Tai reiskia jog saveikos turis yra neigiamas, t.y. baltymo-ligando
kompleksas uzima mazesnj turj nei Sie komponentai atskirai. Sulfonamidiniai slopikliai
jungdamiesi su CA jsitvirtina tam tikroje ertméje fermento aktyviajame centre (Matulis
and Todd, 2004). Nustatyta jog AZM prisijungimo prie CAI tiris lygus -59 6 cm?3-mol~!
Sis rezultatas palyginamas su kitomis literatiiroje nustatytomis baltymo — mazamolekuli-
nio ligando saveikos turiy vertémis (Toleikis et al., 2011). Nustatyta jungimosi konstanta
Ky lygi 1,3 x 107 £6 x 10%, dozavimo kreivé pateikta 17-ajame paveiksle. Literaturoje
kitais metodais nustatyta Sios baltymo-ligando poros jungimosi konstanta esant 7,0 pH
yra lygi 1,19 x 10°. Toks nesutapimas baltymy-ligandy jungimosi konstantos nustatyme
néra didelis.

Tiriant CAII-AZM sistema nepavyko gauti eksperimentiniy kreiviy esant tai paciai
chaotropo koncentracijai. Pridé¢jus slopiklio baltymas stabilizuojamas per stipriai, kad

buty jmanoma jj denaturuoti tomis paciomis salygomis. Todél, siekiant gauti CAII-AZM
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16 pav. Baltymo CAI issyviniojimo kreivés su skirtingais slopikliais. Grafike atidéta
spektro masiy centro priklausomybé nuo slégio.

dozavimo kreives, buvo atliktos serijos eksperimenty leidziancios nustatyti P,, priklau-
somybe nuo guanidino hidrochlorido koncentracijos, esant tam tikroms AZM koncentra-
cijoms. Sio eksperimenty rinkinio fluorescencijos spektrai analizuojami pritaikius dviejy
Gauso skirstiniy modelj. Turint Siuos duomenis buvo galima ekstrapoliuoti P,, vertes j
nuline GndHCI koncentracija. Taip sudaryta dozavimo kreivé naudojant ekstrapoliavimo
budu gautas P, vertes skirtingose AZM koncentracijose (duomenys pateikti 18-ajame
paveiksle). Naudojantis Sia dozavimo kreive apskaic¢iuota K; lygi 7,4 x 107. Sis rezultatas
atitinka literaturoje zinomas Sios konstantos vertes (Morkunaite et al., 2014). Nustatytas
jungimosi tiiris AV, buvo -15 £2 ecm®mol~!. Pritaikant matematinj modelj buvo naudo-
jamos fiksuotos, baltymo issivyniojimo be ligando, parametry AVy ir AGy verteés, Sios
vertés pasirinktos analizuojant eksperimenty serija be ligando, bet keic¢iant GndHCI kon-
centracija. Kadangi, kaip jau aprasyta anksciau, P, ir AGy kinta tiesiskai priklausomai
nuo GndHCI koncentracijos, padaryta prielaida, kad keiciantis GndHCI koncentracijai
AVy islieka pastovi, kinta tik AGy. Sis tyrimas taip pat parodé jog P,, priklausomybés
nuo GndHCI koncentracijos — m vertés, keiciasi priklausomai nuo slopiklio koncentraci-
jos. Didinant slopiklio koncentracija didéja ir koeficientas m (i neigiamy verciy puse).
Tai reiskia, kad esant didesnéms slopiklio koncentracijoms baltymo P,, mazéja staigiau

didinant GndHCI koncentracija. Taigi darant eksperimentus esant vienodai denaturan-

......
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17 pav. CAI issivyniojimo slégio P, priklausomybé nuo slopiklio AZM koncentraci-
jos. P, vertés apskaic¢iuotos naudojant CAI fluorescencijos spektro masiy centro vertes
skirtinguose slégiuose, Sios kreivés pavaizduotos virSutiniame kairiajame kampe. IS Sios
dozavimo kreivés apskaiciuotos sgveikos AV, ir K, vertés, jos lygios atitinkamai -59 46
cm?®mol =t ir 1,3 x 107 +6 x 10°

pasirinktoji denaturanto koncentracija. Tai reiksty, kad toks dozavimo kreivés sudarymo
budas néra teisingas, norint patikimai istirti sistemg reikia atlikti eksperimenty serijas
keiciant ir slopiklio ir GndHCI koncentracijas.

