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IZanga

Baltymai sudaro vieng pagrindiniy gyvybés cheminio pagrindo sudedamyjy daliy. Jie atlieka prak-
tiSkai visas biologines funkcijas Zmogaus organizme, todél knygos pavadinime pabréziu baltymy svar-
ba. Taciau baltymai veikia tik vandenyje, kuriame yra ir lipidy, ir angliavandeniy, ir nukleoriigs¢iy, ir
kity medZiagy, su kuriomis baltymai saveikauja ir kurios turi didelg jtaka baltymy funkcijoms. Si kny-
ga yra apie tokias silpnasias saveikas, apie saveikos energijy matavimus ir teorinius jungimosi mode-
lius.

Klasikinés biochemijos, bioorganinés chemijos ir kity kursy metu mes gana iSsamiai susipazista-
me su pirmine baltymy struktiira, jy cheminémis savybémis, baltymy cheminiu modifikavimu ir jy
biosinteze ribosomoje. Visus Siuos procesus ir reiskinius lydi dideli energijy virsmai, nes kovalenti-
néms jungtims sudaryti ir suardyti reikia mazdaug 500 kJ/mol energijos. Taciau didel¢ dalis procesuy,
lemianciy baltymy funkcijas, nereikalauja tokiy dideliy energijos sanaudy. Kambario temperatiiros
terminé energija yra lygi RT (Cia R — universalioji dujy konstanta, 7' — temperatiira kelvinais), tai suda-
ro apie 2,5 kJ/mol. Sioje knygoje nagrinéjame virsmus, kuriems retai reikia didesnés kaip 100 kJ/mol
energijos.

Per pastaraji deSimtmetj labai paplito fizikiniy metody taikymas spregsti biologines problemas. La-
bai iSplétoti tokie metodai, kaip ivairios spektroskopijos, masés spektrometrija, magnetinis branduoliy
rezonansas (MBR), analitinis ultracentrifugavimas, rentgenostruktiiriné kristalografiné analizé ir viene-
tiniy molekuliy metodai, glaudZiai susije su nanobiotechnologijomis. Siy metody taikymas labai pagi-
lino ir paivairino miisy zinias apie baltymus.

Vienas svarbiausiy Sios knygos tiksly yra i§samiai supazindinti su metodais, kurie padeda pama-
tuoti baltymy jungimosi su kitomis molekulémis vandenyje energija. Sie metodai taip pat gerokai pa-
tobul¢jo pastaraisiais deSimtmeciais. Tai pusiausviros dializé ir kiekybiné jungimosi chromatografija,
analitinis ultracentrifugavimas, pavir$iaus plazmono rezonansas, kapiliariné elektroforez¢, molekuliné
elektrooptika, rentgeno ir neutrony spinduliy iSbarstymas, rentgenostruktiriné analizé, cirkuliarinis
dichroizmas, fluorescenciniai jungimosi metodai, sustabdyto tekéjimo metodai, infraraudonosios spin-
dulivotés (Ramano) spektroskopija, jonizaciné masés spektrometrija, elektrony paramagnetinis rezo-
nansas, MBR spektroskopija, atominés jégos mikroskopija bei daug kity metody.

Mums svarbiausi yra izoterminio titravimo kalorimetrijos, diferencinés skenavimo kalorimetrijos
ir terminio poslinkio metodai, kuriais detaliai matuojame daugeli termodinaminiy parametry, ne vien
laisvaja Gibso energija. Taigi Sioje knygoje iSsamiau nagrin¢jame i§ pirmo Zvilgsnio gana siaura, ta-
¢iau, mano nuomone, labai svarbia biofizikinés chemijos ir biotermodinamikos sankirtoje esancia
mokslo sritj.

Fizikiné biochemija nei$vengia matematiniy lygéiy. Sioje knygoje ju yra gana daug. Norédamas,
kad bty lengviau suvokiamos, stengiausi priklausomybes parodyti grafiSkai. Be to, fizikinés chemijos
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kursy metu déstoma termodinamika pakartojame gana glaustai, nes tikimés, jog studentai su ja jau ge-
rai susipazing. Taciau realiai zinau, kad matematiniy metody taikymas biologams yra gana sudétingas,
todel pratyby metu stengiamés grafiskai nagrinéti tokias problemas kaip iSvestiniy skai¢iavimas.

Bevek kiekvienas biocheminis eksperimentas reikalauja gauty duomeny matematinio apdorojimo.
Modelis nesudétingas, jeigu priklausomybé yra tiesiné. Taciau dazniausiai priklausomybé yra gana su-
détinga, o jos sprendimas vis tiek yra labai pageidautinas. Tik lygindami modeliavimo rezultatus su
eksperimenty rezultatais galime teigti, kad problema nors i$ dalies supratome.

Sia knyga sudaro keturi skyriai — biotermodinamikos, fluorescencijos, magnetinio branduoliy re-
zonanso ir kristalografijos. Pasirinkau juos i$ dalies dé¢l to, kad teko ne vienerius metus dirbti kiekvie-
nu i§ $iy metody bei sukaupti nemazai patirties, o taip pat dél to, kad biitent Sie metodai man pasirodé
patys idomiausi, atvéré duris naujam biomolekuliy pazinimui. Nezilirint to, kad visi Sie keturi metodai
jau seniai tapo klasika, bet jie nuolatos evoliucionuoja ir atveria naujas galimybes tyrimams. Manau,
kad bitent Siuose metoduose ir ateityje bus dideliy patobulinimy ir juos gerai suprasti bus tiek pat
svarbu kaip ir jprastiniais Lietuvoje tapusius molekulinés biologijos metodus.

Sia proga noriu padékoti savo chemijos mokytojai Veronikai PaberZytei, studentiniy darby vado-
vui Jonui Rubikui ir doktorantiiros vadovui Rex Lovrien, kurie idéjo labai daug darbo mane mokyda-
mi. Taip pat dékoju Vilniaus universiteto Gamtos moksly fakulteto darbuotojams, kuriy projektas i§ju-

dino Sios knygelés isleidima, ir savo Seimai uz supratima bei nuolatinj palaikyma.

Daumantas Matulis, 2008 m. sausis



Santrumpos

Skliausteliuose nurodyti kai kurias santrumpas apibréziantys skyreliai
A —laisvoji Helmholco energija

A — Sviesos sugertis (absorbcija)

ANS — anilinonaftalino sulfonatas

A — angstremas, atstumo vienetas naudojamas kristalografijoje

By — magnetinio lauko stiprumas (stipris)

B — plétimosi koeficientas

B — kampas vienetinéje kristalinéje gardeléje

°C — Celsijaus laipsnis

C — Siluminé talpa

Cp — pastovaus slégio Siluminé talpa

Cy — pastovaus tiirio Siluminé talpa

¢ — koncentracija

¢ — koeficientas kalorimetrijoje, parodantis reakcijos pilnuma

cal — Siluminés energijos vienetas kalorija,

calir — tarptautinés konferencijos kalorija (1.1.3)

caly, — termocheminé kalorija (1.1.3)

const - konstanta

0 — dalinés iSvestinés Zenklas

d — tikslusis diferencialas

D — netikslusis diferencialas

A — pokytis

ApX — jungimosi reakcijos termodinaminis parametras (pvz., ApH — jungimosi entalpija)
A, X — baltymo iSsivyniojimo (denatiiracijos) reakcijos termodinaminis parametras (pvz.,

A, H, - denaturacijos entalpija lydymosi temperataroje 7))

AH., — kalorimetriné entalpija

AH,;;— van‘t Hofo entalpija

0 — dalinis dydis, pvz., dH — daliné entalpija

0 — cheminis poslinkis MBR

DMSO - dimetilsulfoksidas

DSC — differential scanning calorimetry (diferenciné skenavimo kalorimetrija)
DSK — diferenciné skenavimo kalorimetrija

E — magnetinio dipolio energija MBR



€, — molinis ekstinkcijos koeficientas

F — termodinaminé funkcija

F, — fluorescencijos iSeiga A bangos ilgyje

f» — prisijungusi frakcija

F — struktirinis elementas kristalografijoje

FT — Furjé transformacija

H — entalpija

h — planko konstanta

hCAI — zmogaus karboanhidraze I

hCAII — Zmogaus karboanhidraze II

HSA — Zzmogaus serumo albuminas

G — laisvoji Gibso energija

G — priesdelis giga (107)

Y — gyromagnetinis santykis

1 —$viesos intensyvumas

I — branduolio sukinys

ICso — fermento slopinimo rodiklis, tokia slopiklio koncentracija, kuriai esant 50 proc.
aktyvumo yra uzslopinta

ITC — isothermal titration calorimetry (izoterminio titravimo kalorimetrija)
ITK — izoterminio titravimo kalorimetrija

J — dzaulis, SI sistemos energijos vienetas

J —Massieu termodinaming¢ funkcija

J4p — branduoliy A ir B suriSimo konstanta

K — kelvino laipsnis

K — pusiausvyros konstanta griztamajame procese
k — priesdeélis kilo (10%)

ks — Bolcmano konstanta

K, — riigsties disociacijos konstanta

K, — jungimosi pusiausvyros konstanta

K, — disociacijos pusiausvyros konstanta

K, — baltymo i$sivyniojimo (denatiiracijos) pusiausvyros konstanta
K — suspaudziamumas

L —ligando koncentracija

[ — kiuvetés plotis, Sviesos kelio ilgis kiuvetéje

Ly, — prisijungusio ligando koncentracija (b - bound)



LDsy — junginio toksisSkumo rodiklis, tokia junginio koncentracija, kuriai esant 50 proc. gyviny

iSlieka

LD — lethal dose

Ls—laisvo ligando koncentracija (f - free)

L, —bendra ligando koncentracija (z- total)

M — makromolekulés koncentracija

M — molinés koncentracijos vienetas

M — smailiy skaicius multiplete (MBR)

M — priesdélis mega (10°)

m — priesdélis mili (107)

m — magnetinis kvantinis skaicius

MBR — magnetinis branduoliy rezonansas

ML — makromolekulés-ligando komplekso koncentracija
mol — medziagos kiekio vienetas molis

[ — magnetinis momentas

u — priesdélis mikro (10

n — priesdélis nano (10”)

n — branduoliy skai¢ius MBR

n — sujungty protony skaicius ITK

n — ITK stechiometrija

NMR - nuclear magnetic resonance (magnetinis branduoliy rezonansas)
v — daznis (Larmor daznis, rezonanso daznis)

P —slégis

P — fluorescencijos poliarizacija

P — branduolio kampinis momentas

p — priesdélis piko (107'%)

P;, — prisijungusio baltymo koncentracija (b - bound)
Ps—laisvo baltymo koncentracija (f - free)

pK, —rugsties disociacijos konstantos neigiamas logaritmas
Py — tikimybé¢ baltymui biiti natyvioje biisenoje (N - native)
P, — bendra baltymo koncentracija (¢ — total)

Py — tikimybé baltymui biti iSsivyniojusioje biisenoje (U — unfolded)
O — silumos kiekis

O — fluorescencijos kvanting iSeiga

R — dujy konstanta

R — faktorius, parodantis rentgenostruktiirinés analizés paklaida
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r — fluorescencijos anizotropija

r — tarpmolekulinis, tarpbranduolinis atstumas

Ry — Fiorsterio atstumas fluorescencijoje

p(x, y, z) — elektrony tankio funkcija kristalografijoje
S — entropija

S, — solvatochromija bangos ilgyje A

o — ekranavimo konstanta MBR

T — temperatura

T — transmisija (Sviesos pralaidumas)

T,, — baltymo lydymosi temperatiira (m - melting)
TMS — tetrametilsilanas

T, — baltymo lydymosi temperatiira, kai néra pridéta ligando (7 - reference)
Ty — palyginamoji temperatiira, dazniausiai 37 °C

U — vidiné energija

V — tiris

V., — molinis tiiris

W — darbas

W — galios vienetas vatas

Y — Planko termodinaminé funkcija
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1. Biotermodinamika

1.1. Termodinamikos pagrindai

1.1.1. Jvadas

Siame skyriuje trumpai ir glaustai pakartojame pagrindinius termodinamikos teiginius ir formules.
Pagrindinis démesys skiriamas termodinaminiy funkcijy (parametry) ivairovei bei jy tarpusavio ry-
Siams. Termodinamikos pagrindy skyrius paraSytas remiantis cheminés termodinamikos vadovéliu [1],

kuri rekomenduoju pakartoti, kad biity lengviau suprasti vartojamas savokas.

1.1.2. Ekstensyvus ir intensyviis kintamieji

Studijuodami termodinamika, skiriame kintamuosius, kurie nepriklauso nuo medziagos kiekio sis-

temoje, t.y. intensyviis kintamieji (infensive variables), ir kintamuosius, kurie priklauso nuo medziagos

kiekio ir yra proporcingi medziagos kiekiui sistemoje, t.y. ekstensyviis kintamieji (extensive variab-

les).

1.1.3. Konversijos faktoriai tarp kalorijos ir dZzaulio

Atliekant tikslius termodinaminius skai¢iavimus ir matavimus, svarbus yra konversijos faktoriy
tikslumas. Tam tikra painiava sukelia du kalorijos apibrézimai, kurie kai kuriuose literatiiros Saltiniuo-
se painiojami. Skai¢iavimams vartotina termocheminé kalorija, kuri tiksliai susijusi su dzauliu.

Kalorijos (Zym. cal) verté priimta Penktojoje tarptautinéje garo savybiy konferencijoje Londone
1956 m. (vadinama IT — international conference), 1 calir = 4,186800 J, t.y. viena tarptautiné kalorija
yra apytiksliai lygi 4,186800 dzaulio.

Tuo tarpu termocheminé kalorija yra senesné ir tiksliai lygi 4,184 dzaulio, 1 caly, = 4,184 J. Sia
kalorijos verte mes taikome termodinaminiams skai¢iavimams. Tada universalioji dujy konstanta R

lygi 1,9872 cal/(molxK), arba 8,3144 J/(molxK).

1.1.4. Dalinis diferencijavimas

Termodinaminés sistemos biisena yra daugiau negu vieno nepriklausomojo kintamojo funkcija,
todel svarbu nagrinéti matematinius rysius, aprasancius Sias funkcijas. Dauguma termodinaminiy pro-
blemy turi tik du nepriklausomuosius kintamuosius. Ju i$plétimas didesniam kintamyjy skaiciui gana

aiSkus, todél ¢ia nurodome tik funkcijas su dviem kintamaisiais.

1.1.5. Visuotinio diferencijavimo lygtis
Panagrinékime konkrety pavyzdi — grynosios medziagos tiirj. Grynosios medziagos molinis tiiris
(V) yra temperatiros ir slégio funkcija:
V,=f(P.T). (1)
12



Sios funkcijos visuotinis diferencialas yra:

de=(anj dp{anJ dT . )
oP ), or ),

Idealiyju dujy molinis tiris yra:

RT

VmﬁidealiLLiLLdujq = ? . (3)

Cia R yra universalioji dujuy konstanta. ISreiSkiame Sios formulés dalines iSvestines, atsizvelgdami

M - _R_];’ 4)
oP . P

aI/mfidfdujq — E (5)
or ), P

Gauname visuotinj diferencialg idealioms dujoms:

1 slégi ir temperatiira:

m

dv =—R—{dp+5dT. (6)
J2 J2

1.1.6. Konversijos formulés

Daznai nebiina patogaus eksperimentinio metodo, padedancio pamatuoti iSvesting, kurios reikia
problemai i$spresti. Tokiu atveju reikia gauti daling iSvesting ir susieti ja su kitais dydziais, kurie yra
pasiekiami. Svarbiausia pastebéti, kad, ieSkant konkrecios dalinés iSvestinés, reikia pradéti nuo visuo-
tinés iSvestinés, atsizvelgiant { kintamaji ir apskai¢iuojant abieju diferencialy santyki. Panagrinékime

anksciau iSvesta tiirio funkcija.
1.1.6.1. Pirmoji formulé

Jei norime apskaiciuoti (GP/ oT )V , vartojame (2) formulg, dalijame abi puses i$ d7. Be to, dV,, =0,

mes gauname:

de:o:(anJ d_P+(anj . 7
dT opP ). dT \ oT ),

Jei prie desinés pusés pirmojo démens antrojo daugiklio pazymime, kad V,,=const, gauname:

(8)

) A

or (an
oP ),

13



Taigi, jei noré¢jome apskaiciuoti (aP/ oT )V, bet neturéjome metodo ja eksperimentiskai pamatuoti,

mes galime lengviau gauti (6V,,/0P)_ir (8¥, /0T),, kurie susijg su terminio plétimosi koeficientu

(expansion coefficient) B ir suspaudziamumo koeficientu (compressibility) k:

%

ﬂ_?(aTl' ©)
1(ov

K__?[apl' (10

Norédami patikrinti lygti (8), patikrinimui galime pasinaudoti idealiyjy dujy atveju:

R
o’ “p P R
2| =L - - 11
(arjy RTT OV (1h
F

1.1.6.2. Antroji formulé

Norédami apskaiciuoti dV,,/dP, gauname antraja formulg i$ dP, taip pat V,,= const:

dav, =0=(an} +(anJ (8_Tj . (12)

dP oP ), \ orT ),\oP ),

5 AFE) ®

OP ), oT ),\ 0P ),

b

(&) -y

oP )y (Wj '
oT ),

1.1.6.3. Trecioji formulé

Perstate gauname:

arba:

(14)

I$ (8) ir (14) formuliy matome, kad:

oP 1

oP
Taigi dalinés iSvestinés gali biiti taip vartojamos tarsi jos biity trupmenos.
1.1.6.4. Ketvirtoji formulé

Si formulé gali bati naudinga, kai vartojame naujus nepriklausomuosius kintamuosius. Pavyz-

dziui, nagriné¢jame grynosios medziagos tiiri V kaip slégio ir vidinés energijos (U) funkcija:

14



v=f(U,P). (16)
Norime jvertinti daling iSvesting (0V,,/0P), , t.y. tirio kitima kintant slégiui, kai vidiné energija

yra pastovi. Sig i§vesting apskaidiuoti, remiantis kitomis dalinémis i§vestinémis, reikia lygtyje (2) da-

lyti dV,, 18 dP ir pridéti salyga, kad U=const. Tada rezultatas yra:

(5, -(5) () (5. @
op ), \op ) \or ).\or),

1.1.6.5. Penktoji formulé

Kai reikia naujo kintamojo X(P,T), taikome grandining taisykle diferenciniam skai¢iavimui:

%) (55, &
or ), \ox J,\or ),

1.1.6.6. Tikslieji diferencialai

Daug termodinamikos lyg€iy galima iSvesti naudojantis tiksliojo diferencialo savybémis. Varto-

jame tokia nomenklatira: D — netikslusis diferencialas (inexact differential), pvz., DW, d — tikslusis

diferencialas (exact differential), pvz., dU.

1.1.6.7. Pavyzdys nagrinéjant gravitacinj lauka

Palyginkime potencing energija (AU) su darbu (W), kai akmuo yra perneamas aukstyn i kalna. Sie
dydziai skiriasi tam tikromis savybémis.

1. Potencinés energijos skirtumas priklauso nuo akmens pradinio ir galinio aukscio, o atliktas
darbas (taip pat ir iSsiskyrusi Siluma) priklauso nuo kelio, kuriuo buvo nesamas akmuo.

2. Potencinei energijai U tinka iSraiSka, kuri gali buti diferencijuojama, jei norima gauti dU, o
darbui W néra iSraiskos, norint gauti DW.

3. Gautos potencinés energijos ir darbo vertés skirsis, jei panaudosime ciklini kelia (uzneSime
akmeni ir veliau parneSime i ta pacia vieta). Tokiu atveju potencinés energijos skirtumas lygus

nuliui:
$du =o0. (19)
Taciau ciklo metu atlikto darbo verté nebus lygi nuliui ir priklausys nuo konkretaus pasirinkto ke-
lio.
1.1.6.8. Bendrosios formulés

Norédami geriau suprasti tiksliojo diferencialo iSraiska, pasirenkame bendraja funkcija L(x,y) ir
randame jos visuotinj diferenciala. Taip parodome, jog dalinés iSvestinés yra nepriklausomyjy kinta-

muyju (x ir y) funkcijos ir diferencialas yra nepriklausomyjy kintamuyjy ir ju diferencialy funkcija:
dL(x,y,dx,dy):M(x,y)dx+N(x,y)dy. (20)
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M(x. ):(—J e
ox ),
ir
oL
N(x,y)=|—]| . 22
() (5y ] )
I§ lygties (20) matome, kad bendruoju atveju dL yra pasirinkto kelio funkcija. Si lygtis padeda su-
sumuoti tiksliojo diferencialo savybes:

1. Egzistuoja funkcija f{x,y), kad

df (x,y) = dL(x, y,dx,dy) . (23)
Kitaip sakant, diferencialas yra tik koordinaciy funkcija ir nepriklauso nuo pasirinkto kelio.

2. Integralo verté pasirinktame specifiniame kelyje

[dL(x,y,dx,dy) = [df (x,). (24)

priklauso tik nuo pradinés ir galinés koordinatés ir nepriklauso nuo pasirinkto kelio.

3. Integralas cikliniu keliu lygus nuliui:

L (x.y.dv.dy) = Pdf (x.)=0. (25)
Si paskuting savybé yra dazniausiai naudojama tikrinant termodinaminés funkcijos tiksluma. Jeigu

termodinaminés funkcijos J diferencialas dJ yra tikslusis, tada J yra vadinama termodinamine savybe

(parametru) (thermodynamic property, parameter) arba bisenos funkcija (state function).