Parametro m pokyciai daznai siejami su tirpikliui prieinamo pavirsiaus poky¢ciais iSsi-
vyniojimo metu (Myers et al., 1995). Taciau yra ir kita versija, kuri teigia jog Sie poky¢iai
susije su tarpinés buisenos, tarp natyvaus ir iSsivyniojusio baltymo, kiekiu. Pagal Sig teori-
ja, didesnis tarpinés busenos kiekis mazina m vertes (Whitten et al., 2001). Remiantis Sia
teorija galima teigti, kad ligando buvimas stabilizuoja natyvig buseng t.y. mazina tarpinés

busenos kiekio, dél ko yra stebimas m vertés didéjimas didinant slopiklio koncentracija.

3.2. HSP90 BMR tyrimai

Siekiant nustatyti kaip kinta baltymo konfromacija aukstame slégyje buvo atlikti *H-
N HSQC eksperimentai varijuojant slégj nuo 5 iki 150 MPa. Taip pat siekiant nustatyti
su kuriomis aminorugstimis ir kaip stipriai sgveikauja sio baltymo slopikliai bei koks Sios
sgveikos turis, buvo atliktos eksperimenty serijos naudojant AZ3 bei ICPD9 slopiklius,

kuriy struktiiros pavaizduotos 21-ajame paveiksle. Siy eksperimenty metu varijuota slo-
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18 pav. Kairéje pavaizduotos CAIl P,, verciy priklausomybé nuo GndHCI koncentra-
cijos esant jvairioms AZM koncentracijoms. Eksperimentinius taskus atitinkancios tiesés
ekstrapoliuotos | nuline GndHCI koncentracija, taip apskai¢iuojamos P,, vertés nesant
chaotropo. Desingje pavaizduota is siy veréiy sudaryta dozavimo kreive. Jai pritaikytas
matematinis modelis, kurio pagalba apskaiciuoti prisijungimo termodinaminiai paramet-
rai.

pikliy koncentracija ir slégis. Siame skyrelyje aptariami BMR eksperimenty rezultatai.

3.2.1. Slégio jtaka HSP90 BMR spektrui

Eksperimentu metu buvo registruojami HSP90aN *N HSQC spektrai 5, 10, 30, 60, 90,
120, 150 MPa slégyje. Spektrai atvaizduoti 19-ajame paveiksle. Kambario temperaturoje
HSP90aN issivyniojimo slégis P, yra apie 510 MPa (Toleikis et al., 2011). Sio eksperi-
mento metu pasiektas slégis yra gerokai mazesnis nei iSsivyniojimo, todél sio eksperimento
metu galima stebéti pirmasias, iSsivyniojimo metu vykstancias, tranzicijas.

Didzioji dalis amidinés grupés smailiy keliant slégj slenkasi palei magnetinj lauka
(downfield) t.y. pasizymi didesnémis cheminio poslinkio vertémis. Tai budinga daugeliui
siuo metodu istirty baltymu (Arnold et al., 2002). Toks poslinkis reiskia amidiniy grupiy
sudaromy vandeniliniy rysiy trumpéjima keliant slégi. Toks poslinkis keliant slégj yra
stipresnis amidinéms grupéms tiesiogiai sudaranc¢ioms vandenilinius rysius su vandeniu,
todeél didelis poslinkis palei magnetinj lauka yra iSsivyniojimo — peréjimo is hidrofobineés
serdies j tirpiklj pozymis (Li et al., 1998). Sis poslinkis didziajai daliai tirty baltymo ami-
norugsciy (pvz. Thro0, [1e91, Val92, Thr94, Asn155) yra tiesinis. Keliant slégj tai jprastas
reiskinys nesusijes su konformaciniais pokyciais, kuris yra budingas ir tretinés strukturos
neturintiems peptidiniams modeliams (Arnold et al., 2002). Pagal nustatyta kristaline
struktura (Li et al., 2012) Siy aminorugs¢iy amidinés grupés jau natyvioje busenoje yra

atvertos j globulés isore ir sgveikauja su vandeniu, todél konformaciniai baltymo poky-
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19 pav. HSP90aN N HSQC spektrai skirtingame slégyje. Sviesiausia spalva Zymi
spektra b MPa slégyje, tamsiausia — 150 MPa slégyje.

¢iai jam denaturuojant nekeicia Siy aminorugsciy busenos. Kai kurios amidinés grupeés
pasizymeéjo labai nezymiu cheminiu poslinkiu arba i§ vis juo nepasizyméjo. Sios amidines
grupés priklauso Gly137, Vall50, Ilel51 amino rigstims. Sios amino riigitys yra giliai
baltymo hidrofobinéje serdyje, nepasiekiamos vandeniui. Kadangi pasiektas slégis gerokai
mazesnis nei denaturacijos, greiciausiai siy aminorugsciy aplinka nesikeité keliant slegj.
Kai kuriy amino rugsc¢iy amidiniy grupiy smailés (tokiy kaip Tyr139, Alal61l, Argl82,
Ser169) pasizyméjo dideliu, netiesiniu poslinkiu keliant slégj. Netiesinis poslinkis keliant
slegi dazniausiai siejamas su konformaciniais poky¢iais (Kitahara et al., 2013). Dél Sios
priezasties galima spéti, kad sritys pasizymincios tokiu netiesiniu poslinkiu yra pirmiausiai
besikeic¢iancios vykstant sléginei denaturacijai, tai yra ju konformaciniy pokyc¢iy energija
maziausia. Siuo atveju dauguma $iy amino rugséiy buvo S-klostés sudétyje. Siy skirtingy

signaly palyginimas pavaizduotas 20-ajame paveiksle.

3.2.2. Hsp90 jungimasis su ligandais

Siame darbe auksto slégio BMR metodu tirta dviejy slopikliy AZ3 ir ICPD9 saveika
su HSP90 baltymu. Slopikliy cheminés strukturos pavaizduotos (21)-ajame pav. BMR
eksperimentais siekta nustatyti su kuriomis aminorugstimis saveikauja slopikliai, kaip ju

jungimosi termodinaminius parametrus jtakoja aukstas slégis ir nustatyti dél jungimosi

41



Gediminas SKVARNAVICIUS Rezultatai ir jy aptarimas

0,3 7
1 —e— Thro4
0,25 —m— Asnlbb
. Val150
0,24 —* Ilel51
E —4&— Serl69
g 0,15 o
& .
) .
3 0,1 -
0,05 3
. /
0
_0,05 . 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 20 40 60 80 100 120 140 160

P (MPa)

20 pav. Aminorigsciy amidiniy grupiy smailiy poslinkio N HSQC spektre keliant
slégi palyginimas. Thr94 ir Asn155 pasizymi zenkliu tiesiniu poslinkiu. Vall50 ir Ile151
pasizymi labai menku, nezenkliu poslinkiu. Ser169 poslinkis Zenklus ir netiesinis. Linijos
grafike yra tik vaizdiné priemoneé.

atsiradusj turio pokytj.

Pridéjus slopiklio, baltymo BMR spektras kei¢iasi, amino rugsciy su kuriomis savei-
kauja slopikliai smailiy padétys slenka priklausomai nuo slopiklio koncentracijos. Sio
darbo metu atliktos eksperimenty serijos keic¢iant slopikliy koncentracija nuo 0.15 iki 5
mM, taip pat keiCiant slégj nuo 5 iki 150 MPa. Atlikus Sias eksperimenty serijas galima
ivertinti atskiry aminorugsciy saveikos su ligandais disociacijos konstanta t.y. jvertinti
prisijungimo stipruma.