1.1.6.9. Griztamumo charakteristika

Diferencialo dL(x,y,dx,dy) tikslumo testas parodo, ar tinka jam §i lygtis:

0 0
_M(xay) =(_N(xay)J . (26)
oy . \ox ’
Matome, kad $i lygtis yra teisinga, jeigu dL yra tikslusis, nes tuo atveju egzistuoja funkcija f(x,y):
L (x, yod.dy) = df (x,3) = [@] ar+| L] ay. @7
ox ), oy ).
IS lygciy (23) ir (27) paaiskeja, kad:
0
M(x,y) = (ij . (28)
ox ),

ir
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N(x,y)= {%} : (29)

Taciau i$ matematikos principy zinome, kad funkcijai f{x,y) galioja:

Q(Q L2 (30)
oy\ox ), 0Oyox Ox\ 0y x.

Kitais zodziais tariant, iSvestiniy eilés tvarka néra svarbi jokiai dviejy kintamyju funkcijai. Jeigu

diferencialas yra tikslusis, lygtis (26) yra teisinga.
Pavyzdys. Sakykime, kad zinome tik idealiyjy duju visuotinio diferencialo iSraiSka, bet nezinome,

ar jis yra tikslusis, ar netikslusis. Pritaike tikslumo kriterijy, gauname:
0 (R R O RT
2 _jz__ﬁ_(__zj. G1)
oP\ P P or\ P
Taip suzinome, kad idealiyju duju tiiris yra termodinaminé savybeé.
1.1.7. Termodinaminés savybés

1.1 lenteléje surasytos pagrindinés termodinaminés savybés.

1.1 lentelé. Pagrindinés termodinamingés savybés.

Savybé Sutrumpinimas | Pastabos
Sudétis ni, Ny, ... Tiesiogiai matuojama
Mechaniniai kintamieji | P, V ir kt. Tiesiogiai matuojami
Temperatiira T Tiesiogiai matuojama
Energija U Teoriné savybe, jeinanti | pirmaji termodinamikos désnj
Entropija S Teoriné savybé, ieinanti { antraji ir treciaji termodina-
mikos désnius
Kitos savybés H, G, A ir kt. ISvestinés i§ aukSc¢iau nurodyty
1.1.7.1. Entalpija
H=U+PV. (32)
AH, =Q,. (33)

Entalpijos (enthalpy) pokytis lygus Silumos kiekiui, kai slégis yra pastovus ir neatlickamas joks
nemechaninis darbas. Entalpijos absoliucios vertés néra zinomos, nes vidinés energijos U absoliucios
vertés néra zinomos. Véliau miisy naudojama ,,absoliucioji entalpija“ yra naudojama tik su prielaida,
kad absoliu¢iame nulyje entalpija lygi nuliui. Grieztai kalbant Si entalpija téra entalpijos pokytis tarp

nagrin¢jamos temperatiiros ir absoliutaus nulio temperatiiros.

1.1.7.2. Siluminé talpa
Kino absorbuojama Siluma (ne faziy virsmo temperatiiroje) yra proporcinga temperatiiros poky-
ciui:
Q=C(T,-T). (34)
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Proporcingumo koeficientas C vadinamas $ilumine talpa (heat capacity). Siluminé talpa yra isto-
riskai prigijes Siek tiek neteisingas terminas, iSlikgs nuo ty laiky, kai buvo manoma, jog Siluma yra
saugoma objekte. Siuo metu manome, jog terminé energija saugoma objekte, o §iluma yra energija

perduodama dél temperatiiros skirtumy. Silumos kiekio diferencialas yra netikslus ir priklauso nuo ke-

lio:
c-DQ (35)
dT
Pastovaus slégio Siluming talpa:
C, = (D_Qj (36)
dT ),
Pastovaus tiirio $iluminé talpa:
C, = (D_QJ (37)
dr ),
1.1.7.3. ISvestinés lygtys
DQ, =dH,. (38)
C, = (%J . (39)
oT ),
DQ, =dU, . (40)
oUu
C, =|—| . 41
' (GTJV @
1.1.7.4. Entropija

Entropija (entropy) yra medziagos netvarkingumo matas. Panasiai kaip ir energijos atveju galime

apskaiciuoti tik entropijos skirtumus, o ne jos absoliucia vertg.

DO . D i
dS: Qgrlzt , AS=AS —AS — ZdS: 2&_ (42)
T 2 1 1 1 T

1.1.7.5. Helmholco laisvoji energija

Helmholco laisvoji energija (Helmholco funkcija, Helmholtz free energy) apibréziama kaip:

A=U-TS. (43)
Helmbholco laisvoji energija yra reakcijy, vykstanciy pastovaus turio ir temperatiiros salygomis. Jei

jos verté neigiama, procesas vyks spontaniskai, kai turis ir temperattra pastovis.

1.1.7.6. Gibso laisvoji energija

Gibso laisvoji energija (Gibso funkcija, Gibbs free energy) apibréziama kaip:

G=U+PV-TS=H-TS. (44)
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Gibso energija apraso reakcijy spontaniSkuma pastovios temperatiiros ir slégio salygomis.

verté neigiama, procesas pastovaus slégio ir temperttiros salygomis vyks spontaniskai.
Visuotinis Gibso energijos diferencialas:

dG =dU + PdV +VdP —TdS — SdT .
1.1.7.7. Masseu funkcija

Masseu funkcija (Massieu function) apibréziama kaip:

J=s-2
T

1.1.7.8. Planko funkcija (Planck function)

Planko funkcija (Planck function) apibréziama kaip:

r=-2
T

1.1.7.9. GrjZtamumo taisyklé

090G _ 090G
oT oP 0P oT
(ﬁﬁj__
or ),
T
I&ﬁz—G,P:amﬂ
0
(3.
or), T
T
jfzid7’=As
T
(%) -c.
or ),
T
[codr=H
0

1.1.7.10. ISvestiniai rySiai tarp termodinaminiy funkcijy (parametry)

Gana sudétinga atsiminti daugybe termodinaminiy parametry tarpusavio priklausomybiuy.

Jei jos

(45)

(46)

(47)

(48)

(49-54)

Toliau

einancioje lyg€iy schemoje temperatiirinés iSvestinés parodytos horizontaliai, o sléginés — vertikaliai.

Tai turéty padéti surasti svarbiausiy parametry tarpusavio priklausomybes.
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C

G pagal T \—S pagalT T p
P=const P=const T :

z

d 1eSed
Az

d 1eSed

15U0D
15U0D

17
ol N
=const

-y pagal 1/T s H pagal T C pagal T N [ a(:p j )
P

N
P=const P=const ~ ~p P=const aT

_ Y pagal T H

P=const T 2"

L
L

d 1e3ed

d 1eSed

15U0D!
15U0D

_r }igalft ,V_T[G_V )
T =consi 8T »

A pagal T N _S pagal T Cp

V =const P=const T :

Nlg ~Nlg

S |& S8

2= 2=
pagal T

—— > .
P V=const N2
_é pagal I/T U pagal T C pagal T aC‘V
T V=const V=const =~V P=const aT .
P

1.1.7.11. SuspaudZiamumas ir plétimosi koeficientas

Suspaudziamumas (compressibility, k), kaip ir formuléje (10):

1(0oV
= %) ©

Plétimosi koeficientas (expansion coefficient, 3), kaip ir formuléje (9):
1(oV
-2 56
p V ( oT j » (56)
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() 4(2) o )
op ). \or),

1.1.7.12. Ribos, kai temperatiira artéja prie absoliuciojo nulio

GOK:HOK_TSOK:HOK' (58)
IimS =0
T—0
lrli% C,=0
;li% C, =0
lim G_S] =0 (59-66)
T-0\ OP r
lim 6—Sj =0
-0\ o r
lim 6—Vj =0
T-o0\ oT »
lim a—Pj =0
-0\ OT v

Absoliuciai tvarkingiems kietiesiems kristalamas galioja:

(67-68)

Apzvelgéme pagrindines klasikinés cheminés termodinamikos lygtis. Toliau jas taikysime balty-

my virsmams aprasyti.
1.2. Mazyjy molekuliy saveikos termodinamika

1.2.1. Jvadas

Siame skyriuje apzvelgsime jvairiy molekuliy saveika. Sakykime, jog mus domina, kokia entalpi-
jos dalis iSsiskiria, kai triptofano, esancio nagrinéjamame baltyme, Soniné dalis (heterocikliné ziedu
sistema) pasislepia nuo vandeninés aplinkos, kai ka tik ribosomoje susintetintas baltymas susivynioja {
savo natyvia konformacija. Kitas pavyzdys, kokia yra arginino joninés grupés saveikos su glutamino
rugsties karboksiline grupe entropija. Ar entalpija, o gal entropija stums joning saveika joniniy pory
formavimosi link, o gal, joninés grupés norés islikti vandenyje ir i§laikys baltyma tirpy?

Sie klausimai yra labai sudétingi. Norédami susidaryti bent tam tikra vaizda, turime i$nagrinéti
paprasty drusky disociacijos ir iSkritimo nuosédomis termodinamika, taip pat jvairiy hidrofobiniy or-
ganiniy medziagy tirpimo termodinamika. Taciau kokia nauda, kad i§samiai suprasime, kaip tirpsta
natrio karbonatas vandenyje? Ar galésime Sios reakcijos termodinamika taikyti natrio jony jungimosi
prie asparagino rugsties Soninés grandinés baltymuose termodinamikai apskaiciuoti? Apytikslis atsa-
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kymas i $i klausima — tikrai yra dideliy panasumy tarp $iy reakcijy termodinamikos, ir mazyjy moleku-
liy saveikos termodinamikos zinojimas suteikia daug informacijos apie tai, kokia dali jos sudarys mak-

romolekuliy saveikoje.

1.2.2. Jvadas apie vandenj

Visa gyvybé egzistuoja vandenyje. Kol kas nezinome jokiy kity gyvybés formy. Todél Siam tirpik-
liui skiriamas ypatingas démesys. Taciau nezilrint didZiulés svarbos ir tyrimy gausybés, vanduo iSlie-
ka tirpikliu, kurio savybes sudétinga paaiskinti, sudétinga apskaiciuoti netgi jo garavimo termodinami-
nius parametrus. Taip pat beveik niekada neturime visisSkai chemiskai gryno vandens, jame biina D,O
dalis ir daugybé ivairiy priemaisy.

Svarbiausia vandens molekulés savybé, kuri lemia vandens elgesi reakciju metu, yra tai, kad kiek-
viena vandens molekulé gali sudaryti iki 4 vandeniliniy jungCiu su savo kaimyninémis molekulémis.
Jokia kita tokio paties dydzio molekulé negali sudaryti tiek ry$iy. Sie rysiai lemia ir labai auksta van-
dens lydymosi, ir garavimo, ir kritinio taSko temperatiiras, taip pat didziulg lydymosi ir garavimo en-
talpija. Jau zinoma daugiau kaip 50 vandens fizikiniy anomalijy, palyginti su daugeliu kity tirpikliy.

Apie vandens fizika ir biofizika iSsamius daugiatomius para$¢ mokslininkas Felix Franks. Jo dau-
giatomis ,,Water, A Comprehensive Treatise* yra mokslo apie vandeni klasika. Taciau ir §iuo metu
kuriami vandens struktiiros modeliai, kurie vis naujai paaiskina nesuprastas savybes. [domus ir i$sa-
mus yra vieno Zymiausiy §iy dieny vandens specialisto profesoriaus Martin Chaplin interneto puslapis,

kuri jis vis atnaujina: http://www.Isbu.ac.uk/water/. Greta i§samios apzvalgos, Sis mokslininkas yra

pateikes naujy idomiy teoriniy vandens modeliy, kurie paaiSkina daugeli nepaaiskinty savybiy. Rem-
damasis jo naujausiais darbais, trumpai apzvelgsiu vandens struktiira ir savybes, taciau norint susidary-
ti iSsamesni vaizda apie vandeni reikéty apsilankyti Sioje interneto svetainéje, nes Cia pateikiu tik

glausta santrauka.

1.2.3. Vandens faziy diagrama

Vandens faziy priklausomybés nuo temperatiiros ir slégio diagrama yra gana sudétinga (1.1 pav.).
Kietos busenos vanduo egzistuoja keliolikoje kristaliniy biiseny, kai kurios ju metastabilios. Raidémis
M, E ir V pazymétos Marso, Zemés ir Veneros pavirsiaus salygos. Marso pavirsiuje vanduo galéty eg-
zistuoti tik kieto, o Veneros pavirsiuje — tik dujinio pavidalo. Tuo tarpu Zeméje jis gali egzistuoti ir

skystos, ir kietos biisenos.
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1.1 pav. Vandens faziy diagrama — faziy priklausomybé nuo temperattiros ir slégio. Paveikslas i$
http://www.lsbu.ac.uk/water/, autoriui sutinkant

Faz¢ parodo medZiagos biisena, kurioje ji egzistuoja tomis salygomis. Kur eina linijos, koegzis-

tuoja dvi fazés, o liniju susijungimuose, trigubuose taskuose (tripple point) — trys fazés. Keturios lini-

jos negali susitikti viename taske. Kritinis taskas (critical point) pasiekiamas, kai faziy savybés tampa
nebeatskiriamos (vandens — apie 640 K ir apie 10 Mpa, galbtt vanduo turi ir antra kritinj taska). Rai-
dés M, E, ir V rodo salygas Marso, Zemés ir Veneros planety paviriuose. Zeméje, kai slégis apie 100
kPa, vanduo ties 273 K pereina i$ kietos (ledo) i skysta faze, o ties 373 K — i$ skystos i dujing (vandens

garus).
1.2.4. Vandens struktiirinis modelis

Kietos biisenos vandens kristaliné strukttira yra gerai Zinoma, kai kiekviena vandens molekulé tet-
raedriniu principu sudaro vandenilines jungtis su kaimyninémis vandens molekulémis. Taciau jvairiy
slégiy ir temperatiiry metu egzistuoja apie deSimt kity vandens kristaliniy struktury.

Idomiausia suprasti, kokia yra skystos blisenos vandens struktiira. Atlikta daug ivairiy fizikiniy ir
kompiuteriniy molekulinés dinamikos simuliaciniy eksperimenty, tac¢iau paaiskinti medziagy tirpumus,
fazines termodinamines ir kitas savybes daugeliui modeliuy nepavyksta. Panasu, jog tiksliausiai skysto
vandens struktiira apraSo modelis, pavaizduotas 1.2 pav. (Martin Chaplin). Pagal §i modelj, vandenyje
egzistuoja ikosaedro formos, i§ 280 vandens molekuliy sudaryti dinamiski klasteriai, kurie i§ esmés
turi dvi formas — iSsipiitusia (expanded, ES) ir susitraukusia (collapsed, CS). Peréjimas tarp dvieju

formy nereikalauja jokiy vandeniliniy jung€iy nutraukimo ar susiformavimo. Vienos ar kitos formos
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vyravimas, esant tam tikroms temperatiiroms ir pridétoms medziagoms, paaiskina daugeli savybiy,
pvz., tankio priklausomybg nuo temperatiiros ar kai kuriy medziagy tirpumus — ES strukttiros centre

susiformuoja gana didelé tuScia ertmé, kurioje telpa nedidelés molekulés nesuardydamos vandeniliniy

jungciy.
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1.2 pav. Skystos fazés vandens struktirinis modelis (i$ http:/www.Isbu.ac.uk/water/, autoriui su-
tinkant). Vanduo egzistuoja dviejy struktiiry, sudaryty i§ 280 molekuliy, ES ir CS. Siy struktiry
koegzistavimas paaiSkina daugeli vandens savybiy

1.2.5. Vandens anomalijos

Jei vandens savybes lygintume su daugeliu iprasty skysc¢iy savybiy, tai pastebétume, jog daugelis
vandens savybiy drastiskai skiriasi nuo daugumos skysciu savybiy. Taciau kai kurios anomalijos gali
pasirodyti nelabai anomaliskos, jei lygintume su kai kuriais panasiais { vandenj skysciais, kurie irgi yra
netipiski. Tagiau vanduo turi daugiausiai ir labiausiai ry$kiy anomalijy. Zemiau suraSiau §ias anomali-

jas, remdamasis M. Chaplin interneto puslapiu (http://www.lsbu.ac.uk/water/). Jos visos yra M. Chap-

lin i$samiai paaiskintos. Cia pateikiu tik jy sarasa.

1.2.5.1. Vandens faziy anomalijos

Vandens lydymosi temperatiira yra nejprastai auksta.
Vandens virimo temperatiira nejprastai auksta.

Vandens kritinis taskas yra neiprastai aukstas.

> P bdh =

Kietas vanduo egzistuoja daugelyje jvairiy stabiliy ir metastabiliy kristaliniy bei amorfiniy bii-
seny.

5. Ledo terminis laidumas mazéja didinant slégj.

6. Skysto vandens struktiira kinta esant aukstam slégiui.

7. PerSaldytas vanduo turi dvi fazes ir antraji kritini taSka ties apie -91 °C.

8. Skystas vanduo lengvai perSaldomas, bet sunkiai stikléja.

9. Skystas vanduo egzistuoja esant labai zemoms temperatiiroms ir uzsala kaitinant.

10. Skystas vanduo gali biiti lengvai perkaitinamas.
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Karstas vanduo gali uzsalti grei¢iau negu Saltas (Mpemba reiskinys).

Siltas vanduo vibruoja ilgiau negu 3altas.

1.2.5.2. Vandens tankio anomalijos

Ledo tankis didé¢ja kaitinant (iki 70 K).

Vandens tiiris mazéja lydantis.

Slégis mazina ledo lydymosi temperatiira.

Skystas vanduo turi dideli tanki, kuris did¢ja kaitinant (iki 3,984 °C).

Slégis mazina tankio maksimumo temperatiira.

Persaldyto vandens tankis turi minimuma.

Vanduo turi maza terminio plétimosi koeficienta.

Vandens terminis plétimasis mazéja (tampa neigiamas) esant Zemoms temperatiiroms.

Vandens terminis plétimasis did¢ja kylant slégiui.

. Artimiausiy kaimynuy skaicius didéja lydantis.

. Artimiausiy kaimyny skaicius did¢ja didé¢jant temperatiirai.

. Vandens suspaudziamumas yra ypatingai mazas.

. Suspaudziamumas maze¢ja, kai temperatira did¢ja iki 46,5 °C.

. Suspaudziamumo ir temperatiiros priklausomybé turi maksimuma.

. Garso sklidimo greitis vandenyje did¢ja keliant temperatiira iki 74 °C.
. Garso greitis galblit turi minimuma.

. ,Qreitasis garsas“ nustatomas pasiekus aukStus daznius, kai yra pertriikis, esant aukS$tam slé-

giui.
MBR sukinio relaksacijos laikas yra labai mazas esant mazoms temperatiiroms.
Vandens refrakcinis indeksas turi maksimuma Siek tiek Zemiau uz 0 °C.

Tirio pokytis, kai skystis virsta garu, yra labai didelis.

1.2.5.3. Vandens medZiaginés anomalijos

Joks vandeninis tirpalas néra idealus.

D,0 ir T,0 fizikinés savybés labai skiriasi nuo H,O.

Skysto D,O ir T,O fazinés savybés labai skiriasi.

Tirpiniai skirtingai veikia tokias savybes kaip tankj ir klampuma.

Nepoliniy dujy tirpumas vandenyje mazéja, krintant temperatiirai, pasiekia minimuma ir ima
dideéti.

Vandens dielektriné konstanta yra didelé.

Dielektrinés konstantos temperatiriné priklausomybé turi minimuma.

Protony ir hidroksido jony mobilumas yra anomaliai didelis elektriniame lauke.

Vandens elektrinis laidumas didéja ir pasiekia maksimuma apie 230 °C.
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10. Silpny rugs¢iy disociacijos konstantos turi temperatiirini minimuma.
11. Rentgeno spinduliuotés difrakcijos vaizdas yra nejprastai iSsamus.

12. Didinant slégi, vandens molekulés tolsta viena nuo kitos.

1.2.5.4. Vandens termodinaminés anomalijos

Vandens lydymosi Silumos temperatiiriné priklausomybé turi maksimuma ties -17 °C.
Vandens specifiné Siluminé talpa yra daugiau nei dvigubai didesné negu ledo ar garo.
Specifiné Siluminé talpa (Cp ir Cy) yra neijprastai didelé.

Specifiné Siluminé talpa Cp turi minimuma apie 36 °C.

Specifiné Siluming talpa Cp turi maksimuma apie -45 °C.

Specifiné Siluminé talpa Cp turi slégio minimuma.

Siluming talpa Cy turi maksimuma.

Didelé vandens garavimo Siluma.

A e A R e

Didelé vandens sublimacijos Siluma.

—_
S

. Didelé garavimo entropija.

[a—
[S—

. Vandens terminis laidumas yra didelis, did¢ja ir pasiekia maksimuma ties apie 130 °C.

1.2.5.5. Vandens fizikinés anomalijos

Vandens klampumas nejprastai didelis.

Klampumas labai padidéja mazinant temperatiira.

Vandens klampumas maz¢ja didinant slégj, kai temperatiira mazesné nei 33 °C.
Difuzija labai sumaz¢ja mazinant temperatiira.