21 — ajame paveiksle pavaizduota identifikuoty aminorugséiy amidiniy grupiy chemi-
niai poslinkiai pridéjus siy ligandy. Didesnis cheminis poslinkis stebimas toms pacioms
aminorugstims abiejy ligandy atveju. Nustatyta, kad slopiklis AZ3 stipriausiai jungiasi
prie Val92, Gly95 ir Gly97 aminorugsciu (pav. 22). Val92, Gly95 ir Gly97 aminorugs-
tys natyvioje baltymo konformacijoje yra aktyviajame centre, ATP prisijungimo vietoje.
Siy aminorugséiy smailés N HSQC spektre pasizymeéjo didziausiu poslinkiu, jy dozavi-
mo kreivés stebint cheminio poslinkio pokyti pasizyméjo staciausia forma, todél ligando
disocijacijos Ky vertés Sioms amino rugstims buvo per mazos, kad jas buty jmanoma ap-
skaic¢iuoti. Saveika su Siomis aminorugstimis pasizyméjo létaisiais mainais. Beveik visy
eksperimenty su ligandu metu buvo stebima tik viena, susijungusios formos, smailé. Dvi

smailés stebimos tik esant 0,08 mM AZ3, spektrai pavaizduoti 23 —ajame paveiksle. Létieji
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21 pav. Pavaizduoti HSP90aN aminoriugsciy amidiniy grupiy smailiy "N HSQC spektre
cheminio poslinkio poky¢iai pridéjus skirtingy ligandy. Siy aminorigiciy smailés spektre
buvo identifikuotos remiantis (Schwalbe, 2006).

mainai dazniausiai yra itin stiprios sgveikos pozymis, taciau literaturoje kitais metodais
nustatyta, jog ligandai AZ3 ir ICPD9 yra gan silpnai besijungiantys (Petrauskas et al.,
2013).

BMR eksperimentai leidzia ne tik jvertinti ligandy prisijungimo stipruma, bet ir iden-
tifikuoti saveikaujancias aminorugstis. Saveikoje dalyvaujanciy aminorugséiy cheminio
poslinkio signaly pokyciai yra kooperatyvus procesas, t.y. visos saveikoje dalyvaujanciy
aminorugsciy smailés pasizymi panasia cheminio poslinkio pokyc¢io Ad priklausomybe nuo
ligando koncentracijos — apskaiciuojamos panasios K, vertés (Meyer and Peters, 2003).
Taciau be jau minéty stipriausiai besijungianc¢iy aminorugséiy esanciy ligando prisijungi-
mo kisenés viduje, tiriant HSP90aN saveika su AZ3 jog kai kurios amino rugstys pasizymi
greitaisiais mainais, gerokai silpnesne saveika. Sios aminortigstys néra ligando prisijungi-
mo kiSenés viduje pvz. Vall36 yra prie kiSenés jéjimo. Gali buti, jog ligandas jungiasi ne
tik pacioje kiSené¢je, bet ir prie aminorugsciy esanciy aplink kiSeng, tac¢iau gerokai silpniau.
Sléginio bei terminio poslinkiy metodais, kuriais anks¢iau iSanalizuotas siy slopikliy jun-
gimasis, stebimas visy jungimosi varianty vidurkis. Todél BMR metodu nustatytos K}
verteés aminorugstims esanc¢ioms kiSenéje yra mazesnés, nei nustatytos kitais metodais.
Priesingai ne kiSenéje esancioms aminorugstims K, vertes yra didesnés, nei nustatytos
kitais metodais.

HSP90aN aminorugsciy signaly poslinkiai didinant ICPD9 koncentracija pasizyméjo
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22 pav. Kairéje pavaizduota aminorugséiy amidiniy grupiy smailiy poslinkio **’N HSQC
spektre priklausomybé nuo ligando AZ3 koncentracijos. Linijos grafike yra tik vaizdiné
priemoné. Kreiviy statumas atspindi saveikos stipruma. Siuo atveju kreivés per stacios
nustatyti disociacijos konstantos Ky verte. Si verte gali siekti nanomolio litre eile. Deginéje
pavaizduota HSP90aN struktura raudona spalva pazymeétos sios amino rugstys. Geltona
spalva pazyméta ATP molekulé.

kooperatyvumu. Keliant ICPD9 koncentracijg signalai slinkosi atitinkamai vienas kito
atzvilgiu. Pritaikius matematinj modelj siems poslinkiams apskaic¢iuota disociacijos kons-
tanta K, kurios verté lygi 2,4-107449-1075 M (rezultatai pavaizduoti 24—gjame paveiksle.

ICPDY pasizymejo silpnesne saveika nei AZ3. Tai buvo stebima netgi lyginant nespeci-
fine saveika su AZ3 pasizymincias amino rugstis. Palyginimas kai kurioms aminorugstims
atvaizduotas (25)-ajame paveiksle.

Eksperimenty serijos keic¢iant slopikliy koncentracijas atliktos skirtinguose slégiuose
leidzia nustatyti K, priklausomybe nuo slégio. Naudojantis sia priklausomybe galima
nustatyti ligando prisijungimo salygota turj. AZ3 atveju, specifinio prisijungimo vieto-
je esanciy aminorugstys pasizymi létaja saveika, nagrinéjant smailés poslinkj spektre ju
termodinaminiy parametry nepavyko nustatyti. Taciau siuo metodu pavyko istirti ICPD9
saveika su baltymu. HSP90aN aminorugstims saveikaujant su ligandu ICPD9, paramet-
ras Ky didéjo keliant slégj. Tai reiskia, kad aukstesnis slégis nepalankus prisijungimui
Nors tasky issibarstymas buvo didelis, buvo isanalizuotos K, priklausomybés nuo slégio
kelioms amino rugstims (rezultatai pavaizduoti 26—ajame paveiksle. Nagrinéjant sj reiski-
nj su skirtingomis amino rugstimis, jungimosi turio pokytis kito gan siaurame intervale —
tarp 13 ir 20 ecm3mol~!. Dél sudétingos, eksperimentavimo naudojant auksta slégi, spe-
cifikos iki Siol yra atlikta labai nedaug darby kuriuose nustatinéjamas baltymuy-ligandy
saveikos turis. Tuose keliuose atliktuose darbuose jvairioms sistemoms mazamolekulinio
ligando prisijungimo prie baltymo turis svyruoja nuo -160 iki 31 cm™3mol~! (Chalikian,
2003; Dubins et al., 2000; Petrauskas et al., 2013; Toleikis et al., 2012). Taigi Sis re-
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23 pav. HSP90aN '*N HSQC spektrai. Virsutiniame paveiksle atvaizduoti du spektrai.
Meélyna spalva zymi kontrolinj spektra be ligando, raudona spalva HSP90aN spektra su
0,15 mM AZ3. Aminorugstys 95Gly ir 97Gly pasizymi itin stipria sgveika su létu mainy
laiku, todél spektre su ligandu sioms aminorugstims matoma tik viena smailé atitinkanti
amidiniy grupiy cheminius poslinkius su prisijungusiu ligandu. Apacioje pavaizduotas
HSP90aN spektras esant labai mazai (0,08 mM) ligando. Siuo atveju matomi dvigubi

signalai atitinkantys susijungusia ir laisva baltymo formas.
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24 pav. Aminorgstiy amidiniy grupiy smailiy poslinkio N HSQC spektre priklauso-
mybé nuo ICPD9 koncentracijos. Pritaikius eksperimentinius taskus atitinkantj modelj
apskaiciuotos disociacijos konstantos Ky verteés.
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25 pav. Kai kuriy aminortigitiy amidiniy grupiy smailiy poslinkio N HSQC spektre

priklausomybé nuo ligandy ICPD9 ir AZ3 koncentracijos. Pagal Sias priklausomybes,
apskaiciuotos disociacijos konstantos Ky vertés Sioms aminorugstims.
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26 pav. ICPD9 jungimosi prie HSP90aN Gibso energijos priklausomybeé nuo slegio. Eks-
perimentinius taskus atitinkanciy tiesiy nuokrypio koeficientai lygus jungimosi turiams.