Esant Zemai temperatiirai, vandens savidifuzija didéja, did¢jant tankiui ir slégiui.
Terminis difuziSkumas didéja ir pasiekia maksimuma apie 0,8 Gpa.

Vanduo turi neiprastai dideli pavirSiaus itempti.

® NS kWD =

Kai kurios druskos suteikia pavirSiaus jtempimo koncentracini minimuma (Jones-Ray reiski-

nys).

9. Kai kurios druskos panaikina mazy burbuliuky koalescencija.
Visy nurodyty anomalijy i§samus paaiSkinimas pateiktas minétame interneto puslapyje. Matome,
kad anomaliju labai daug, visos jos nulemtos tarpmolekuliniy vandeniliniy jung¢iy.

1.2.6. Cheminiy junginiy termodinaminés savybés

Apzvelgsime kai kurias cheminiy junginiy termodinamines savybes ir anomalijas.
1.3 pav. parodyta tam tikry medziagy specifinés Siluminés talpos priklausomybé nuo temperatii-

Ios.
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1.3 pav. Keliy medziagy specifinés Siluminés talpos priklausomybé nuo temperatiiros

Matome du peréjimus, sukeltus faziniy virsmy — lydantis medziagai, Siluminé talpa staigiai didéja,
o garuojant staigiai maz¢ja. Apskaiciuota apytiksliai, kas 10 °C, remiantis zinyno [2] lygtimis. Pasie-
kus absoliutyji nulj, Siluminé talpa lygi 0, o peré¢jimuose kreivés turi biiti vertikalios.

Integruodami Silumings talpos priklausomybe nuo temperatiiros, gauname entalpijos priklausomy-
bg nuo temperatiiros. Darome prielaida, kuri néra jprasta ir priimta fizikinés chemijos, jog entalpija esant
nulio K temperatiirai lygi nuliui. Taip pat reikia Zinoti eksperimentines lydymosi ir garavimo entalpijas,

pamatuotas esant garavimo ir lydymosi temperatiroms. Gauname grafikus, pavaizduotus 1.4 pav.
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1.4 pav. ,,Absoliuciosios* entalpijos priklausomybé nuo temperatiiros
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Daryta prielaida, kad, pasiekus absoliutyji nulj, entalpija lygi nuliui, tai priklauso nuo susitarimo.
Vertikalius staigius pokycius sukelia faziniai virsmai — pirmaji sukelia kietos biisenos lydymas, o ant-
raji — skystos biisenos garavimas. Vanduo, kurio molekulinis svoris nepalyginamai mazesnis negu,
pvz., benzeno, turi panaSias lydymosi ir garavimo entalpijas ir panaSia visa entalpijos priklausomybg

nuo temperaturos.

1.2.7. Faziniai virsmai ir saveikos energija

Saveikos tarp molekuliy stipruma galima apraSyti faziniy virsmy energiniais parametrais. Pavyz-
dziui, 1.4 pav. i$§ parodytos vandens entalpijos priklausomybés nuo temperatiiros matome, kad vandens
garavimo entalpija, esant 100 °C temperatiirai, lygi 40,657 kJ/mol (9,717 kcal/mol). Taigi, norint nu-
traukti vandenilines jungtis vandenyje ir iSgarinti moli vandens molekuliy, reikia suteikti 40,657
kJ/mol Siluminés energijos. Nezinome, kiek tiksliai vandeniliniy jungcCiy lieka susiformavusios, todél
nezinome ir vienos jungties energijos. Jei jungCiy biity 4, kaip yra lede, tai vienos vandenilinés jungties
entalpija 100 °C buty 10,16 kJ/mol. Kambario temperatiiros, 25 °C, vandens garavimo entalpija yra
Siek tiek didesné — 43,990 kJ/mol (10,514 kcal/mol). Apytiksliai nustatyta, kad kambario temperatiiros
vandens molekulé suformuoja apie 3,6 vandenilines jungtis, taigi vienos ju entalpija yra 12,22 kJ/mol.

Jei norime apskaiciuoti molekuliy saveikos entalpija, tai tiksliau buty pasinaudoti ne garavimo en-
talpija, bet sublimacijos entalpija, t.y. lydymosi ir garavimo entalpijy suma. Si suma turi biiti kambario
temperatiiros arba kitos norimos temperatiiros, o ne lydymosi ar garavimo temperatiiros. Vandens su-
blimacijos entalpija 0 °C yra lygi 51,059 kJ/mol, skys¢io garavimo entalpija 0 °C yra 45,051 kJ/mol, o
ledo lydymosi entalpija 0 °C yra 6,0095 kJ/mol.

1.5 pav. parodyti faziniai virsmai ir medziagos tirpimo vandenyje termodinamika, kuri mus la-

biausiai domina.

_ DUJOS ) .
Garavimas, F. . Hidratacija,
duj

AgarF = Fayj — Fii ApiaF = F> - F gy

Kondensacija, dehidratacija

IStirpimas
SKYSTIS P E— ISTIRPES
Grynas jung. F jung. F,
Jvmasi T l .. Agregacija,
Lydymasis, Kristalinimasis AugrF = Fogo— F>
ApaF' = Fyg— Fiy
KIETAS

Grynas jung. Fy,
1.5 pav. Lydymosi, garavimo, hidratacijos bei agregacijos procesy pusiausvyry diagrama

Standartinés biisenos molinés termodinaminés funkcijos (F = G, H, S, Cp, bei kitos) parodytos ties

kiekviena forma. 2 reiskia tirpinio (2 komponento) daling moling termodinaming funkcija vandenyje (1
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komponentas). IStirpusio junginio termodinaminé funkcija apskai¢iuojama hipotezinio 1 molialinio
tirpalo aktyvumo vieneto, lyginama su be galo praskiestu tirpalu. Termodinaminiy procesy subskriptai,
lyd — lydymosi, gar — garavimo, hid — hidratacijos, agr — agregacijos. Taip pat vartojami jiems atvirks-
tiniy procesy subskriptai: kry — kristalinimosi, kon — kondensacijos, deh — dehidratacijos, tir — tirpimo.

Jei norétume palyginti, pvz., medziagos kristalizacija vakuume su nuosédy susidarymu vandeni-
niame tirpale ir taip nustatyti vandens itaka, tai lygintume kondensacijos ir agregacijos procesy termo-
dinaminius parametrus. Jeigu norétume nustatyti tam tikros funkcinés grupés indélj i bet kuri virsma,
tai lygintume panasius junginius. Pavyzdziui, lygindami heptano garavimo entalpija su n-heksilamino
garavimo entalpija, nustatome, kiek aminogrupiy sudaromos vandenilinés jungtys turi entalpijos, paly-
ginti su vandenilines jungtis nesudaranc¢iomis metilo grupémis.

Panagrinékime joninés disociacijos procesa ir i$siaiSkinkime, kaip i§ termodinaminiy zinyny, kur
parodytos tik standartiniy biiseny termodinamings funkcijos, apskaiciuoti kiekvieno proceso termodi-
naminius parametrus (funkcijas). Termodinaminiy savybiy zinyne [3] suraSyti tokie su NaCl formavi-

musi ir tirpimu susij¢ termodinaminiai parametrai (1.2 lentel¢).

1.2 lentelé. Standartinés ir kity biiseny formavimosi termodinaminiai parametrai

Medziaga Busena | A/H, AG, S, Cp,
kJ/mol kJ/mol J/(molxK) | J/(molxK)
Na kr 0 0 51,30 28,15
Na duj 107,5 - 153,72 -
Na' stand. aq 24034 | -261,88 | 58,45 46,4
Na" dyj - - - -
NaCl kr -411,2 -384,1 72,1 50,51
Na' + Cl stand. | aq -407,27 | -393,17 115,5 -90,0
Cl atominis duj 121,30 - 165,19 -
Cl- stand. aq -167,08 | -131,3 56,60 -136,4
Cl, duj 0 0 233,08 33,95

IS parametry, pateikty 1.2 lentel¢je, galime apskaiciuoti virsmy, parodyty 1.6 pav., entalpijas, taip
pat ir kitus parametrus. Atkreipkime démesi, kad tam tikry parametry truksta. Jy arba matavimai ne-

tiksliis, arba tiesiog ju néra.

DUJOS Na' + CI
Az (Na") = 175,6
AdH,/(C1) =199,8

Hidratacija,
AnigH(Na") = -415.9
AnigH(CI') = -366,9

Garavimas,
AgarH(NaCl) = 786,6

KIETAS NaCl — ISTIRPES Na™ + CI

Ay =-411,2 AH,,(aq Na") = -240,34
Agregacija, AH,,(aq CI') = -167.08
AgeH = 3,88

1.6 pav. NaCl garavimo, hidratacijos ir tirpimo vandenyje entalpijos
29



Procesu entalpijos apskaiCiuotos i§ standartiniy biisenu entalpiju, pateikty 1.2 lentel¢je. Skaiciai
pateikti kJ/mol 25 °C temperatiiros.

Idomu, kad NaCl garavimo (sublimacijos) entalpija (786,6 kJ/mol) yra labai panasi i istirpusiy Na"
bei CI" jony dehidratacija (415,9 + 366,9 = 782,8 kJ/mol). Sie du procesai taip tiksliai vienas kita kom-

pensuoja, kad NaCl, tirpdamas vandenyje, i$skiria nedaug egzoterminés entalpijos.

1.3. Izoterminio titravimo kalorimetrija

1.3.1. Jvadas

Vienas svarbiausiy Siuolaikinés biologijos tiksly yra suprasti molekulinius baltymy ir ligandu spe-
cifiSkumo ir atpazinimo reiskinius. Baltymai gali specifiskai atpazinti ir griztamai prisijungti bet kurias
kitas molekules — mazamolekulinius ligandus (jonus, lipidus, angliavandenius ir t.t.), makromolekules
(baltymus, DNR) ar net makromolekuliy kompleksus. Sias saveikas galima apibadinti koreliacijomis
tarp funkcijos, struktiiros (iskaitant dinamika), kinetikos ir energijos (termodinamikos). Termodinami-
niy parametry matavimas yra svarbus, nes biomolekuliy griztamoji nekovalentiné saveika apima neko-
valentiniy jung¢iy perskirstyma.

IS visy termodinaminiy parametry lengviausia eksperimentiskai pamatuoti ligando jungimosi en-
talpija, t.y. entalpijos pokyti, kuris nustatomas baltymui pereinant i§ laisvos (neprijungtos) i su ligandu
susijungusia biisena. Siuo metu populiariausias ir lengviausiai atlickamas yra izoterminio titravimo
kalorimetrijos metodas, kuriuo tiesiogiai matuojama entalpija.

Kol nebuvo kalorimetry, t.y. prietaisy, tiesiogiai matuojanciy Siluminius pokyc¢ius, termodinami-
niams parametrams, tokiems kaip entalpija ir entropija, matuoti buvo naudojami netiesioginiai (nekalo-
rimetriniai) metodai. Tada neiSvengiamai reikéjo pasikliauti teorinémis prielaidomis ir apskaiciuoti
termodinaminius parametrus. Klasikinis pavyzdys — entalpija nustatoma, remiantis van‘t Hoff*o anali-
ze, formulé (1), t.y. matuojama jungimosi konstantos (laisvosios Gibso energijos) priklausomybé nuo

temperatiiros ir apskaic¢iuojama entalpija:

=——. 1
, ()
T Jp
Visos cheminés reakcijos turi entalpijos pokyti. Todél kalorimetriniai matavimai yra universals.

Svarbu Siuos entalpijos pokycCius tiksliai pamatuoti. Izoterminio titravimo kalorimetrija (isothermal

titration calorimetry) yra vienintelis metodas, kuriuo galima tiesiogiai ir pakankamai tiksliai pamatuoti
beveik bet kurio bimolekulinio proceso saveikos entalpija. Siuo metodu, bent jau tarp tam tikry ribu,
galima pamatuoti taip pat ir jungimosi konstanta ir susijungianciy medziagy stechiometrija. Jei matuo-
jame jungimosi konstantg ir entalpija, tai nesunkiai apskai¢iuojame laisvaja Gibso energija ir entropija

taikydami standartines termodinamikos lygtis:
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Taigi titravimo kalorimetrijos biidu vieno eksperimento metu galima nustatyti tris pagrindinius
jungimosi termodinaminius parametrus — laisvaja Gibso energija, entalpija ir entropija. Taip pat ne-

sunkiai, atlikus keleta identisky keliy temperatiiry eksperimenty, nustatyti Siluminés talpos pokyti:

aAHj . @

AC =| =
(%5

1.3.2. Kalorimetrai

Iki aStuntojo deSimtmecio dauguma biokalorimetriniy matavimy buvo atlieckami keliose pasaulio
laboratorijose, kurios buvo pasigaminusios savo unikalius kalorimetrus. Pirmuosius komercinius kalo-

rimetrus pagamino LKB (Svedija), dabar Thermometric AB (www.thermometric.com). Jie buvo pla-

¢iai naudojami, 0 naujausia $iu prietaisy linija, TAM, naudojama iki $iol, matuojant lasteliy metabo-
lizmo kinetika bei energetika ir baltymy bei liganduy saveika.

Devintojo deSimtmecio pradzioje buvo sukurti komerciniai ITC bei DSC kalorimetrai. IS pradziy
jie vadinti ,,izoterminiais mikrokalorimetrais®, tai apytiksliai reiske, jog jie gali detektuoti mikrovato
eilés galios pokyti izoterminémis salygomis. Taciau salygos tik i§ dalies buvo izoterminés. Véliau su-
kurti nanokalorimetrai, kuriy detekcijos riba jau beveik sieké nanovatus.

Atsizvelgiant i Silumos matavimo pobidi, kalorimetrai gali buti suskirstyti i tris pagrindines gru-
pes: adiabatinius, Siluminio laidumo ir galios kompensacijos kalorimetrus. Idealiame adiabatiniame
kalorimetre (adiabatic calorimeter) néra Silumos perdavimo tarp kalorimetro kiuveciy ir aplinkos.
Adiabatinés salygos garantuojamos dedant kalorimetro kiuvetes uz ,,adiabatinio skydo®. Matavimo
metu temperatiiros pokytis tarp kiuvetés ir skydo yra 0. Siluma, kuri sugeriama arba i$siskiria adiabati-
niame kalorimetre, yra lygi sandaugai tarp temperatiiros pokyc¢io ir kalorimetro kiuvetés Siluminés tal-
pos.

Siluminio laidumo kalorimetruose (heat conduction calorimeter) iSsiskyrusi arba susigérusi Silu-

ma keliauja 1§ arba i aplinkoje esancia Silumos gertuve, pvz., aliuminio bloka. Termobaterijos (ther-

mopiles), esantys tarp kiuvetés ir Silumos gertuveés, reaguoja i Silumos srauto pokycius.

Galios kompensavimo kalorimetruose (power compensation calorimeter) galia, susidariusi dél eg-
zoterminés reakcijos, yra kompensuojama Saldant (vandeniu arba Peltje reiskiniu). Matuojant endo-
terminius procesus, kiuvete gali biiti Sildoma elektriniu Sildytuvu. Taip gali buti garantuotos praktiSkai
tikslios egzotermings reakcijos salygos.

Dauguma Siuolaikiniy izoterminiy mikrokalorimetry yra Siluminio laidumo tipo, turintys arba ne-
turintys galios kompensavimo. Pagrindiniai gamintojai yra Calorimetry Sciences Corporation (CSC,

seniau Hart Scientific, JAV, www.calorimetrysciences.com), Setaram (Pranciizija, www.setaram.com),

Thermometric (Svedija, www.thermometric.com) ir Microcal (JAV, www.microcalorimetry.com).
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Dauguma kalorimetry yra sukonstruoti kaip diferenciniai kalorimetrai, t.y. kalorimetre yra dvi kiuve-
tés, viena, kur dedamas pavyzdys, ir kita, kuri yra lyginamoji (reference) kiuveté. Matuojamas signalo
skirtumas tarp dvieju kiuveciu.

Praktiskai biocheminéms reakcijoms analizuoti tinka tik dvieju kompanijy jautriausi izoterminiai
titravimo kalorimetrai — VP-ITC (Microcal) ir Nano-III (CSC). Vienas eksperimentas trunka apie 1-2
valandas, terminé pusiausvyra nusistovi daug greiciau negu naudojant ankstesnius prietaisus. Pagrindi-
né (baziné) linija lieka stabili bent 15 minuciy ties 0,04 mikroJ/s galia, jjungus maiSyma. Reakcijos
gali biiti praktiSkai matuojamos tarp 2 — 80°C temperatiiry. Aparatai yra automatizuoti, tai labai pa-
lengvina eksperimento pradzZia, o duomenys dazniausiai analizuojami Origin programa, kuri automa-
tiskai juos apdoroja.

Keletas pagrindiniy kalorimetry modifikacijy, kurios naudojamos biologiniams tyrimams, parody-

tos 1.7 pav.
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A- Microcal VP-ITC kalorimetras

B — CSC Nano ITC III 5300 modelio kalorimetras

C — Microcal Auto-ITC kalorimetras robotas

1.7 pav. Pagrindiniai §iuo metu biologiniams tyrimams naudojami izoterminio titravimo kalori-
metrai
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1.3.3. Eksperimento pradZia, duomeny apdorojimas

[ méginio kiuvete (sample cell) pilamas makromolekulés tirpalas, o ligandas — i Svirksta (syringe),
kuriuo gali biiti Svirk§€¢iamas jvairiomis porcijomis | kiuvete (kartais eksperimentai atlieckami ir at-
virks¢ia seka, dedant makromolekulg i Svirksta, o liganda — { kiuvete). Lyginamoji kiuveté pripildoma
vandens ar buferio tirpalo. Paprastai tai neturi reik§més, iSskyrus atvejus, kai imamas didelis kiekis (1—
10 proc.) organiniy skysciy, pvz., DMSO ar etanolio.

Nusistovéjus Siluminei pusiausvyrai, abieju kiuveciu temperatiira tiksliai matuojama ir lyginama.
Griztamasis mechanizmas per termobateriju (thermopile/thermocouple) sistema garantuoja terming
pusiausvyra tarp kiuveciy, t.y. méginio kiuvetéje yra tokia pati temperatiira kaip ir lyginamojoje. Jei
reakcija egzoterming, kiuveté Siek tiek Saldoma, o jei endoterminé, Siek tiek Sildoma. Principiné izo-

terminio kalorimetro schema parodyta 1.8 pav.
Svirkstas

Terminis
skydas

>

AT,
H

Meéginio lyginamoji (kiuvetés)

1.8 pav. Principin¢ izoterminio titravimo kalorimetro schema. Parodytos méginio ir lyginamosios
kiuvetés adiabatiniame apvalkale. Matuojamy temperatiiry skirtumai tarp kiuveciy ir aplinkos taip
pat schemiskai pavaizduoti. I méginio kiuvete ileidziamas Svirkstas su ligando tirpalu

1.9 pav. parodyti tipiski pirminiai izoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimento duomenys.
Abscisiy (x) asyje atidétas laikas sekundémis, o ordinaciy (y) asyje — elektriné galia, kuria reikia kai-
tinti ar Saldyti méginio kiuvete, kad temperatiira likty izoterminé. Eksperimento pradzioje kair¢je pusé-
je esanti pagrindiné linija nusistovi ir iSlieka stabili — apie 92 uW. Apie 200-3ja sekundg daroma pir-
moji ligando injekcija, ligandas jungiasi prie baltymo, iSsiskiria egzoterminé Siluma, galia, kuria reikia
Sildyti méginio kiuvetg, sumazeja iki mazdaug 80 pW ir po mazdaug 3 minuciy vel nusistovi ties pa-
grindine linija — visa reakcijos Siluma iSsiskyre, nusistovejo pusiausvyra. Tada atliekama antra ir toles-

nés injekcijos.
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1.9 pav. Neapdoroti titravimo duomenys, gauti CSC Nano ITC III kalorimetru titruojant ribonuk-
leaze A 2°-CMP

Eksperimentas taip suplanuotas, kad 20-50 injekciju puséje vykty jungimosi reakcija, o likusioje
puséje ji nevyktu. 1.9 pav. matyti, kad pasiekus 2500 sekundes, visas baltymas jau prisotintas ligando

ir naujos injekcijos nesuteikia papildomo Silumos kiekio. Paskutinés mazos smailés gali biiti dél nezy-
miy temperatiiros skirtumy ar praskiedimo poveikio.