zultatas yra palyginamas su rezultatais gautais panasiose sistemose. Teigiama jungimosi

turio reikSme reiskia, kad ligando ir baltymo kompleksas uzima didesnj turj, nei abu sie

komponentai atskirai.
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4. IsSvados

Siame darbe auksto slégio fluorimetrijos ir auksto slégio branduoliy magnetinio rezo-
nanso metodais tirti baltymy strukturiniai pokyciai aukstame slégyje bei ju saveika su

ligandais. Siy tyrimy metu padarytos ios isvados:

o Karboanhidrazes CAI, CAII, CAXII veikiant aukstu slégiu vyksta strukturiniai po-
kyciai, kurie pasizymi triptofano fluorescencijos spektro batochrominiu pokyciu.
Universaliausias metodas anlaizuoti siuos fluorescencijos duomenis yra sekti fluo-

rescencijos spektro masiy centro pokytj.

o Karboanhidrazéms isvynioti reikalingas slégis pasizymi tiesine priklausomybe nuo
GndHCI koncentracijos, tai leidzia ekstrapoliuojant nustatyti sio parametro vertes
fiziskai nepasiekiant tokio slégio. IS trijy darbe naudoty karboanhidrazés izofor-
my, nesant chaotropo stabiliausia yra CAII izoforma, maziausiai stabili — CAXIII

Karboanhidraziy issivyniojimas pasizymi neigiamu turio pokyciu.

o Sulfonamidiniai karboanhidraziy slopikliai stabilizuoja jas pries slégine denaturacija.
Stipriau besijungiantys ligandai karboanhidrazes stabilizuoja stipriau.Tirty slopikliy

prisijungimas salygoja neigiama baltymo turio pokytj.

o CAII issivyniojimo Gibso energija ir lydymosi slégis yra tiesinés GndHCI koncentra-
cijos funkcijos. Siy tiesiy polinkio koeficientai priklauso nuo slopiklio koncentracijos.

Didesni AZM kiekiai salygoja didesnes polinkio koeficienty vertes.

o Norint teisingai nustatyti ligando jungimosi turj sléginio poslinkio metodu reikia
atlikti eksperimentus keic¢iant tiek slopiklio, tiek chaotropo koncentracijas, taip su-
darant dozavimo kreive i§ ekstrapoliuoty P, veréiy. Siuo metodu nustatytas AZM

prisijungimo salygotas CAII baltymo tiirio pokytis AV} yra lygus -15 £2 ecm®mol .

o HSP90aN veikiant aukstu slégiu stebimi strukturiniai poky¢iai. Nustatyta, jog bal-
tymui issivyniojant pirmiausiai savo padétj keic¢ia Tyr139, Alal61, Argl82, Ser169

aminorugstys.

o BMR metodu nustatyta, jog prie HSP90 baltymo ligandai AZ3 ir ICPD9 jungiasi
prie ATP prisijungimo vietoje esanc¢iy aminorugsciy Val92, Gly95, Gly97. AZ3
prisijungimas pasizymi létaja saveika, todél disociacijos konstatntos vertés negali
buti nustatytas pagal cheminj poslinkj. Nustatyta stebimoji ICPD9 disociacijos
konstanta Ky lygi 2,4- 107491075 M, o $io ligando prisijungimo prie HSP90aN
salygotas tiiris — V}, lygus 15 & 3 ecm®mol !
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