Norédami nustatyti iSsiskyrusia reakcijos Siluma, horizontaliai pravedame pagrinding linija per

smailiy apacias ir integruojame plotus tarp parodytos kreivés ir pagrindinés linijos. Kiekvienos smailés

plotai atidedami atskirame grafike (1.10 pav.). Cia parodyti jau kitos titracijos duomenys, titruojant
karboanhidraze sulfonamidiniais slopikliais.
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1.10 pav. Integruoti izoterminés titravimo kalorimetrijos duomenys. Duomenys autoriaus

Fermentas karboanhidraze I buvo titruojamas keletu ligandy (acetazolamidu, metazolamidu ir trif-
luorometansulfonamidu). Zenklai Zymi eksperimentines duomeny smailiy integruotas reik§mes, o lini-
jos — teorinio modelio regresija. Stipriausiai susijungiancio (trifluorometansulfonamido) kreivé sta-
Ciausia. Kreivés, parodytos 1.10 pav., yra regresuojamos, naudojant modelj, aprasanti vienos ligando

molekulés jungimasi su viena baltymo molekule.
1.3.4. 1:1 stechiometrijos modelis
Aprasome standarting griztamaja reakcija:

M+Le ML. (5)

Cia M — makromolekulé, o L — ligandas. Tada jungimosi konstanta:

)
Nl

Cia [ML], [L], ir [M] — makromolekulés-ligando komplekso, laisvo ligando ir laisvos

(6)

makromolekulés koncentracijos pusiausvyros salygomis. Bendra ligando koncentracija:

L =[L]+[ML]. (7)

t

Bendra makromolekulés koncentracija:

[ML]
K]

(7) lygti i1Ssprende, remdamiesi laisvo ligando koncentracija, ir pakeite i (8) lygti, ir ja pertvarke,

M, =[ML]|+[M]=[ML]+ (8)

gauname kvadrating lygti:

b

[ML] +[ML][—M, I, —KLJ+MtLt =0, )
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kurios vienintelis sprendinys yra:

[Aﬂj:l{—b—\m2—4c) (10)

2
Cia
1
b:_Xt_Mt_?b (11)
ir
c=MX,. (12)

Integruota kalorimetrinio titravimo kreivé apraSo, kaip kinta ligando-baltymo komplekso koncen-

tracija kintant pridéto ligando koncentracijai. Diferencijuodami ir pertvarkydami (10) lygti, gauname:

1—0,5 1+ L |-
duﬂj_l+ KM, ) 2

t

ax, 2 ) .V
Y =2yl 1- + 1+ ——
K.M, KM,

Cia y= 7 t.y. ligando ir makromolekuliy koncentracijy santykis titracijos metu.

t

(13)

%

Ligando-baltymo komplekso koncentracijos kitimas (d[ML]), padaugintas i reakcijos molinés in-

tegralinés entalpijos ir kiuvetés tiirio (Vy), yra lygus silumos kiekiui dQ:
dQ=d[ML]xAH><V0. (14)
Istate (14) lygti 1 (13) lygti, gauname iSraiSka, aprasancia, kaip titravimo metu kiekvienos injekci-

jos iSsiskyres ar sunaudotas Silumos kiekis priklauso nuo pridéto ligando kiekio, baltymo koncentraci-

jos, reakcijos entalpijos ir kiuvetés turio:

10501+ 1 |-7
KM, | 2

t

dQ = AH xV, x l+

2 I 1Y
Y =2y 1- +| 1+
KbMt KbMt

Titravimo kalorimetrijos eksperimenty metu visus norimus parametrus galime nustatyti vienu eks-

(15)

perimentu tik tuo atveju, jeigu vadinamojo ¢ faktoriaus ribos siauros. Jei jis didesnis, negalima tiksliai

nustatyti jungimosi konstantos, jei jis mazesnis, tai kreive iS viso abejotina. Faktoriy ¢ apskaiciuojame
padauging baltymo koncentracija kiuvetéje ir jungimosi konstanta, jei ji yra Zinoma:

c=MK,. (16)

Kokybiskos titravimo kreivés, i§ kuriy galima apskaiciuoti entalpija, entropija ir laisvaja Gibso

energija, gaunamos tik tada, jei faktorius ¢ yra ne mazesnis nei 1 ir ne didesnis kaip 1000. Praktiskai
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jis turéty buti tarp 5 ir 500. 1.11 pav. parodytos teorinés titravimo kreivés, gautos esant jvairiems c fak-
toriams. Jei faktorius ¢ labai didelis, kreivé yra labai stati ir i$ jos negalima tiksliai apskaiciuoti laisvo-
sios Gibso energijos (tuo paciu ir jungimosi konstantos). Jei faktorius ¢ labai nedidelis, kreivé biina

gulscia, pridéjus ligando, vyksta tik dalinis jungimasis.

1,2

Prisotinta frakcija, arba d[ML]/dXt

0 0,5 1 1,5 2

y, ligandy / makromolekuliy molinis santykis

1.11 pav. Teorinés izoterminio titravimo kreivés gautos pagal formulg (13), esant ivairiems fakto-
riams ¢ (16)

Planuodami eksperimenta, kai nezinome jungimosi konstantos, galime tik apytiksliai nuspéti, koks
galéty buti faktorius c. Jei dar nezinome ir stechiometrijos, tai eksperimento planavimas yra labai apy-
tikslis ir gali nepavykti. Per pirmuosius bandymus reikéty bandyti didesnes baltymo ir ligando koncen-
tracijas. TaCiau reagentai dazniausiai yra brangus, todél praktiskai biina atvirk$c¢iai — pradedama nuo
mazesniy koncentraciju.

VP-ITC kalorimetro kiuvetés darbinis tiiris buna apie 1,4 ml, o Svirksto tiiris — 250 arba 100 mik-
rolitry. CSC Nano-ITC III kalorimetro kiuvetés tiiris — apie 975 ul, o Svirksto dazniausiai 250 pl. Eks-
perimento pabaigoje ligando koncentracija turi biiti mazdaug dvigubai didesné negu pradiné baltymo
koncentracija. Todél galima planuoti ligando—baltymo koncentracijas eksperimento pradzioje kaip
10:1. Tipiskas eksperimentas, kai baltymo pridedama 10 uM, o ligando — 100 pM. Jei jungimasis stip-
rus ir entalpija didelé, gali pavykti eksperimentas, kai pridedama 1 uM baltymo i kiuvete, o 10 uM li-
gando | SvirkSta. Taciau mazinant koncentracijas, mazéja signalo ir triukSmo santykis, nes art¢jama
prie kalorimetro jautrumo ribos.

1.12 pav. parodytos tipiskos teorinés ITK kreivés, kai skiriasi integruota jungimosi entalpija (AH).
Atkreipkite démesi, kad integruota entalpija praktiskai sutampa su daline entalpija (6H) titravimo pra-
dzioje, bet tik tuo atveju, jeigu c¢ faktorius yra didelis, daugiau kaip 100. Taciau reikéty nepainioti dali-

niy ir integruoty entalpijy. Dalin¢ entalpija reiskia Siluma, iSsiskyrusia konkrecios injekcijos metu, ji
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priklauso nuo titravimo eigos, o integruota entalpija yra reakcijos termodinaminis parametras. Ji biity
lygi plotui po grafiku 1.12 pav.
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y, ligandu / makromolekuliy molinis santykis
1.12 pav. Teorinés ITK kreivés esant skirtingoms integruotoms jungimosi entalpijoms

1.13 pav. parodyta ITK kreiviy priklausomybé nuo reakcijos stechiometrijos z. Jeigu turime keleta
identisky ligando jungimosi viety baltymo pavirsiuje, pvz., ligando jungimasis su oligomeriniu balty-
mu, tada jungimosi kreivé pasislenka, tai priklauso nuo stechiometrijos. PraktiSkai atlikdami ITK eks-
perimentus, netgi kai teorinis # lygus vienetui, gauname vertes apie 0,9 ar 0,95. Tai reiskia, kad misu
baltymas yra Siek tiek negrynas, arba jo koncentracija kiuvetéje truputi mazesné negu apskaiciuota.

Gali buti, kad $virkste ligando koncentracija Siek tiek didesné negu planuota.

25

0oH, entalpija, kJ/mol

y, ligandu / makromolekuliy molinis santykis

1.13 pav. Teorinés ITK kreivés esant skirtingoms jungimosi stechiometrijoms

1.14 pav. parodyta ITK kreiviy priklausomybé nuo jungimosi konstantos. Juo jungimosi konstanta

didesné, juo statesnés titravimo kreivés. Priklausomybé yra panasi i 1.11 pav. priklausomybes.
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1.14 pav. Teorinés ITK kreivés, kai baltymo koncentracija lygi 10 uM, o konstanty vertés parody-
tos grafike

1.3.5. Kalorimetro kalibravimas ir tikrinimas

Svarbu periodiskai kalorimetra kalibruoti arba bent jau patikrinti jo tiksluma taikant Zinomas reak-
cijas. Kalorimetrai kalibruojami naudojant elektrinj Silumos generavima. Pavyzdziui, leidziant 10 pW
galios srove 10 sekundziy, generuojamas 100 pJ Silumos kiekis. Jei Siluma sklinda ir yra matuojama,
kaip ir vykstant cheminei reakcijai, toks kalibravimas yra tikslus ir tinkamas. Taciau naudinga patik-
rinti kalorimetra taikant zinomos entalpijos reakcijas. Deja, universaliy reagenty ir reakcijy néra.

1.3 lenteléje yra keletas tipisky reakcijuy, tinkamy kalibruoti. Titruojant Sarma, svarbu pasalinti an-
glies dioksido priemaisas. Sarmo ir tris buferio titravimo riig§timi protonizacijos jungimosi konstantos

didelés, todél kalibruoti uztenka keliy smailiy, nebiitina visa kreivé.

1.3 lentelé. Kalorimetro tipiniai kalibravimo reagentai

Kiuvetéje Svirkste Entalpija (25°C)

0,5 mM NaOH 5 mM HCI -55,86 kJ/mol

0,5 mM TrisOH 5 mM HCI -47,7 kJ/mol

5 mM 18-crown-6 50 mM BaCl, -31.4 kJ/mol (Kb=5900 M-1)

1.3.6. Stebimy termodinaminiy parametry interpretavimas

Kalorimetrinius eksperimentus atlikti gana paprasta, taciau gauty duomeny interpretavimas labai
sudétingas. Svarbiausias tokiy eksperimenty tikslas yra suprasti, kaip biologinés ir cheminés struktiiros
saveikauja, koks kiekvieno atomo ar funkcinés grupés indélis i kiekviena termodinaminj parametra.

Taip jau yra, kad net i§ pirmo zvilgsnio pacios paprasc¢iausios reakcijos yra gana sudétingos. Kai
nagrinéjame nedidelio molekulinio svorio (100-500 g/mol) cheminio junginio prisijungimo prie balty-
mo reakcija vandeniniame tirpale konkreCiomis salygomis, nustatome tik viena entalpija, viena entro-
pijos pokyti ir t.t. TaCiau $i rezultata sudaro daugybé sudétiniy reakcijy, kuriy suma ir yra tokia iSma-

tuota entalpija. Tarp sudétiniy reakcijy minétinos:
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1. Ligando daliné¢ ar visiSka desolvatacija.

2. Baltymo aktyviojo centro, kur jungiasi ligandas, desolvatacija.

3. Vandens molekuliy, kurios hidratavo baltyma ir liganda, prisijungimas vandenilinémis jungti-

mis prie ,,bendro vandens* (bulk water).

4. Ligando molekulés prisijungimas prie baltymo vandenilinémis, hidrofobinémis ar joninémis

jungtimis ir saveikomis.

5. Jony (Na+, Cl-, ir ypa¢ stambesniy, pvz., SO4*) jungimasis ar atskilimas nuo baltymo dél pasi-

keitusiy juy jungimosi savybiy prisijungiant ligandui.

6. Jony jungimasis ar atskilimas nuo ligando.

7. Protony jungimasis ar atskilimas nuo baltymo dél pasikeitusiy jonizuojanciy grupiy pK, esant

prijungtam ligandui.

8. Protony jungimasis ar atskilimas nuo ligando.

9. Protony jungimasis ar atskilimas nuo buferio.

Visas Sias reakcijas norisi interpretuoti ar atskirti ju indélius i nustatoma dydi. Taciau praktiskai
tai yra kol kas neiveiktas uzdavinys. Labai sudétinga interpretuoti pirmasias tris reakcijas. Ju indéliai
gali biiti Simtus karty didesni negu stebimi jungimosi termodinaminiai parametrai ir su prieSingais
zenklais, vienas kita paslepiantys. Todél empiriniai interpretavimai tik i§ dalies paaiskina indéliy
reik§mg. Dazniausia klaida, kai neatsizvelgiama i protonizacijos reiskinius (7-9). Kitame skyrelyje is-

samiau panagrinésime protonizacijos reiskinius.

1.3.7. Protonizacijos reiskiniy interpretavimas

Jei atliekame titravimo kalorimetrijos eksperimentus, esant ivairiems pH, daznai matome, jog pa-
matuoti termodinaminiai parametrai priklauso nuo pH. Tokiy reakcijuy entalpijos taip pat priklauso ir
nuo to, kokiame buferyje atlickame jungimosi eksperimenta. 1.15 pav. pavaizduota dviejy ligandy jun-
gimosi prie karboanhidrazés (hCAI) entalpijos priklausomybé nuo buferio.

Acetazolamido jungimosi entalpija fosfatiniame buferyje yra maziau egzoterminé negu tris_bufe-
ryje. Tuo tarpu trifluorometansulfonamido entalpija fosfate labiau egzoterminé negu tris_buferyje. Vi-
sais atvejais pH yra tiksliai 7,0. Jei norime pasalinti buferio protonizacijos reiskinj, ekstrapoliuojame
entalpijas 1 nuling buferio protonizacijos entalpija. Gauname nuo buferio nepriklausancia entalpija
ApH. Miisy pavyzdyje acetazolamido jungimosi entalpija lygi -10,2 kcal/mol, o trifluorometansulfo-
namido -12,7 kcal/mol. Taciau Sios entalpijos dar néra tikrosios jungimosi entalpijos. Kol kas pasalinta

tik paskutiné (9) reakcija. Sios entalpijos turi indéliy i§ visy kity a$tuoniy reakcijy.
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1.15 pav. Acetazolamido ir trifluorometansulfonamido jungimosi su zmogaus karboanhidraze I
entalpijos, esant 37 °C, priklausomybé nuo buferio deprotonizacijos entalpijos

Ekstrapoliacijos polinkio kampas (1.15 pav.) yra lygus sujungty (/inked) protony skaiciui n, kuris

yra prijungiamas ar atskiriamas, kai ligandas jungiasi su baltymu.

— aAI—Istebima - _ d (lOg Kb ) ) (17)
aA]—Ibuferio protonizacijos d (pH)

Misy pavyzdyje, kai acetazolamidas jungiasi su karboanhidraze, kiekviena prijungta ligando mo-

n

lekulé praranda 0,36 protono. Jungiantis trifluorometansulfonamidui, yra prijungiama 0,093 protono.
Aisku, protonas negali biiti dalomas. Skai¢iai yra mazesni uz vieneta, nes pH yra artimas protonizaci-
jos pK,. Protonas yra prarandamas jungiantis acetazolamidui, nes jungiasi deprotonizuota ligando for-
ma, o deprotonizacijos pK, yra apie 7,5. Trifluorometansulfonamido deprotonizacijos pK, yra apie 6,2,

tai reiSkia, kad didzioji dalis ligando jau yra deprotonizuota, kai pH = 7,0.

1.4 lentelé. Pagrindiniy buferiy jonizacijos (deprotonizacijos) pK, ir entalpijos priklausomybé nuo

temperaturos
Tempe- | 1p1g PIPES Fosfatas
ratura
°C pK, AdepH, kJ/mol pK, AdepH, kJ/mol pK, AgepH, kJ/mol
0 8,98 49,25 6,98 10,96 6,92 9,79
5 8,81 48 91 6,94 11,09 6,89 8,87
10 8,65 48,53 6,90 11,17 6,86 7,91
15 8,49 48,16 6,87 11,25 6,84 6,99
20 8,34 47,82 6,83 11,34 6,82 6,07
25 8,20 47,45 6,80 11,46 6,80 5,10
30 8,06 47,07 6,77 11,55 6,79 4,18
35 7,93 46,69 6,73 11,63 6,78 3,26
40 7,81 46,36 6,70 11,72 6,77 2,30
45 7,69 45,98 6,67 11,84 6,76 1,38
50 7,57 45,61 6,64 11,92 6,76 0,46
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Ter_npe— TRIS PIPES Fosfatas

ratura

55 7,46 45,27 6,61 12,01 6,76 -0,50
60 7,35 44,89 6,58 12,13 6,76 -1,42
65 7,25 44,52 6,56 12,22 6,77 -2,34
70 7,15 44,14 6,53 12,30 6,77 -3,31
75 7,05 43,81 6,50 12,38 6,78 -4.23
80 6,96 43,43 6,47 12,51 6,79 -5,15
85 6,87 43,05 6,45 12,59 6,80 -6,11
90 6,78 42,68 6,42 12,68 6,82 -7,03
95 6,70 42,34 6,40 12,76 6,83 -7,95
100 6,62 41,97 6,37 12,89 6,85 -8.91
Tempe- | ypppg Acetatas MES

ratura

°C pK, AdepH, kJ/mol pK, AdepH, kJ/mol pK, AgepH, kJ/mol
0 7,73 19,79 4,73 3,68 6,35 15,15
5 7,66 20,04 4,72 3,05 6,29 15,23
10 7,59 20,29 4,71 2,43 6,24 15,27
15 7,53 20,50 4,71 1,76 6,19 15,36
20 7,46 20,75 4,70 1,13 6,15 15,44
25 7,40 21,00 4,70 0,50 6,10 15,52
30 7,34 21,25 4,70 -0,17 6,06 15,61
35 7,28 21,51 4,70 -0,79 6,01 15,69
40 7,22 21,76 4,70 -1,42 5,97 15,77
45 7,16 22,01 4,71 -2,05 5,93 15,86
50 7,11 22,22 4,71 -2,72 5,89 15,94
55 7,05 22.47 4,72 -3,35 5,85 16,02
60 7,00 22,72 4,73 -3,97 5,81 16,11
65 6,95 22,97 4,74 -4,64 5,77 16,15
70 6,89 23,22 4,75 -5,27 5,74 16,23
75 6,84 23,47 4,76 -5,90 5,70 16,32
80 6,79 23,72 4,78 -6,57 5,67 16,40
85 6,74 23,93 4,79 -7,20 5,63 16,48
90 6,69 24,18 4,81 -7,82 5,60 16,57
95 6,65 24,43 4,82 -8,45 5,57 16,65
100 6,60 28,40 4,84 -9,12 5,53 16,74

1.5 lentelé. Pagrindiniy buferiy jonizacijos (deprotonizacijos) termodinaminiai parametrai esant

25 °C.
Buferis pK, AgepH AdepCy AdepG AdepS
vienetai - kJ/mol J/(Kxmol) kJ/mol J/(Kxmol)
TRIS 8,2 47,45 -73,01 46,81 2,1
BICI 6,8 27,07 2,01 38,81 -394
TAPS 7,0 41,51 -23,01 39,96 5,2
CAPS 7,1 48,53 29,00 40,53 26,9
PIPES 6,8 11,46 19,00 38,81 -91,7
Fosfatas 6,8 5,10 -186,98 38,81 -113,1
BES 7,0 25,19 2,01 39,96 -49.5
MOPS 7,1 21,84 38,99 40,53 -62,7
Imidazolas 7,2 36,61 -15,98 41,10 -15,1

43



Buferis pKa AdepH Adep C D AdepG AdepS
TES 7,4 32,76 -33,01 42,24 -31,8
HEPES 7,4 21,00 48,99 42,24 -71,2
EPPS 7,9 21,55 55,98 45,09 -79,0
Trietanolaminas 7,9 33,60 47,99 45,09 -38,6
Tricine 8,0 31,97 -45,02 45,66 -45,9
Acetatas 4,7 0,50 -127,99 26,83 -88.,3
Kakodilatas 6,1 -1,97 -77,99 34,82 -123,4
MES 6,1 15,52 15,98 34,82 -64,7
Glicerol-2-fosfatas 6,3 -0,08 -178,99 35,96 -120,9
ACES 6,7 31,42 -26,99 38,24 -22.9

1.3.8. Siluminé talpa

Atliekant nepoliniy angliavandeniliy pernasos i$ hidrofobinés | vandening aplinka ir baltymy susi-
vyniojimo eksperimentus, paaiSkéjo, kad Siluminés talpos pokytis (AC,) koreliuoja su hidrofobinio pa-
virsiaus plotu, kuris reakcijos metu yra paslepiamas nuo vandens, prisijungiant ligandui arba susivy-
niojant baltymui.

Molekuliy tarpusavio pavirsiaus formavimasis priklauso nuo daugybés indéliy, kurie vienas kita
slepia. Todél, sumuojant reakcijos metu pasislepianti pavirsiy ir priklausomybg nuo mazy funkciniy
grupiy indélio i bendra Siluminés talpos pokyti, indéliai dazniausiai nustatomi netiksliai, nes yra dide-
liy Siluminés talpos nustatymo paklaidy. Todé¢l, pakeitus tam tikra cheming grupe¢ ligando pavirsiuje,

galima nustatyti didelg jtaka jungimosi konstantai, bet nepastebéti indélio | Siluminés talpos pokyti.
1.3.9. Jungimosi konstanty nustatymo intervalo padidinimas

Kaip jau minéta, titravimo kalorimetrijos praktinés konstanty nustatymo ribos yra nuo 10% iki 10°
M. Norint pamatuoti gerokai stipriau susijungian¢iy ligandy jungimosi konstantas, naudojamas i$-
stimimo metodas. Svarbu, kad biity Zinomas nagrinéjamo baltymo vidutiniskai susijungiantis konku-
rentinis inhibitorius.

Stipriai susijungiantis ligandas (jo jungimosi konstantos negalime nustatyti tiesiogiai) yra titruo-
jamas { baltymo tirpala, ¢ia pridéta silpnai ar vidutiniSkai susijungiancio ligando. Gauta kreivé apskai-
¢iuojama jprastiniu budu. Taip pat titruojamas baltymas su silpnuoju ligandu ir nustatomi jo jungimosi
parametrai. Tada stipriai susijungiancio ligando entalpija (AgiprausfT) ir jungimosi konstanta (Kp ipraus)

apskaiciuojamos:

AH =AH

stipraus misinio

+AH ., (18)

K

b_stipraus — "N miSinio™ > silpno *

(19)
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1.3.10. Titravimo kalorimetrijos metodo lyginimas su kitais metodais

Lygindami ITK su kitais biotermodinaminiais metodais, galime matyti Siuos metodo privalumus:
1. Jis daznai taikomas tirti biologiskai svarbias reakcijas. Pavyzdziui, gali biti tiriama baltymy
saveika su peptidais, kitais baltymais, lipidais, angliavandeniais, receptoriais (ir tirpiais, ir prisi-
jungusiais prie membranos), oligonukleotidais ir nukleorigitimis. Sios saveikos yra jdomios ir
fundamentiniam mokslui, ir farmacijos praktikai. I[Ssamus termodinaminis saveiky nustatymas
ir lyginimas tarp sveikos ir ligos biisenos yra svarbi farmacinés intervencijos kiirimo dalis.
Tam tikrai baltymo-ligando saveikai tirti galima parinkti daug parametry, pvz., reagenty kon-
centracija, temperatiira, joning jéga, pH, buferio sudeéti kiekviename pH ir t.t. Taip pat svarbu
naudoti jvairiy drusky tipus ir koncentracijas, tiriant baltymo struktiira, taikyti mutagenezg ir
sisteminius pokycius ligando struktiiroje. Tai suteikia daug informacijos, kai reikia iSsamiai iS-
siaiskinti tam tikros susijungianciy reagenty poros saveikos energija.
Reagentams nereikia jokiy cheminiy ar imobilizavimo modifikavimy, kuriy reikia daugeliui ki-
ty metody, pvz., spektroskopiniams tyrimams ar pavir§iaus plazmono rezonanso metodams.
Specifiniy chromofory, kurie bitini fluorescenciniams tyrimams, nereikia kalorimetrijos atve-
jais, kur reagentai naudojami savo nemodifikuotos buisenos. Eksperimentas vyksta tikros pu-
siausvyros salygomis, nereikia atskirti prisijungusios ir laisvos formos, kaip daroma taikant
ELISA metodus, kurie kartais naudojami jungimosi konstantoms nustatyti. Be to, ITK metodas
yra neskvarbus ir nedestruktyvus. Reagentus galima po eksperimento paSalinti, matuoti ju sa-
vybes kitais metodais. Taciau praktiSkai retai pavyksta atskirti reagentus ir vél gauti tuos pacius
termodinaminius jungimosi parametrus. Be to, galima matuoti ligando jungimasi prie jau gauto
komplekso, kurio jungimasis buvo matuotas.
Taikant ITK metoda termodinaminiai parametrai matuojami pastovios temperattiros salygomis.
Tokiy metody, kaip terminio poslinkio, kur temperatiira kinta, termodinaminiai parametrai yra
ekstrapoliuojami i reikiama temperatiira. Be to, ITK yra vienintelis metodas, kur entalpija nu-
statoma tiesiogiai, be jokiy prielaidy, o jungimosi konstanta ir entropija gali biiti apskaiciuotos
remiantis to paties vieno eksperimento rezultatais.
ITK eksperimentams netrukdo nei optinis tirpalo nepralaidumas, nei nuosédy susidarymas eks-
perimento metu, nei kitos reakcijos. Taciau interpretuodami rezultatus turime prisiminti, kad
termodinaminiai parametrai yra visy eksperimento metu ivykusiy reakcijuy sumos rezultatas.
Kaip jau min¢jome, iSsamus interpretavimas yra labai sudétingas.
Tam tikri ITK trikumai:
1. Pries kiekvieng titravima reikia atlikti kontrolinius eksperimentus, kuriy buferis ivairus, taip
galime nustatyti protonizacijos reiskinius ir juos atimti i§ stebimy rezultaty. Tik tada gautoji en-

talpijos verté turi tam tikra patikimuma.
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2. Stipriai saveikaujancios medziagos daznai negali biiti naudojamos, nes ITK naudojamos gana

didelés koncentracijos (didesnés negu mikromolinés), medziagos gali agreguoti. Taciau kartais
imanoma parinkti tokias salygas, kuriu mety, pakeitus pH, temperatiira ar pan., gaunami norimi
termodinaminiai parametrai, kurie po to ekstrapoliuojami | pradines salygas.

. Nors tai néra tiesiog ITK truokumas, ta¢iau mazy modely molekuliy eksperimenty rezultatai tu-
réty biiti atsargiai taikomi makromolekuléms. Bandant nustatyti jégas, lemiancias biomolekuliy
elgesi, ir koreliuojant energija su strukttira, matyti, jog dauguma nekovalentiniy reakciju yra
dar labai prastai apibudintos ir paaiskintos. Tam tikry saveiky ne tik energijos dydis, bet ir Zen-
klas yra gin€ytini.

Payginti su daugeliu kity spektroskopiniy metody ar terminiu poslinkiu, ITK sunaudoja gana
daug medziagos. Ligandy jungimosi konstantas galima nustatyti terminio poslinkio metodu
apie 100 karty greiciau ir sunaudojant apie 100 karty maziau medziagos negu reikia ITK. Kar-

tais tai buina nejveikiama kliitis. Taciau terminio poslinkio metodu nustatoma tik jungimosi

konstanta, o ne entalpija ir entropija.

1.3.11. ICs5y modelis

Daznai literattira nurodo modelius, kur jungimosi konstanta yra pateikiama kitais buidais. Pavyz-

dziui, ICsy yra fermentinio aktyvumo inhibicijos (slopinimo) parametras, parodantis, kokios slopiklio

koncentracijos atvejais lygiai 50 proc. fermentinio aktyvumo yra inhibuota (slopinta). Matuojant che-

miniy junginiy toksiSkuma, yra naudojamas LDsy parametras, kuris reiskia mirting doz¢ (lethal dose),

t. y. tokia junginio koncentracija, kuriai esant mirSta 50 proc. tiriamyju organizmu. Tokio tipo para-

metrus aprasome 1:1 jungimosi modeliu, ¢ia nurodoma prisijungusios frakcijos f, priklausomybe nuo

jungimosi konstantos (K}), bendros pridéto ligando (L,) ir baltymo (P;) koncentracijy.

Prisimename modelio priklausomybes su 1:1 stechiometrija. Jungimosi konstanta lygi:

P
, = ——. (20)
L,F,

ISreiSkiame liganda prisijungusio baltymo koncentracija:

B =K,L,P,. 21)
Bendra baltymo koncentracija lygi prisijungusio ir laisvo baltymo koncentracijy sumai:

F=P +F,. (22)
Ligando bendra koncentracija lygi:

L=L+L,. (23)

Prisijungusio ligando koncentracija galime pakeisti prisijungusio baltymo koncentracija, jos yra

lygios (nes vienas jungiasi su vienu):
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P=L,. (24)

Tada apibréziame prisijungusia frakcija kaip prisijungusio ir bendro baltymo koncentracijy santy-

ki:
f =§ — KbLfPf — Kb (Lt _Pb)(Pt _Pb) ) (25)
A R
ISsprendziame lygti, kad nelikty prisijungusio baltymo koncentracijos, ir gauname galuting iesko-
ma priklausomybg:

P+K,LP+K,P’— \/(13 +K,LP +K,P )2 —4K*P’L,

- . 26
s 2K P (26)

Remdamiesi Sia formule ir atid¢j¢ prisotintos frakcijos priklausomybg¢ nuo pridétos ligando kon-

centracijos, gauname 1.16 ir 1.17 pav. pavaizduotas kreives.

1,2
1 4
0.8 Ky =1.000.000 M''
K,=1pM
) 0,6 N

S

0,4 P,=1nM

02 K,=1000 M
K;=1mM
0 T T T T
1.E-10 1.E-08 1.E-06 1.E-04 1.E-02

L, M

1.16 pav. Prisotintos ligandu baltymo frakcijos priklausomybé nuo pridétos ligando koncentraci-
jos, esant jvairioms baltymo koncentracijoms ir jungimosi konstantoms

1.16 pav. parodytos standartinés kreivés, kuriy vidurio tasko (kai socioji ar inhibuota frakcija yra
lygi 50 proc.) ligando koncentracija yra lygi ICso ar LDsy. Taciau praktiSkai atliekant tokio tipo ekspe-
rimentus, fermento koncentracija daznai yra gerokai didesné negu 1 nM. Tais atvejais, kai fermento
koncentracija yra didesné ar artima disociacijos konstantos vertei, gauname iSkreipta kreive, kurios
vidurio taSkas jau nesutampa su ICsy. Pavyzdziui, 1.17 pav. viduriné kreivé zymi situacija, kai K; = 1
uM, o P, = 10 uM. Kreivés vidurio taskas yra arciau 10 uM, o ne 1 uM. Labai ryskus skirtumas, kai
disociacijos konstanta lygi 1 nM. Tokia kreivé atrodo labiau kaip 10 uM disociacijos konstanta turinti

kreivé. Tiek ligando reikia prisotinti baltyma, nors jungimasis labai stiprus. Todé¢l, nustatant jungimosi
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parametrus, svarbu zinoti tikslia baltymo koncentracija ir nepamirsti, kad jos verté riboja nustatomos

jungimosi konstantos apating riba.

1,2

_ -1
|- K, =1.000.000 M \_

K, = 1000 M

0 I T T T
1.E-10 1.E-08 1.E-06 1.E-04 1.E-02
L, M

1.17 pav. Prisotintos ligandu baltymo frakcijos priklausomybé nuo pridétos ligando koncentraci-
jos, esant 1 uM ir 1 nM disociacijos konstantoms, kai baltymo koncentracija — 10 uM. Jei disocia-
cijos konstanta gerokai mazesné negu baltymo koncentracija, tiksliai pamatuoti jungimosi para-
metry negalime. Punktyriné kreivé yra panasesné { 10 uM, negu i 1 nM K,

1.4. Baltymy denatiiracijos termodinaminis modelis

Nagrin¢jame baltyma, kuris egzistuoja dviejy biiseny — natyvios (V) ir denattiruotos (iSsivynioju-

sios, unfolded, U), tarp kuriuy yra griztamoji pusiausvyra:

N—==U. (1)
Sios pusiausvyros konstanta yra:
U
K, = U (2)
[N]

Cia [U] ir [N] yra pusiausvyrosios abiejy baltymo formu koncentracijos. Baltymo issivyniojimo
laisvoji Gibso energija yra:

A,G=-RTIhK,. 3)

Cia R yra universalioji dujy konstanta ( = 8,314 J K™ mol arba 1,9872 cal K™ mol™). Baltymo

denattiracijos laisvoji Gibso energija gali biiti iSreikSta denatliracijos termodinaminiais parametrais —

entalpija (A./), entropija (A,S), bei Silumine talpa (A,C)):

AG=AH-TAS. (4)
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Entalpija ir entropija priklauso nuo temperatiiros, todél jos iSreiSkiamos per priklausomybe nuo Si-

luminés talpos, kuri pagal prielaida yra nuo temperattiros nepriklausomas dydis:

AG=AH, +AuCp(T—Tr)—T{AuSTI_ +A,C, ln(TED (5)

Cia T, yra lyginamoji pasirinkta temperatiira, kai termodinaminiai parametrai (entropija ( A,S; ) Ir
entalpija (A, H, )) yra Zinomi.
Kai temperatiira yra lygi baltymo denatiiracijos temperatiirai 7,,, denatiiracijos pusiausvyros kon-
stanta lygi 1, o laisvoji Gibso energija lygi 0. Tuo atveju galioja:
AH, =TAS, . (0)

Tada galima rasyti (5) lygti, pasalinant entropija:

AG=AH, (1-%}+Aucp (T(l—lnTl]—TrJ. (7)

Tikimybeé, kad baltymas bus natyvios biisenos, esant temperatiirai 7, yra:

1
Py=—r. ®)

l+e BT

Tikimybé, kad baltymas bus denatiiruotos biisenos, esant temperatiirai 7, yra:

1
B =l-—— . (9)

l+e R
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1.18 pav. Dvieju baltymu (pazZyméta juodai ir raudonai) termodinaminiy parametry priklausomy-
bés nuo temperattros
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Panagrinékime tipiskas baltymo denatiiracijos parametry priklausomybes nuo temperatiiros. 1.18
pav. parodytos dvieju tipisky baltymuy termodinaminiy parametry teorinés priklausomybés nuo tempe-

rattiros. Pasirinkti termodinaminiai parametrai:

A H, (1)=600 k/mol, A, H, (2)=300kJ/mol, T, (1)=T, (2)=60°C, A,C, =3 kl/mol.

> Tm m

1,2

| g

o]
]
1

Tikimybé
RN =
1 1
|
I
-
@)

o]
N
1

100
Temperatiira, °C

1.19 pav. Ty paciu baltymu (kaip 1.18 pav.) tikimybés biiti natyvios ir denattiruotos biisenos.

Kai denatiiracijos entalpija didesn¢ (baltymas 1), denattiracijos profilis (1.19 pav.) yra statesnis,
virsmas labiau kooperatyvus.

Dabar panagrinékime priklausomybe nuo Silumings talpos. Pasirenkame termodinaminius parametrus:
AH, (1)= AH, (2)=300 kJ/mol, T, (1)=T,(2)=60°C, A,C,(1)=3kl/mol, A,C,(2)=15 kJ/mol

Matome, kad abiejy baltymu entalpijos ir entropijos sutampa ties 60 °C, o laisvoji Gibso energija

lygi 0.
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1.20 pav. Dvieju baltymy denatiiracijos parametry priklausomybés nuo temperatiiros Antrasis bal-
tymas (juoda spalva) turi Sal¢io denatiiracijos temperatiirg apie 20 °C
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1.21 pav. Ty paciy baltymy tikimybés biiti natyvios ir denattiruotos biisenos. Baltymas, kurio §i-
luminé talpa lygi 15 kJ/mol, yra gana nestabilus ir turi Sal¢io denatiiracijos taska apie 20 °C

Jeigu nedarome prielaidos, kad Siluminé talpa nepriklauso nuo temperatiiros, tai entalpijas ir en-

tropijas skaic¢iuojame integruodami:

T
AH=AH, +[AC,dT . (10)
T,
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AS=AS +jAﬁ; T (11)
u_uT,T T .

Baltymy i$sivyniojimo proceso atveju galima padaryti prielaida, kad Siluminé talpa tam tikrame

intervale nepriklauso nuo temperatiiros. Tada gauname jau apytiksles integruotas lygtis:
AH=AH +AC, (T-T,). (12)

A§;%%+%gm§. (13)

IS ju jau gauname formulg (5).

Daugelis baltymu denatiiracijos nustatymo metody nustato denatiiracijos priklausomybe nuo tem-
peratiiros, kaip parodyta 1.19 pav. Pavyzdziui, terminio poslinkio (TP) metodas nusako fluorescencijos
priklausomybg nuo temperatiiros. Staigus fluorescencijos pakilimas lydi baltymo denatiiracija. ISsa-
miai metodas aprasytas skyrelyje ,, Terminio poslinkio metodas®.

Tirdami baltymo denatiiracija cirkuliacinio dichroizmo (CD) metodu, nustatome signalo kitima
priklausomai nuo temperatiiros, kai baltymas denatiiruoja. Sio metodo neaprasome knygoje, nes jis i3-
samiai apraSytas daugelyje literattiros Saltiniy, o jo taikymas gana ribotas, palyginti su misy aprasytais
metodais.

Kai atlickame diferencinés skenavimo kalorimetrijos (DSC) eksperimenta, gauname ne integruota
signala, kaip CD ar TP atvejais, bet diferencijuota, remiantis temperatiira. Procediira bus aprasyta dife-

rencinés zvalgos (skenavimo) kalorimetrijos skyriuje.

1.5. Diferenciné Zvalgos (skenavimo) kalorimetrija

1.5.1. [vadas

Diferenciné zvalgos kalorimetrija (differential scanning calorimetry, DSC) yra eksperimentinis

metodas, kuriuo matuojame, kiek energijos reikia méginiui, vykstant kontroliuojamam temperattiros
didéjimui (arba mazéjimui). Sis metodas gali biiti taikomas nustatyti terminiy peréjimy (tranzicijy)
temperatiiras méginiy, kurie yra tirpale kieti, skysti arba faziy miSiniai (suspensijos). Tac¢iau kai padi-
déjo aparaturos tikslumas ir jautrumas, $is metodas buvo pradétas naudoti nustatyti temperatiiros su-
kelty virsmy absoliu¢ius termodinaminius parametrus. Siuo metu jau sukurti pakankamai jautris, sta-
biliai veikiantys DSC mikrokalorimetrai, kuriuos biofizikiniai chemikai naudoja makromolekuliy kon-
formacijoms ir saveikoms tirpale tirti, imdami praktiskai pasiekiamos koncentracijos tirpalus. Tempe-
ratliros per¢jimus veikia ligandy jungimasis, todél Sis metodas gali biiti taikomas baltymuy ir ligandu
jungimuisi tirti.

Sis skyrius apraso DSC teorija ir pateikia praktiniy pavyzdziy, kaip ji taikoma, nagrinéjami jos

privalumai ir truakumai. Pabréziu, kad DSC yra gana netiesioginis biidas baltymy ir ligandy saveikai
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nustatyti. Taciau ji turi ir tam tikry privalumy, palyginti su terminio poslinkio ir izoterminio titravimo

kalorimetrijos metodais.

1.5.2. DSC pagrindai

Tipiska DSC instrumento schema pavaizduota 1.22 pav. Zvalgos kalorimetrijos eksperimento me-
tu baltymo tirpalas (apie 1 mg/ml), esantis méginio kiuveté¢je, yra kaitinamas pastoviu greiciu kartu su
lyginamaja kiuvete, kur jpiltas tapatus meginiui buferio tirpalas be baltymo. Siluminés energijos ab-
sorbavimo skirtumai tarp méginio ir lyginamosios kiuvetés, palaikant tokia pacia temperatiira abiejose
kiuvetése, yra lygus stebimos Siluminés talpos skirtumams. Sis $iluminés talpos skirtumas suteikia tie-

sioging informacija apie méginyje vykstancius terminius procesus.

Meéginio lyginamoji (kiuvete)

Terminis
skydas

>

AT Gaubto
“—> kaitintuvas (AT>)

Pagrindiniai kaitintuvai
Antriniai kaitintuvai

1.22 pav. Tipisko DSC aparato schema

Temperatiiros kélimo metu pagrindiniai kaitintuvai kaitina kiuvetes ir kelia temperatiira pastoviu
greiCiu. Tuo paciu metu stebimas temperatiiros skirtumas tarp kiuveciu (A7) ir tarp kiuveciy ir adiaba-
tinio gaubto (AT)). Kaitinimas per gaubto kaitintuva igalina terminio skydo temperatiira kilti tuo paciu
greiciu kaip ir kiuvecCiy, o antriniai kaitintuvai prie kiuvec¢iu kompensuoja temperatiiry skirtumus tarp

kiuveciy ekesperimento metu.

1.5.3. DSC kalorimetrai

DSC kalorimetrai yra senesni uz titravimo kalorimetrus. Daznai labiau zinomi yra senesniy mode-
liy, maziau jautriis kalorimetrai. Cia nagrinésime tik pacius jautriausius ir tiksliausius kalorimetrus,

kurie sukurti Privalovo ir Brandts tyréjuy grupiu: Microcal kompanijos (JAV, www.microcal.com) ga-

minami MC2, MCS ir VP-DSC, taip pat Calorimetry Sciences Corp. kompanijos (JAV,

www.calorimetrysciences.com) gaminami CSC Nano II DSC, bei DASM-4 modelis, gaminamas Bio-

loginés instrumentacijos biure Rusijoje. Siy kompaniju naujausios kartos instrumentai turi panasias
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jautrumo ir tikslumo savybes, taciau skiriasi ju kiuveciy konfigiiracija ir duomeny analizés programos.

Siek tiek maziau jautrius prietaisus gamina Setaram (Pranciizija, www.setaram.com). Jy privalumas —

yra daugiau kiuveciy varianty, tinkamy ivairiems tikslams.

2 pav. parodyti naujausi DSC kalorimetrai.

6300 Nano DSC III modelis, gaminamas Calorimetry Sciences Corp., JAV

6100 Nano DSC II modelis, gaminamas Calorimetry Sciences Corp., JAV

1.23 pav. Naujausiy DSC kalorimetry pavyzdziai
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Automatizuotas kapiliarinis DSC kalorimetras gaminamas Microcal Inc. JAV. Kapiliarinis mode-
lis sumazina nuosédy itaka duomeny kokybei. Tuo paciu mazéja sunaudotas baltymo kiekis. Automa-
tizacija jgalina be priezitiros iSplauti ir tiksliai pripildyti kiuvetes, atlikti apie 50 eksperimenty be ope-

ratoriaus jsikiSimo.
1.5.4. DSC eksperimentas

Paruo$iamas baltymo tirpalas, dializuojamas prie$ buferi, kuris bus naudojamas lyginamojoje kiu-
veteje. Tipiskai vienam bandymui reikia 2 ml apie 1 mg/ml koncentracijos baltymo (pvz., lizocimo).
Po dializés nustatome baltymo koncentracija spektrofotometriskai. Prie§ pat eksperimentg pasaliname
dujas 1§ méginio dalies (taikydami ne per daug maza slégi ir ne per stipriai maiSydami, kad nedenatt-
ruoty baltymas).

Pripildome méginio ir pavyzdzio kiuvetes tuo paciu dializés buferiu be baltymo ir atlickame keleta
eksperimenty. Jy metu nustatome pagrindines linijas 20—-100 °C intervale. Kaitiname tipiskai 60 °C/val.
greiCiu. Leidziame kiuvetéms atausti ir pripildome méginio kiuvetg baltymo tirpalo. Kartojame DSC
eksperimenta tomis paciomis salygomis. Kartais kartojame nekeisdami tirpalo, norédami nustatyti, ar
denatiiracija buvo griztamoji. Po paskutinio atauSimo méginj iSimame ir spektrofotometriskai matuo-
jame, ar yra agregaty. Jei ju daug, jie destabilizuoja potranzicing pagrinding linija. Svarbu kalorimetro
kiuvete gerai iSplauti stipriais detergentais ir Sarmu, kad agregatai neprilipty prie sieneliy. Toliau gau-

tus duomenis analizuojame gamintojo pateiktomis duomeny analizés programomis.

1.5.5. DSC duomeny analizé

Tipiskas DSC eksperimento rezultatas parodytas 1.24 pav. Baltymas barnazé buvo termiskai ske-
nuojamas Nano DSC III kalorimetre. Matome keleta kartotiniy pagrindiniy linijy ties mazdaug -5 uW
galia ir keleta kartotiniy eksperimenty su baltymu, kurio ikitranzitiné ir potranzitiné pagrindinés linijos
yra zemiau, nei tais atvejais, kai néra baltymo, ir yra didelé smailé, kurios vidurys apie 55 °C.

Termogramoje parodyta perteklinés Siluminés talpos (C,, méginys atémus lyginamaji) priklauso-
mybé nuo temperatiiros. Paprasta globulinio baltymo termograma susidaro i$ triju sri¢iy — ikitranziti-
nés pagrindings linijos, endoterminio denatiiracijos piko ir potranzitinés pagrindinés linijos. 1.24 pav. y
aSyje yra uW, nes duomenys nenormalizuoti, remiantis baltymo koncentracija. Normalizavus juos ga-

lima atidéti y asyje pertekling Siluming talpa.
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1.24 pav. Tipisko DSC eksperimento rezultatas — termograma. Buferis sudaro horizontalig pagrin-
ding linija, barnazés baltymo denattiracijos metu matyti didelé smailé

Termogramos grafiko pradzioje, kol dar neprasidéjo baltymo denatiiracija, matome, jog tirpalo, tu-
rincio baltymo, Silumingé talpa yra mazesné negu vandens. Priezastis — baltymas iSstimé Siek tiek van-
dens, o vandens Siluming¢ talpa yra gerokai didesné negu daugelio organiniy medziaguy, tarp juy ir bal-
tymo. Atémus 1.24 pav. duomenis, kai néra baltymo, i§ duomeny, kai yra baltymas, gautume Siluming
talpa, kuri yra neigiama. Daugelio baltymy ikitranzitiné pagrindiné linija turi teigiama nuokrypi, t.y.
Siluminé talpa palengva did¢ja, didéjant temperatiirai. Tai yra budinga daugelio organiniy medziagy
savybeé. Baltymui denattiruojant, Siluminé talpa did¢ja, nes daugiau Silumos sugeriama denattiracijos
metu. Smailés temperatiira yra apytiksliai lygi baltymo denatiiracijos temperattirai 7,,. Potranzitin¢ pa-
grindiné linija parodo denatiiravusio baltymo Siluming talpa. Paprastai ji yra auks¢iau negu nedenatu-
ravusio baltymo, o nuokrypio kampas mazesnis negu nedenattiravusio. Pana$iai vyksta ir naudojant
organinius skyscius. Taigi baltymo denatiiracija yra panasus procesas i hidrofobiniu medziagy kristaly
lydymasi, kai jie suspenduoti vandenyje.

Kalorimetriné denatiiracijos entalpija (AH,,) yra lygi integruotam smailés plotui. Jei teisingai pa-

sirinkta pagrindiné linija, iki kurios integruojama, tada tas plotas yra lygus Siluminei energijai, kurios
reikia baltymui denatiiruoti. Sis §ilumos kiekis priklauso nuo méginio tiirio kiuvetéje ir i§ esmés yra
objektyviai pamatuotas dydis, nepriklausantis nuo pasirinkto modelio. Kaip taisyklé, denaturacijos
smailés yra endoterminés, t.y. Siluma yra sunaudojama. Kartais yra egzoterminiy smailiy. Tai daznai
reiskia, kad vyrauja agregacija ir vyksta nespecifinis procesas, sukeltas temperatiros pakélimo.

Van‘t Hoff*o entalpija (AH,y) yra denatiiracijos entalpijos dydis, gautas pasirinkus denatiiracijos

modelj ir generavus kreive, kuri parodo §i modelj. Entalpija apskai¢iuojama remiantis van‘t Hoffo lyg-

timi. Siuo biidu nustatant entalpija, naudojamas tas pats budas, kaip ir taikant CD ar fluorescencinius
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metodus. Nereikia informacijos apie mégini, jo koncentracijos ir t.t. Entalpija nustatoma atsizvelgiant i
denattiruotos frakcijos priklausomybg nuo temperatiiros. Abiem metodais nustatytos entalpijos reiks-
mes turi sutapti, jei teisingai pasirinktas modelis ir reakcija yra gerai suprasta.

Nustatant kalorimetring entalpija, butina tiksliai Zinoti natyvaus nedenatiiravusio baltymo koncen-
tracija eksperimento pradzioje. Geriausias biidas nustatyti baltymo koncentracija yra UV spektras 240—
400 nm srityje. Tai parodo, jog gali biiti agregaty.

Paprastai DSC eksperimentai atliekami 60 °C/val. greiciu. Teoriskai griZtamojo proceso metu ter-
mograma neturéty priklausyti nuo zvalgos (skenavimo) greicio. Taciau praktiskai yra negriztamumo,
agregacijos, ar kity ne visai griztamuyju, kinetiSkai nulemty procesuy, todé¢l termogramos priklauso nuo
zvalgos greicio. Svarbu pakartoti DSC eksperimentus skirtingu zvalgos greiciu, kad isitikintume, ar $i

problema svarbi konkrecios situacijos metu.
1.5.6. Pagrindinés linijos pasirinkimas

DSC eksperimenty metu svarbu tiksliai pasirinkti pagrinding linija, nes nuo to priklauso duomeny
tikslumas. Pagrindinés linijos yra dvejopos — instrumento pagrinding linija ir méginio pagrindiné linija.
1.25 pav. pavaizduota horizontali linija be smailés yra instrumento pagrindiné linija. Ji gali kisti apara-
tui Sylant, todél verta eksperimenta pradzioje kelis kartus pakartoti be baltymo, po to be pertraukos ei-
linio ciklo metu ipilti baltymo tirpalo.

Méginio pagrindinés linijos parinkimas yra gerokai sudétingesné problema. Denatiiracijos metu
pagrindiné linija pasislenka, todél potranzitiné pagrindiné linija néra to pacio aukscio, kaip ikitranziti-
né. Kaip jau minéta, pasislinkimas yra lygus baltymo denattiracijos Siluminés talpos pokyciui. Sudeé-
tinga tiksliai parinkti, kaip pagrindin¢ linija iSsidésc¢iusi po denatiiracijos piko. Galimi keli variantai —
linijinis sujungimas, laiptas ties peréjimo viduriu, kubinis, ar ekstrapoliuotas progresinis peréjimas.
Tiksliausias yra progresinis peréjimas, kurj naudojant Siluminé talpa skai¢iuojama proporcingai naty-
vaus ir denattiruoto baltymo apskaic¢iuotiems kiekiams.

Kitas etapas analizuojant duomenis, prie§ integruojant smailg, yra atimama pagrindiné linija. Vis
delto duomenys yra Siek tiek iSkraipomi. Taciau praktiskai, kai yra geros kokybés duomenys, didesng
paklaida sukelia instrumento pagrindinés linijos nestabilumas ir koncentracijos sukeltos nustatymo pa-
klaidos. Tada integruojama smailé, kurios plotas vir§ pagrindinés linijos yra lygus molinei denatiiraci-

jos entalpijai.
1.5.7. DSC duomeny analizé ir interpretavimas

1.25 pav. parodyta lizocimo termograma. Pradiniai duomenys parodyti juoda kreive. Matome,
kad potranzitiné pagrindiné linija turi dideli neigiama nuokrypi. Tokiu atveju neimanoma tiksliai nu-
statyti denatiiracijos Silumings talpos pokycio. IS duomeny nustatysime tik entalpijos pokyti ir denatu-
racijos temperatiirag. Taip pat matome, koks duomeny ,,triukSmas* bei tasSky iSsibarstymas. Parenkame
pagrinding linija programa Origin taip, kad ji apytiksliai sutapty su iki- ir po-tranzitinémis pagrindiné-
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mis linijomis. Tada i§ duomeny atimame pagrinding linija. Gauname melyna kreive, kurios abi pagrin-
dinés linijos lygios nuliui, o pikas zymi pertekling Siluming talpa denatiiracijos metu.

Suvidurkiname kiekvienos temperatiiros pamatuotus taskus, gauname termograma, parodyta 1.26
pav., ¢ia taskai Zymi eksperimentines reikSmes po pagrindinés linijos atémimo, o linija — modelj. 1.27
pav. parodyta ta pati termograma integruotame pavidale. Ji gauta susumavus kiekvienos temperatiiros

Silumines talpas, parodytas 1.26 pav.
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1.25 pav. Lizocimo (1 mg/ml) termograma, pagrindinés linijos apytikslis atémimas
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1.26 pav. Lizocimo (1 mg/ml) termogramos teorinés kreivés pritaikymas (regresija)
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1.27 pav. Lizocimo denatiiracijos termogramos integruotas vaizdas
Entalpija, pavaizduota 1.27 pav., gaunama integruojant Siluming talpa, pavaizduota 1.26 pav:

T
[car=naH. (1)
T;

Tuo tarpu diferencijuojant entalpija, galima gauti Siluming talpa:

aH _
dr

Siluminé talpa yra fundamentalioji savybé, i$ jos iSvedami visi kiti termodinaminiai parametrai.

AC,. (2)

Bet kokios medzZiagos absoliuciosios entalpijos (H) ir entropijos (S) yra proporcingos bendrai Silumi-

nés energijos absorbcijai, kai kaitiname nuo absoliuciojo nulio iki temperatiiros 7"
T
H:jcpdﬁHo. 3)
0

Cia H, yra zemiausio lygio energija (kai temperatira lygi 0 K), susidariusi dél cheminio rysio ir

kity neterminiy poveikiu.
e
S=||-2Wr. 4
1§35 “

Molekulinis entalpijos H interpretavimas gana paprastas. Tai yra bendra energija (iskaitant ir sle-
gio ar tirio darbo démenis), sugerta keliant sistemos temperatira iki temperatiiros 7 ir esant pastoviam
slégiui. Tai apima energija, susijusia su visais atomy ir molekuliy judéjimais — transliacija, rotacija,
vibracija, ir t.t. — kartu su energija, sukelta tarpmolekuliniy jung¢iu pokyciu.

Entropija sudétingiau jsivaizduoti. Paprastai ji vaizduojama kaip molekuliy betvarkés matas. Ta-

Ciau tai paslepia jos rysi su Silumine talpa, kuris akivaizdus i$ pateikty lyg¢iy. Galbiit lengviau isivaiz-
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duoti entropija kaip galimybiy skai¢iy, kuriomis molekulés sistemoje gali paimti energija, nepakelda-
mos temperaturos.

Silumings talpos dydis priklauso nuo galimybiy skai¢iaus, kuriomis i sistema patekusi $iluminé
energija gali buti paskirstyta. [sivaizduokime energijos kiekij, kurio reikia, kad pakeltume sistemos
temperatiira vienu laipsniu. Jei sistema turi mazai galimybiy paskirstyti pridéta energija, tada mazai
energijos prireiks, kad pakeltume temperatiira vienu laipsniu, ir tokia sistema turés gana maza Siluming
talpa. Taciau jeigu yra daugybé budu, kuriais pridéta energija gali buti paskirtyta tarp molekuliy (pvz.,
[vairios vibracijos, rotacijos galimybés arba suardytos jungtys), tada daug energijos prireiks tam pa-
¢iam temperatiiros pakilimui. Tokia sistema jau turés gana didele Siluming talpa. Taip pat pridédami
Silumos | bet kokia sistema, didiname jos entropija, suteikdami molekuléms daugiau energijos tyrinéti

daugiau vairiy i$sidéstymo galimybiy, tapti labiau netvarkingomis.
1.5.8. DSC taikymas ligandy jungimuisi ir stabilumui tam tikromis salygomis nustatyti

1.28 pav. parodytos DSC termogramos, gautos temperatiira denatiiruojant karboanhidraze ivairio-

mis salygomis — riigS§tiniame pH ar pridéjus stabilizuojancio ligando.

60 7.0
su inhibitoriumi
507
7,0
40 - be inhibitoriaus

30

20

AC,, kcal mol'K!

1 AG,

30 40 50 60 70 80

Temperatira, °C
1.28 pav. Jaucio karboanhidrazés I DSC termogramos jvairiomis salygomis [4]

Zeminant pH nuo 6 iki 4, karboanhidrazés stabilumas stipriai mazéja. Jei pH yra apie 7, ji denatii-
ruoja apie 64 °C, kai pH — 4,4, tai denattiracijos smailé jau yra apie 40 °C. Jeigu idedame stabilizuojan-
¢io ligando, pvz., acetazolamido, tada kai pH — 7, denatuiracijos smailé pasislenka i aukStesnés tempe-
ratliros puse. Siame pav. nagrinéjame keleta svarbiy DSC parametry. Pirma, Zeméjant denatiiracijos
temperatiirai, mazé¢ja DSC piko plotas, t.y. mazéja denatiiracijos entalpija. Denatiiracijos entalpijos

maze¢jimas, zemejant temperatiirai, arba denatiiracijos entalpijos did¢jimas, kylant temperatiirai, yra
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nulemtas denatiiracijos Siluminés talpos pokycio, kuris 1.28 pav. yra ACp. Potranzitin¢ pagrindiné lini-
ja yra auk$¢iau negu ikitranzitiné. Siluminés talpos pokyti galime nustatyti i§ integruoty termogramy —
i§ entalpijos priklausomybés nuo temperatiiros. Teoriskai $ios dvi Siluminés talpos pokyc€io vertés turé-

ty sutapti.

250

230 ~
210 ~
190 -
170
150 ~

A H, k cal mol™

130 ~
110 ~

40 50 60 70 80

Temperatiira, °C

1.29 pav. Kalorimetrinés ir van’t Hoff”o entalpijos nustatymas i§ DSC termogramos duomeny (to-
kiy kaip 1.28 pav.)

Kalorimetrinés entalpijos gautos integruojant DSC termogramas, o van‘t Hoff*o entalpijos — re-

gresuojant duomenis denatiiravimo modeliu. Tiesés rodo linijines regresijas maziausiy kvadraty meto-

du, o ju pokrypio kampai lygiis kalorimetrinés ir van‘t Hoft*o Siluminés talpos pokyc¢iams
1.6. Baltymuy ir ligandy jungimosi ir stabilizavimo termodinaminis modelis

Isivaizduokime konjuguotas (sujungtas) reakcijas, kuriy metu baltymas iSsivynioja, taip pat jun-
giasi ligandas, kuris gali baltyma stabilizuoti jungdamasis prie jo natyvios biisenos. Jeigu ligandas stip-
riau jungtysi prie denatiiruotos biisenos, tada jis destabilizuoty baltyma, sumazinty jo i$sivyniojimo
temperatiira. Cia mes nagrin¢jame supaprastinta varianta, kai darome prielaida, jog ligandas jungiasi
tik prie natyvios baltymo biisenos ir ja stabilizuoja. Stabilizacijos dydis priklauso nuo daugelio para-
metry, tarp ju ir nuo jungimosi stiprumo.

UL, == N+L, —=NL,. (1)

Cia U — issivyniojes baltymas, L¢ — laisvas (neprisijunges) ligandas, N — natyvus baltymas ir

NL, — natyvaus baltymo ir prisijungusio ligando komplekso koncentracija.

Baltymo stabilumo pusiausvyros konstanta lygi:

_INl_ 57
K=" @)
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Ligando jungimosi pusiausvyros konstanta lygi:

P LY 3)
" [Nk |
Baltymo ir ligando tvermés lygtys:
P =[N]+[U]+[NL,]. (4)
L =[L;]+[NL,]. (5)

Matematinis — algebrinis modelio iSvedimas:

K-k Mol [ul-BY

[N,
(vl
F =[U]+[N]+[NL, |=[U]+ K, [U]+[NL, ] =[U](1+ K, ) +[NL, ]
P —[NL,]

YI="%)

E_[NLb]
P ) (1+K,) _B[NL,]
p - [UI(1+K,)+[NL,] T E-[NL,] E(1+K,)

4K,)
)

(1+K,)+[NL,]

kai7T=T ,tadaf =0,5=———= [ >

i

P(1+K
[NL,]=F-0,5P—-0,5K,F =0,5P,

|
1-K)
P=[UM{N}4NLJ=[NLﬂNLqNuJ=9§§i%NL4NLJ

X,
)

M= )(P [NL,

_INL ] [NL]

B INTL, TINI(L S NL)

[NL,]=K,[N](Z, -[NL,]) =K, (lf;g)(P [NL,])(Z, -[NL,])
(ﬁi )L[NL I [NLb](R+Lt+Z§:)+BLtJ=O

2
[Nm:g{[“;,f;uw(“;g) 4&,}
b™ u b u

[NL,]=0.5R(1-K,)
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2
2XO,SB(1—KU):[E +Lt+1+K”J+\/[Pt+Lt+1+Ku] _4PtLt

b *u b u

2
p-kp—|prr+ 8y [ por B _upp
KbKu KbKu

2 2
kp-r RN [ pip IR 4pp
K K

t Tt t Tt
b u b u

2
K2P +2K PL+2K P R poop IHEL PIVR,
b " u KbKu KbKu

2
1+ K 1+ K 1+ K
=P’ +2PL +2P ——"+ L’ +2L, ‘ot v | —4PL,
KbKu KbKu KbKu

1+ K,

K P*+2K PL +2K P

b " u b u

2PL (K, +1):R[B(1—Ku2)+2 e (I—Ku)j

g:ﬁﬁ—ﬁjﬂ_&:u=&{£+ 1]
2 K 2 KK

b u

Gavome galuting lygti, kuri apraSo priklausomybg tarp jungimosi ir denatiiracijos konstanty ir

bendry ligando ir baltymo koncentracijuy:

L;a_@{§+K2j. ©)

Silpnai susijungianciy ligandy formulg galime dar supaprastinti, jeigu patenkinta salyga, kad

P < (K , =K, ), t.y. kai jungimosi konstantos eilé didesné negu baltymo koncentracijos eilé.

1
L =(1-K . 7
t ( ! ) KbKu ( )
ISreiSkiame laisvaja Gibso energija per entalpija ir entropija:
AG=AH-TAS. (8)

Cia entalpija ir enropija yra priklausomos nuo temperatiiros. Jas isreiskiame per $iluming talpa
(prielaida — Siluminé talpa nepriklauso nuo 7) ir entalpija bei entropija, esant lyginamajai temperatiirai

T,
AUH:AUHTr +A C (T—Z,). 9

u"p

AS=A,S, +A,C, 1n§. (10)

r
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Istate lygtis (9) ir (10) i (8), gauname iSsivyniojimo (denatiiracijos) proceso laisvaja Gibso energi-

ja:

AG=AH, +AC, (T—Tr)—T[AuSTV +A,C, ln%}. (11)

r

Ligandy jungimosi proceso energija:

A,G=AH, +A,C, (T—];))—T(AbSTO +A,C, 1n%} . (12)

0

Cia Ty — 37 °C, arba kita pasirinkta temperatiira, kuriai nustatome ligando jungimosi konstanta.

Isistatome lygti (11) 1 lygti (2), 0 (12) 1 (3):

A Hp +0,C,(T-T, )—T(AMSTV +A,C, 1nT£J

K =—=e“T =e kT . (13)

AyHpy +8,C,(T-T, )—T(AhSTO +4,C, lnlj
[NL,] 2¢ o
b:—b =e RT =e RT . (14)
[N][L]

Atkreipkime démesi, ar yra minuso Zenklai eksponent¢je (14), ar néra (13). Taip pat atkreipkime

démesi i temperattras 7, ir 7. Tr yra baltymo denatiiracijos temperatiira, kuri gali biti apie 60 °C, o T)
yra ligando jungimosi nagrin¢jama temperattra, kuri gali biiti kiino ar kambario temperatiira. Dabar
formules (13) ir (14) isistatome i (6) formulg ir gauname gremézdiSka, taciau svarbia lygti, kuri susieja
baltymo lydymosi temperatira 7, (arba 7,,) su pridéta ligando koncentracija. IS Sios priklausomybés

galime nustatyti ligando jungimosi konstanta.

A Hrp, +A,C, (T-T, )—T[AuSTr +4,C, ln%j
p

L=|1-e RT X

(15)

P 1
2 T T
A, Hy, +A,C,(T-T,)-T A,Sp +A,C, 1nF AyHy, +A,C,(T-T) )-T Ay Sy +4,C), ln?
r 0

e RT e RT
Panagrinékime grafiskai, ka parodo §i lygtis, kokiy priklausomybiy galima tikeétis. Nagrin¢jame ti-
piSka baltyma, kurio termodinaminiai stabilumo parametrai yra:
A H; _gpc =400 kI xmol™; A,C, =6000 Jxmol".
Denatiiracijos entropija apskai¢iuojame esant temperatirai 7.

_AH; 400 kI xmol”!
T 333K

r

A,S;

u

=1201 Jxmol' xK™". (16)
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Nagrinéjamasis baltymas prijungia viena liganda, jungimosi termodinaminiai parametrai yra:
A Hy e ==20 kI xmol™; A,C, =—800 Jxmol” xK™.
Ligando jungimosi entropija apskaiciuojame i§ pasirinktosios jungimosi konstantos per laisvaja
Gibso energija:

AbHTO:37°C —(—RT;In Ky 1 e
K,y e =10° M5 AS, oo = ( - ) (17)
0

Taip pat nagrin€¢jamajame pavyzdyje baltymo hipoteziné koncentracija lygi nuliui (P, = 0).
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1.30 pav. Baltymo denatiiracijos temperatiiros simuliuotos priklausomybés nuo pridétos ligando
koncentracijos ir nuo ligando jungimosi konstanty

Juo stipriau ligandas jungiasi, juo labiau jis pakelia baltymo lydymosi temperatiira, t.y. juo labiau
stabilizuoja baltyma.

Lydymosi temperatiiros pakélimas labai priklauso nuo baltymo iSsivyniojimo entalpijos. Juo ji di-
desné, juo mazesnis temperatiiros pakélimas, kai visi kiti parametrai yra tokie patys (1.31 pav.).

Kai baltymo koncentracija didesné uz jungimosi konstanta, atsiranda priklausomybés sigmoidis-
kumas. Turi biiti pridéta bent 1 molekulé ligando kiekvienai baltymo molekulei, kad lydymosi tempe-

ratlira pakilty kaip numatyta.
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1.31 pav. Baltymo lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo pridétos ligando koncentracijos
esant jvairioms denatiiracijos entalpijoms, kai visi kiti parametrai licka tokie patys

°C
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1.32 pav. Baltymo lydymosi temperatiiros simuliuota priklausomybé nuo ligando koncentracijos
esant jvairioms baltymo koncentracijoms, kai visi kiti parametrai tokie patys

Svarbu pabrézti, kad pridedant vis daugiau ligando, baltymo lydymosi temperatiira 7, nuolatos
kyla, nors baltymas jau seniai prisotintas ligando, ir naujai pridétam ligandui nebeimanoma prisijungti
prie baltymo. Sis reiskinys gerai parodo mai§ymo entropijos indéli. Dazna klaida, kai manoma, jog
jungtys tarp baltymo ir ligando kazkaip stabilizuoja ir sulaiko baltyma nuo denatiiracijos. Jei pridétume
tiek ligando, kad jis prisotinty baltymo jungimosi vietas, tada lydymosi temperatiira daugiau nekilty,
pridedant vis daugiau ligando. Daugybé bandymy su baltymais rodo, kad taip néra. Termodinaminis
paaiskinimas — didesnis baltymo stabilumas susidaro, nes reikia papildomos laisvosios energijos, no-

rint ,,nutraukti* ligandus nuo baltymo prie§ baltymo issivyniojima. Sios laisvosios energijos svarbi su-

66



dedamoji dalis yra disocijuoto ligando maiSymo entropija. Stabilizavimas visai nepriklauso nuo balty-
mo konformacijos, bet priklauso nuo laisvojo ligando koncentracijos tirpale.
Sios formulés ir baltymo stabilizavimo ligandu reiskinys taikomas terminio poslinkio metode, ku-

ris apraSytas kitame skyriuje.
1.7. Terminio poslinkio metodas

1.7.1. Terminio poslinkio metodo teorija ir taikymas ligandy jungimosi konstantoms nustatyti

Baltymo stabilumo matavimas dar neseniai buvo gana sudétingas uzdavinys. Taciau sukiirus ter-
minio poslinkio metoda, pradéjus naudoti ploksteles, kur galima vienu metu matuoti 96 arba net 384
baltymus ar méginius, jis tapo vienu svarbiausiy metody ir matuojant ligandy jungimosi konstantas, ir
norint nustatyti, kokiomis salygomis konkrety baltyma saugoti ar atlikti tam tikra bandyma su juo.

Terminio poslinkio metodu netiesiogiai matuojame baltymo terminj stabiluma. | tiriamaji baltymo
tirpalg reikia pridéti dazo — reporterio, kurio fluorescencija kinta, baltymui iSsivyniojant. DaZniausiai
toks dazas yra anilinonaftalino sulfonatas (ANS), kurio fluorescencija aprasyta fluorescencijos skyre-
lyje. Veikiamas temperattiros baltymas i$sivynioja, tada atsiveria naujos hidrofobinés baltymo vietos,

kuriose ANS gali prisijungti ir fluorescuoti daug stipriau negu vandeniniame tirpale.

190000
72}
g 170000 | Pridéjus
= | ) ligando
% 150000 Be ligando
5 130000 -
=
"= 110000 |
o
S 90000 - e
]
Q
Z 70000 | IEIEEE
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2 50000 "
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Temperatira, °C
1.33 pav. Baltymo stabilumo nustatymas fluorescentiniu terminio poslinkio metodu

1.33 pav. parodytos tipiSkos baltymo denatiiracijos kreivés. TaSkai Zymi jaucio karboanhidrazés 11
eksperimentines fluorescencijos reik§Smes, gautas Thermofluor® aparatu. Paklaidos gautos i§ 4 karto-
jimy identiSkomis salygomis. Linija Zymi aproksimacija dviejy stadiju modeliu, aprasytu Zemiau.
Temparatiira keliama nuolatiniu, apie 1 °C per minute greiciu. IS pradziy stebima fluorescencija toly-
giai palengva maz¢ja, nes mazéja ANS fluorescencija keliant temperatiira. Tada fluorescencija paste-

bimai padidé¢ja, pasiekia maksimuma ir ima vél tolygiai mazéti. Fluorescencijos didé¢jimo metu balty-
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mas denatliruoja, i$sivynioja, atsiveria papildomos vietos ANS prisijungti, ¢ia ANS yra nepasiekiamas
vandeniui, kuris gesina fluorescencija.

Tokius duomenis galima gana tiksliai aproksimuoti dviejy stadiju baltymy denatiiracijos modeliu,
kuris apraSytas baltymuy denattiracijos modelio skyriuje.

Fluorescencijos priklausomybg nuo temperatiiros galime aproksimuoti tokia lygtimi:

Yu—Y IYn—Y
YW =y b M
1+e AT l+e &

Cia yy ir yy yra atitinkamai natyvaus ir denatiiravusio baltymo fluorescencija. Tiksliau tai yra ne
baltymo, bet dazo-baltymo komplekso fluorescencija. Abi Sios fluorescencijos priklauso nuo
temperatiros, t.y. ikitranzitiné ir potranzitiné pagrindinés linijos néra horizontalios. Jas mes

aproksimuojame tiesémis:

YN =Yg, Ty (T_Tm)' (2)

Yo =VYur, Ty (T_Tm)' 3)
Cia my ir my yra atitinkamai natyvaus ir denatiiravusio baltymo fluorescencijos tiesiy (pagrindiniy
linijy) nuokrypio kampai. Jeigu abi priklausomybés yra tokios, kad fluorescencija mazéja nuo

temperatiros (kaip parodyta 1.33 pav.), tai abu m koeficientai yra neigiami.y,, iry;, yra

fluorescencijos reikSmés, esant denatiiracijos temperatiirai 7,,. [statg lygtis (2) ir (3) 1 (1) gauname:

G : 4)

u

Y=Ynr Tm (T_T )+yU’Tm_yN’Tm+(mU_mN)(T—Tm)
N.T, N m

1+e®T

Pakeite denatiiracijos laisvosios Gibso energijos iSraiska, gauname:

o, =+ =m)(T=T,) ©
AHg +4,C,(T-T, )fT(A,‘STm +AX‘C"[1“TLD .

m

Y=Ing, Ty (T_T;n)+

l+e RT

Sioje lygtyje yra 6 parametrai ( Iz, s My Yyg s My, AH, 10 T), kuriuos maziausiy kvadraty

metodu regresuojame prie eksperimentiniy duomeny. ISsivyniojimo entropija yra pakei¢iama entalpija,

kai T=T,,:

AS; — T (6)

1.34 pav. parodytos denatiiracijos kreivés, gautos pridéjus jvairias specifiSkai susijungiancio li-
gando (trifluorometansulfonamido prie karboanhidrazés I) koncentracijas. Matome, kaip didesnés susi-

jungiancio ligando koncentracijos pastumia baltymo lydymosi temperatiirg aukstyn.
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1.34 pav. Zmogaus karboanhidrazés I terminio denatiiravimo fluorescentinés kreivés pridéjus jvai-
rias ligando (trifluorometansulfonamido) koncentracijas

Reakcijos misinyje buvo: 8,3 uM hCAI, 25 mM MES buferio, pH — 6,1, 50 mM NaCl, 50 uM
ANS ir 2 proc. DMSO.
Atidéje T, priklausomybe nuo pridéto ligando koncentracijos, gauname grafika, parodyta 1.35

pav.
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1.35 pav. Baltymo lydymosi temperatiiros 7}, priklausomyb¢ nuo ligando koncentracijos L,

Taskai zymi eksperimentines 7, reikSmes, o linija — modelj, apskaic¢iuota remiantis formule (15). Pir-
masis taskas, pazymétas ties 2x 107, yra kontrolinis, ¢ia néra ligando. Matome, jog kreivé gana tiksliai
pakartoja taskus, taciau yra pora viety, kur modelis ne visai atitinka eksperimentinius duomenis.

1.36 pav. parodytos keliy ligandy, turin¢iy skirtingas jungimosi konstantas, dozavimo kreivés.
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1.36 pav. Keleto liganduy dozavimo kreivés
Stipriai susijungiantis trifluorometansulfonamidas pakelia baltymo lydymosi temparatiirag gerokai
stipriau negu vidutiniai ligandai — acetazolamidas ir metazolamidas, ir daug labiau negu silpnai susi-

jungiantis sulfanilamidas.

Terminio poslinkio metodas yra labai universalus biofizikinis metodas, kurio rezultatai nepriklau-
so nuo konkrecios baltyminés sistemos. Tod¢l ji galima taikyti nezinomiems baltymams, kai néra jokiy
zinomy fermentinio aktyvumo metody ar kity biidy jungtis su ligandais. Pavyzdziui, trombinas turi ke-

leta ligandy, kurie atlieka svarbias reguliacines funkcijas (1.37 pav.).

Trombino-ligandy jungimosi vietos

—

Heparino /

jungimosi
vieta Aptamery
jungimosi
sritis
Katalizinis
centras

Serino proteazé
1.37 pav. Trombino ligandai, jy jungimosi prie trombino molekulés vietos (M. J. Todd)

Atliekant didelio pralaidumo atranka (high-throughput screening), kai ieSkomi ligandai, galintys

jungtis prie tiriamojo baltymo, galima atrasti visai netikéty ligandy. Véliau dozuojant ligandus, galima

tuo paciu metodu nustatyti kiekvieno juy jungimosi konstanta.
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1.7.2. Terminio poslinkio metodo taikymas apibaidinant rekombinantiniy baltymy stabiluma

Kai turime nezinoma baltyma, patogu jo tam tikras stabilumo savybes apibiidinti terminio poslin-
kio metodu, atliekant standartizuota ir greita testa, kuriam tereikia keliy mikrogramuy baltymo. Vienas
svarbiausiy uzdaviniy pagaminus nauja baltyma, yra nustatyti, ar jis tirpale stabilus, kokio pH reikia ji
laikyti, kokiy stabilizatoriy reikéty pridéti, kad baltymas islikty stabilus norima laiko tarpa.

[ tiriamojo baltymo tirpala, kai baltymo koncentracija — apie 0,2-0,4 mg/ml, maZza drusky ir bufe-
rio koncentracija, pridedame fluorescuojancio dazo (pvz. ANS, dapoksilo sulfonato) ir iSpilstome gau-
ta tirpala 1 96 Sulinélius po mazdaug 2—10 pl. Tada i tuos pacius Sulinélius ipilame po 2—10 pl i§ anksto
paruosty 96 reagenty tirpaly, kuriy jtaka tiriamajam baltymui norime nustatyti. Ant virSaus pilame po
1-3 pl silikoninés alyvos, kad tirpalas kaitinant neiSgaruoty. Tada galima Sulinélius uzklijuoti, jei nau-
dojame PCR ploksteles.

Tirpalus patogu dozuoti elektroniniais dozatoriais. Norint kad tirpalai gerai susimaisyty ir biity Su-
lineliy dugnuose, o alyva pasiskirstyty virSuje, verta ploksteles trumpai centrifuguoti. Tokia plokstelg

galima naudoti tikro laiko PGR (Real-Time PCR) aparatuose, arba ThermoFluor aparatuose, kurie kai-

tina plokstele mazdaug 1 °C per minutg greiciu ir nuolat matuoja fluorescencija visuose Sulinéliuose.
Gauname 96 fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros grafikus, kuriuos patogu apdoroti kom-
piuterinémis programomis. Mes naudojame TFAnalyst, taciau ji néra labai paplitusi.

1.6 lenteléje parodytas pavyzdys, kokiy reagenty gali buti 96 Sulinéliy ploksteléje.

1.6 lentelé. Reagenty tipiskas iSdéstymas 96 Sulinéliy ploksteléje

1 2 3 4
A | 5 mM NaCl 15 mM NaCl 50 mM NacCl 150 mM NaCl
B | 5 mM MgCl, 5 mM CaCl, 5 mM SrCl, 5 mM BaCl,
C | 50 uM Fex(SO.); | 50 uM CoCl, 50 uM NiCl, 50 uM CuCl,
D | 10 uM Fex(SOs); | 10 pM CoCl, 10 pM NiCl, 10 pM CuCl,
E | 100 mM NaF 100 mM NaCl 100 mM NaBr 100 mM Nal
F | 50 uM EuCl, 50 uM CeCl; 50 uM TbCl; 50 uM RuCls
G | 2 proc. DMSO 5 proc. DMSO 10 proc. DMSO vanduo
H | 2 proc. Glicerolio 5 proc. Glicerolio 10 proc. Glicerolio | 100 mM gliukozés
5 6 7 8
500 mM NacCl 1 M NaCl 100 mM Tris 7,0 100 mM Tris 7,5
100 mM KCI 100 mM LiCl 100 mM Hepes 6,5 100 mM Hepes 7,5
50 uM ZnCl, 50 mM NH4Cl 100 mM Na citrato 3,5 [100 mM Na citrato 4,5
10 uM ZnCl, 100 mM NaSCN 100 mM Mes 5,0 100 mM Mes 6,0
100 mM Na,SOq4 100 mM NaNO; 100 mM imidazolo 7,0 {200 mM imidazolo 7,0
50 uM YCl; 5 mM EDTA 100 mM NaAc 4,0 100 mM NaAc 4,5
250 mM ur¢jos 500 mM ur¢jos 1000 mM uréjos 250 mM GuaCl
0,05 mM dapoksilo sulfo- [0.1 mM dapoksilo sulfo- [0.15 mM dapoksilo sulfo-
nato, 0,5 proc. DMSO nato, 0,5 proc. DMSO nato, 0,5 proc. DMSO vanduo
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9

10

11

12

100 mM Tris 8,0

100 mM Tris 8,5

100 mM Tris 9,0

100 mM Gly 9,5

100 mM Hepes 8,5

100 mM NaP; 6,0

100 mM NaP; 7,0

100 mM NaP; 8,0

100 mM Na citrato 5,5

100 mM Na citrato 6,5

100 mM Na citrato 7,5

100 mM NaHCO; 8,0

100 mM Mes 7,0

100 mM Pipes 6,5

100 mM Pipes 7,5

100 mM Na,COs 10,0

300 mM imidazolo 7,0 {100 mM Na sukcinato 6,5{100 mM Na sukcinato {100 mM Naformato 4,0
100 mM NaAc 5,0 100 mM NaAc 5,5 100 mM Na formato 3,0 {100 mM Na formato 3,5
500 mM GuaCl 1000 mM GuaCl 2000 mM GuacCl 2000 mM uré¢jos
vanduo 50 uM KMnOq4 5 mM Cys 5mM DTT

Vieni reagentai, pvz., iprastinés druskos ir buferiai, yra nepakeic¢iami baltymy tirpaly komponen-

tai, todél svarbu nustatyti ju itaka baltymo stabilumui. Kiti reagentai, pvz., retieji metalai, yra labiau

egzotiski, ir kartais gaunami netikéti stabilizavimo rezultatai. Tokioje ploksteléje galima iSdéstyti ir

daug kity reagenty planuojant ir baltymo stabilumo nuo pH priklausomybiuy nustatyma, ir atsparuma

daznai naudojamiems organiniams tirpikliams, oksidatoriams, reduktoriams ir t.t.

1.38 pav. parodytas bendras plokstelés vaizdas, ¢ia raudona spalva pazyméti Sulinéliai, kur balty-

mo temperatiira pakilo, mélyna — nukrito, o zalia pazyméti kontroliniai Sulinéliai, kuriuos pasirenkame

palyginti. Daznai juose biina ipilta tik vandens. 1.39 pav. tas pats eksperimentas pavaizduotas kaip

stulpeliai. Ar jie teigiami, ar neigiami, priklauso nuo stabilizavimo-destabilizavimo.

1 2 3 4 5 6 7

al [T FPECTT T
8| | [ | DEE | N
cHl | HEETEEEN
ol | M | NN
el [ [ FHECENT TN
1N [ O I [
¢ NN NE NEEEN
w11 [ EEEN

g 9 10 11 12

1.38 pav. Karboanhidrazg I apibiidinanti plokstele

| 55 T S I =

1
—

1 1 1
= b2

Raudona spalva pazyméti Sulinéliai, kuriuose baltymas buvo stabilesnis negu zaliai pazymétuose

kontroliniuose, o mélyna spalva — rodo mazesnj stabiluma. Pilka spalva pazyméti Sulinéliai, kuriuose

tranzicijy nematyti.
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dTm 4
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F10
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F-20

-30

1.39 pav. Karboanhidrazg apibiidinantys rezultatai, pavaizduoti kaip stulpeliai. Pirmoje dalyje pa-
rodyti stabilizatoriai, antroje — destabilizatoriai
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1 M MaC
100 mbd Tri
100 mbd Tris
100 mit T
100 mbd Tri

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

1.40 pav. Gauty apibiidinimo duomenuy fragmentas — tokia informacija gauname apie visas 96 de-
natliravimo tranzicijas
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Intensyvumas

Intensyvumas

0 Tm= 60,9 (Al — 5 mM NaCl)

O Tm=61,5 (A2 — 15 mM NaCl)

o Tm = 60,6 (A3 — 50 mM NaCl)
Tm= 59,7 (A4 — 150 mM NaCl)

O Tm = 59,1 (A5 — 500 mM NaCl)
Tm= 59,6 (A6 — 1 M NaCl)

160

1404

1204

—_

S
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S
L
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40

20

T T T T T T T

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Teperatura

g Tm = 60,0 (E1 — 100 mM NaF)
o Tm = 60,2 (E2 — 100 mM NaCl)
C Tm=61,6 (E3 — 100 mM NaBr)
Tm = 62,7 (E4 — 100 mM Nal)
C Tm=55,7 (ES — 100 mM Na,SOy)
Tm=57,2 (E6 — 100 mM NaNOs)

* X s .
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1 0Tm=59,6 (D5 - 10 uM ZnCl,)
3500 0Tm=40,1 (F6—5 mM EDTA)
e Tm = 63,5 (G5 — 250 mM Uréjgs)
o0Tm = 60,6 (H8 — vanduo)  J
300,0 4
8
£ 250,01
S
2200,0
8
= 150,01
100,01
50’0_ i I
0,0-
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Teperatura

1.41 pav. Tos pacios apibiidinamosios plokstelés terminio denatiiravimo kreiviy rinkiniai. Jie pa-
rodo, kaip denatuiracijos tranzicijos pakito pridéjus legendose pazyméty reagenty

65
64 - —e— DMSO
63
62
61
60
59
581
57+
56

—m— Glicerolis

7-;”9 OC

0 2 4 6 8 10
Koncentracija, svorio %

1.42 pav. Karboanhidrazés stabilumo (7},) priklausomybé nuo organiniy tirpikliy — dimetilsulfok-
sido ar glicerolio

Glicerolio daznai dedama kaip baltymy stabilizatoriaus. Siuo atveju jo pridéjimas Siek tiek pasitei-
sinty, jei norima stabilizuoti baltyma. Tuo tarpu dimetilsulfoksidas (DMSO) yra tam tikras karboanhid-
razés destabilizatorius. Ta reikia prisiminti, kai atlieckami ligandy jungimosi bandymai ir ligandai iStir-

pinti DMSO.
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50
50 A
%J 40
2130 —a— Glivkové
B~ Emidazolas
20 - —e— Uréja
0 —a— GuCl
0 \ I T T A
0 400 200 1200 1600 2000

Koncentracija, M

1.43 pav. Karboanhidrazés stabilumo priklausomybé nuo pridéty osmolity

Uréja paprastai laikoma baltymo destabilizatoriumi. Siuo atveju ji gana ryskiai stabilizuoja karbo-
anhidraze iki apie 500 mM koncentracijos. Guanidino chloridas (GuCl) yra rySkus baltymo destabili-
zatorius. Toks rezultatas parodo, kad tranzicijas sukelia baltymo denatiiracija, o ne kiti procesai. Imi-
dazolo dedama iSplaunant baltymus i nikelio kolonéliy, jeigu jas gryninti naudojame histidino uode-
gas turintiems baltymams. Matome, kad imidazolas gana ryskiai destabilizuoja karboanhidraze, taciau

ne per daug, kad galétume atlikti gryninimo bandymus.

Katijonai, 50 pM fyginant su vandeniu

.5 Fe Co Ni Cu Zn

Metalas

1.44 pav. Tam tikri metalai, labai ryskiai destabilizuojantys karboanhidrazeg

Labai destabilizuoja trivalenté gelezis, Siek tiek maziau — cinkas. Tai gana netikéta, nes cinkas yra

karboanhidrazés aktyviajame centre.
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1.45 pav. Karboanhidrazés stabilumas jvairiose NaCl koncentracijose

Matome, kad valgomoji druska neturi aiskios itakos karboanhidrazés stabilumui. Tam tikrose kon-

centracijose ji Siek tiek stabilizuoja ir destabilizuoja karboanhidraze.

Priklausomybé¢ nuo buferio (106 mM) ir pll

65 .
—&— Tris
—l— Hepes ! : d—*‘
60 - NaAcetatas &
—@— NaPi
55 NaCitratas g
S-)n —®—Gly
&E A Mes
30 7 Pipers
—l— NaiCQz
45 || —A— NaSukcinatas
—— Imidazolas
—eo— NaFormiatas
40 T
»‘
35 T T /\ T T T T T T
1 2 3 4 5 4 7 8 Y 10

pH

1.46 pav. Karboanhidrazeés I stabilumo priklausomybé nuo pH ir buferio

Kaip ir budinga baltymams, ju stabilumas labai maz¢ja rigstingje ir Sarmingje terp¢je. Matome,
kad daugelis buferiy neturi ypatingos itakos stabilumui. Taciau citratas ir karbonatas ryskiai destabili-
zuoja. Ju reikéty vengti ruoSiant $io baltymo tirpalus.

IS pateikty pavyzdziy matome, kiek daug informacijos galime gauti i§ vieno eksperimento, kurio
plokstelés paruoSimas (jei reagentai paruosti i§ anksto) uzima maziau kaip valanda. Automatizuotas

eksperimentas uzima apie valanda. Lieka duomeny analiz¢, kuri gali buti ilga, nes duomeny gaunama

tikrai daug.
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2. Fluorescencija ir spektrofotometrija ir jy taikymas baltymy tyrimams

2.1. Fluorescencijos spektroskopija

2.1.1. Bendrosios savokos

Sviesos emisija i§ bet kokios medziagos, vykstanti elektronui perSokant ar pereinant i§ aukstesnio

energijos lygmens | Zemesni, yra vadinama liuminescencija (luminescence). Liuminescencijos reiski-

nys yra skirstomas i dvi kategorijas — fluorescencijos ir fosforescencijos. Tai priklauso nuo suzadinto-
sios biisenos savybiy.

Fluorescencijos (fluorescence) atveju elektronas suzadintoje orbital¢je sudaro pora su antruoju

priesingo sukinio elektronu nesuzadintoje orbital¢je. Grizimas i nesuzadintaja orbitale yra leistinas dél
priesingo sukinio ir vyksta greitai emituojant fotona. Todél fluorescencijos emisijos greiciai tipiSkai
sickia 10® s, tai atitinka fluorescencijos gyvavimo perioda, lygy 10 ns (10x10 s). Fluorescencijos
gyvavimo periodas yra vidutinis laiko tarpas tarp suzadintosios ir nesuzadintosios biiseny.

Fosforescencija (phosphorescence) yra Sviesos emisija i§ tripletinés suzadintosios biisenos, kai

elektronas suzadintoje orbital¢je yra to paties sukinio kaip nesuzadintasis elektronas. Tokiu atveju per-
¢jimas ar Suolis (transition) i nesuzadintaja blisena yra uzdraustas, todé¢l emisijos greitis yra gana létas
(10° = 10° s, o tipiskas gyvavimo periodas trunka nuo milisekundiy iki sekundziy. Fosforescencija
gali uztrukti ir daug ilgiau, pvz., tamsoje Svytintys zaislai.

Skiriamoji riba tarp fluorescencijos ir fosforescencijos néra visada aiski. Pavyzdziui, pereinamyju
metaly kompleksuose su organiniais ligandais matomos misrios singletinés-tripletinés biisenos. Ju gy-
vavimo periodai yra tarpiniai, nuo Simty nanosekundziy iki mikrosekundziy. Per viena nanosekunde
Sviesa nukeliauja apie 30 cm, o tam tikri fluoroforai pasizymi netgi gerokai trumpesniu gyvavimo pe-
riodu, kuris trunka nanosekundeés dalis. Dél tokiy trumpuy fluorescencijos gyvavimo periody, norint
pamatuoti emisijos spektry priklausomybg nuo laiko, biitina sudétinga aparatiira. Taciau nuo laiko pri-

klausanti fluorescencija (time-resolved fluorescence) daznai naudojama, nes taip gaunama gerokai

daugiau informacijos negu nagrin¢jant pastovia fluorescencija (steady-state fluorescence). Technolo-
giniai laim¢jimai jau jgalina naudoti nuo laiko priklausancia fluorescencija netgi mikroskopuose.

Procesus, kurie vyksta tarp Sviesos absorbcijos ir emisijos, dazniausiai aprasome Jablonskio diag-

rama. Profesorius Alexander Jablonski (1898-1980) laikomas vienu fluorescencijos mokslo kiuréjy, jis
aprasé koncentracing depoliarizacija ir anizotropija. Profesorius dirbo tarpukario ir pokario Lenkijoje.
Jablonskio diagrama parodyta 2.1 pav. Singletinés pagrindinés (ground state) pirmoji ir antroji elek-
trony biisenos parodytos Zenklais Sy, S ir S;. Kiekviename §iy elektroniniy energijos lygmeny fluoro-
forai gali egzistuoti dar daugelyje vibraciniy energijos lygmeny, parodyty skaiciais 0, 1, 2 ir t.t. Sioje
supaprastintoje Jablonskio diagramoje neparodyta daugelio saveiky, pvz., gesinimo (quenching), ener-
gijos perdavimo (energy transfer) ir saveikos su tirpikliu. Vertikalios rodyklés rodo peréjimus tarp bii-
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seny. Sviesos absorbcija yra ypatingai greitas procesas, trunkantis apie 10-15 ps, per kurj nepasislenka

atomy branduoliai. Tai yra vadinamasis Franck-Condon principas.

SZ T
|
! Vidinis
! virsmas o
o Tarplygmeninis
S, __\:/_/_\./_' peréjimas (Suolis)
Absorbcija
Fluorescencija T
th7’ thz
Fosforescencija
2
So | .

2.1 pav. Jablonskio diagrama, paaiskinti fluorescencijos ir fosforescencijos reiskinius

Perileno emisijos spektras gerai pavaizduoja energiju skirtumus tarp ivairiy vibraciniy energijos
lygmeny (2.2 pav.). Emisijos maksimumai, kurie atitinka vibracinés energijos lygmenis, yra nutolg
vienas nuo kito mazdaug 1500 cm™ bangos skaitiy. Kambario temperatiiros terminés energijos neuz-
tenka pakankamai prisotinti suzadintas vibracines biisenas. Absorbcija ir emisija vyksta molekulése,
pasizyminciose maziausia vibracine energija. Dideli energiju skirtumai tarp Sy ir S; suzadintyjy btisenu
yra per dideli termiSkai prisotinti S;. Taigi fluorescencijai suzadinti naudojame §viesa, o ne Siluma.

Atkreipkite démesi, kad x aSies dydziai yra linijiniai pagal bangos skai¢iy, o ne pagal iprastini
bangos ilgi, kuris pazymétas virSuje esanciose aSyse. Tai yra teisingesnis, atskleidziantis fluorescenci-
jos principa spektry vaizdavimo biidas, nors Siuo metu jau nepopuliarus.

Po Sviesos sugerties jvyksta keletas procesu. Fluoroforas yra paprastai suzadinamas i S; ar S, bii-
seny viena aukstesniy vibraciniy lygmeny. Molekulés, esancios kondensuoty faziy (skyscéiai, kietos),
greitai relaksuoja i S; blisenos Zemiausia vibracinj lygj. Sis procesas yra vadinamas vidine konversija
ir trunka grei¢iau negu 1072 s. Fluorescencijos gyvavimo periodas paprastai trunka 10 s, vidiné kon-
versija jau biina pasibaigusi iki emisijos pradzios. Taigi fluorescencijos emisija dazniausiai vyksta i$

termiskai pusiausvirosios suzadintosios biisenos, tai yra i§ Zemiausios S; blisenos vibracinio lygmens.
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2.2 pav. Perileno (virSuje) ir chinino sulfato (apacioje) sugerties (absorbcijos) ir emisijos spektrai

Grizimas | pagrindini lygi paprastai vyksta | auksStesni vibracini nesuzadintosios biisenos lygmeni,
o 1§ jo per 102 s pasiekia Siluming pusiausvyra. Dél sugrizimo | neZemiausia vibracini Sy blisenos
lygmeni matome perileno emisijos spektro vibracing struktira. Kita jdomi emisijos i aukStesnj vibraci-
ni lygmeni pasekmé — fluorescencijos spektras atrodo kaip veidrodinis absorbcijos spektro (So — S;
tranzicijos) vaizdas. Sis pana$umas galimas, nes elektroninis suzadinimas nepakei¢ia branduoliy issi-
déstymo geometrijos. Suzadintosios biisenos vibraciniy lygmeny iSsidéstymas yra panasSus | nesuzadin-
tosios biisenos.

Molekulés, esancios S; biisenos, gali pakeisti sukini, pereidamos i pirmaja tripleting biisena T;.
Emisija 1§ T, ir yra vadinama fosforescencija. Jos emisijos spektras pasislinkes i ilgesniy bangy ilgiu
(zemesnés energijos) dali negu fluorescencijos emisijos spektras. Peré¢jimas i§ S; 1 T, yra vadinamas

tarpsisteminiu persikryziavimu (intersystem crossing). Tranzicijos 1§ T 1 singleting nesuzadintaja bi-

seng yra uzdraustos, todél tripleto emisijos greicio konstantos yra keliomis eilémis mazesnés negu
fluorescencijos. Molekulés, turin¢ios sunkiyjy atomy, pvz., bromo ar jodo, yra daznai fosforescentis-

kos. Sie atomai padeda tarpsisteminiam kryziavimuisi, todél padidina fosforescencijos kvanting iseiga.

81



Reiskinys, kad emituotos Sviesos energija yra mazesné (bangos ilgis ilgesnis) negu sugertos $vie-

sos, yra vadinamas Stoukso poslinkiu (Stokes shift). Ji pirma karta pastebéjo George Stokes 1852 m.

KeimbridzZo universitete.

Fluorescencijos emisijos spektras paprastai nepriklauso nuo suzadinanc¢ios Sviesos bangos ilgio.
Tai yra vadinamoji KasSos taisyklé (Kasha's rule). Peréjusi i aukStesnius elektroninius ir vibracinius
lygmenis pertekliné energija greitai (per 107 s) igsisklaido ir fluoroforas pasilicka S; biisenos Zemiau-

siame vibraciniame lygmenyje.

2.1.2. Fluorescencijos gyvavimo periodai, kvantiné iSeiga ir gesimas

Svarbiausios fluoroforo savybés yra jo fluorescencijos gyvavimo trukmé ir kvantiné iSeiga. Kvan-
tiné iSeiga yra santykis tarp emituoty ir absorbuoty fotony. Juo didesné kvantiné iseiga, juo didesné
dalis absorbuoty fotony gali sukelti fluorescencija. Gyvavimo periodas nusako laiko tarpa, per kuri
fluoroforas gali saveikauti ar difunduoti savo aplinkoje ir suteikti informacijos per savo emisijos spek-
tra.

Kaip jau minéta, fluorescencijos kvantiné iSeiga Q yra emituoty ir absorbuoty fotony skaiciy san-
tykis. Jis priklauso nuo fluoroforo emisinio grei¢io konstantos I' ir neemisiniy procesy grupés greicio

konstantos k,, (nespinduliuojantis gesimas i Sy, non-radiative decay to Sy):

T
T+k,

0 (1)

Kvantiné iSeiga gali biiti lygi beveik vienetui, jeigu nespinduliuojancio proceso grei¢io konstanta
(k) lygi beveik 0 ar daug mazesné uz spinduliuojancio &, < I'. Reikia pazyméti, kad fluorescencijos
energijos iSeiga yra visada mazesné uz vieneta dél Stoukso poslinkio.

Fluorescencijos suzadintosios blisenos gyvavimo periodas yra apibréZiamas kaip vidutinis laiko
tarpas, kuri molekulé praleidzia suzadintosios biisenos, prie§ grizdama i nesuzadintaja biisena. Tipisky

fluorofory gyvavimo periodas t lygus:

1
T= .
I'+k,

2)

Fluorescencijos emisijos procesas yra atsitiktinis, todél nedaugelis molekuliyu emituoja fotona,

pra¢jus laikui t= 1 nuo suzadinimo. Vieneksponencio gesimo (single exponential decay) procesa, apra-

So lygtis

It)=1,e"". (3)
Jo fluorescencijos intensyvumas /(¢) mazeja laikui ¢ kintant nuo maksimalios /Iy vertés ligi 0. Tada
63 proc. molekuliy pereina i nesuzadintaja biisena per laiko tarpa, mazesni uz gyvavimo perioda, o 37

proc. molekuliy — per laiko tarpa, ilgesni uz gyvavimo perioda.
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Eozinas ir eritrozinas B turi praktiskai vienodus spektrofotometrinius sugerties ekstinkcijos koefi-
cientus, aprasytus véliau, ir tokius pacius spinduliuojancio proceso greicius, taciau labai skiriasi jy ne-
spinduliuojanc¢iy gesimo procesy greiciai.

Fluoroforo gyvavimo periodas, jei néra nespinduliuojanciy gesimo procesy, vadinamas vidiniu,

arba nattiraliu gyvavimo periodu (intrinsic or natural lifetime):

1
T =—. 4
=T @

Sis gyvavimo periodas gali biiti apskaiiuotas i§ absorbcijos spektro, ekstinkcijos koeficiento ir
emisijos spektro.

Fluorescencijos intensyvumas gali sumazéti dél daugelio procesy, kurie vadinami fluorescencijos

gesimu (fluorescence quenching).

Gesimas susiduriant (collisional quenching) ivyksta, kai suzadintosios biisenos fluoroforas yra de-

aktyvinamas, nes saveikauja su tam tikra molekule, esancia tirpale, vadinama gesikliu (quencher).
Ivairios molekulés gali tapti gesikliais susidurdamos, pvz., deguonis, halogenai, aminai ir molekulés,
kurioms truksta elektrony, pvz., akrilamidas. Pats gesinimo mechanizmas priklauso nuo konkrecios
saveikaujancios poros. Pavyzdziui, akrilamidas gesina indola dél elektrono peré¢jimo i indolo i akrila-
mida. Gesinimas halogenais ir sunkiaisiais atomais vyksta dél sukinio-orbitos sukibimo ir tarpsistemi-
nio peréjimo 1 tripleting biisena.

Greta gesinimo susiduriant, fluorescencija gali biiti gesinama dél nefluorescuojanciy kompleksy

susidarymo tarp fluoroforo ir gesiklio ir daugelio kity procesy.

2.1.3. Fluorescencijos anizotropija

Anizotropijos (anisotropy) matavimai daznai naudojami fluorescencijos biocheminiy tyrimy metu.
Jie suteikia informacijos apie baltymy dydi ir forma ir apie molekulinés aplinkos lankstuma. Anizotro-
pija yra naudojama baltymu-baltymu saveikai, membrany judrumui jvertinti, ir jvairiems imunologi-
niams tyrimams.

Anizotropijos matavimai pagristi principu, kad poliarizuota Sviesa atrankiai suzadinti fluoroforai
pirmiausia absorbuoja fotonus, kuriy elektriniai vektoriai eina paraleliai fluoroforo tranzicijos momen-
tui. Tranzicijos momentas turi apibrézta orientacija. Izotropiniame tirpale fluoroforai yra orientuoti at-
sitiktinai. Suzadinus juos poliarizuota Sviesa, suzadinami tik tie, kuriy absorbcijos tranzicijos dipolis
yra nukreiptas paraleliai suzadinancios Sviesos elektriniam vektoriui. Tokio suzadinimo pasekmé —
fluorescencijos emisija taip pat yra i§ dalies poliarizuota pagal fluoroforo asj.

Fluorescencijos anizotropija (») ir poliarizacija (P) yra apibréziamos:

IH_IL
po L (%)
IH+2Il
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bl

“1+1, (6)

Cia [, ir I yra vertikaliai ir horizontaliai poliarizuotos emisijos fluorescencijos intensyvumai,

kai méginys suzadinamas vertikaliai poliarizuota Sviesa. Anizotropija ir poliarizacija yra to paties

reiskinio skirtingi apraSymai ir jos gali buti pakeistos viena kita, taikant formules

3r

P= . 7
2+r D
2P

_2P 8

73T ®

Pamatuotos anizotropijos vertés gali biiti mazesnés negu maksimalios teorinés vertés. Dazniausiai
tai jvyksta dé¢l rotacinés difuzijos, kuri vyksta suzadintosios biisenos gyvavimo trukmés laikotarpiu ir
pakeicia fluoroforo emisijos dipolio krypti. Sio parametro matavimai suteikia informacijos, kiek pakito
kryptis nuo absorbcijos iki emisijos. Dauguma fluorofory gerokai pasisuka tirpale per 50—100 ps. To-
dél molekulés gali daug karty pasisukti per 1-10 ns suzadintosios biisenos laikotarpi, o poliarizuoto
suzadinimo emisija yra atsitiktiné. Taigi fluorofory anizotropija neklampiame tirpale paprastai yra ne-
toli nulio. Taip pat anizotropija gali labai sumaZzéti d¢l suzadinimo perdavimy tarp fluorofory.

Rotacinés difuzijos poveikis gali buti mazesnis prikabinant fluorofora prie makromolekulés. Pa-
vyzdziui, zmogaus serumo albumino (HSA) rotacinés koreliacijos laikas yra apie 50 ns. Jei prie HSA
prikabinamas fluoroforas, kurio gyvavimo periodas — 50 ns, tai anizotropija biity apie 0,2. Mazesni
baltymai turi trumpesnius koreliacijos laikotarpius, todél anizotropijos biity dar mazesnés. Prikabinus
ilgo gyvavimo periodo fluoroforus, anizotropija gali biiti maza, nors baltymas labai didelis. Svarbu,
kad daugelio baltymu rotacinés koreliacijos laikai biity lyginami su tipiskais fluoroforuy fluorescencijos
gyvavimo periodais. Tod¢l fluorescencijos anizotropija reaguoja i bet koki veiksni, kuris veikia rotaci-
nés difuzijos laika. Fluorofory rotacijos laikai lastelés membranoje taip pat vyksta nanosekundziy in-
tervalu, o anizotropija yra jautri membranos sudéciai. D¢l Siy priezas¢iy fluorescencijos poliarizacija

daznai naudojama matuoti saveika tarp biologiniy molekuliy.

2.1.4. Fluorescencijos rezonansinés energijos perdavimas

Fluorescensijos suzadintosios blisenos rezonansinés energijos perdavimas (fluorescence resonance

energy transfer, FRET) jvyksta, kai fluoroforo emisijos spektras (vadinamojo donoro) sutampa su ki-
tos molekulés absorbcijos spektru (vadinamojo akceptoriaus). Akceptorius gali biti ir nefluorescencis-
kas, t.y. gali nebiiti Sviesos emisijos i$ akceptoriaus. FRET metu néra tarpinio fotono, kuris biity emi-
tuotas i§ donoro ir absorbuotas akceptoriaus. Tokie procesai vyksta, bet jie néra FRET ir yra maziau
idomiis miisy atveju. FRET metu donoras ir akceptorius yra konjuguoti dipolio-dipolio saveika. Dél
Sios priezasties tiksliau biity procesa vadinti RET (rezonansinés energijos perdavimu), o ne FRET, ku-

ris yra jprastai naudojamas.
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Energijos perdavimo dydis priklauso nuo fizinio atstumo tarp donoro ir akceptoriaus ir spektrinio
persidengimo. Spektrinis persidengimas (donoro emisijos spektro ir akceptoriaus absorbcijos spektro
persidengimas) yra apraSomas Fiorsterio atstumu R,. Atstumu 7 vienas nuo kito nutolusiy donoro (D)

ir akceptoriaus (A) energijos perdavimo greitis kr(r) yra

k(1) :L(&T. ©)

Cia 7p yra donoro gyvavimo periodas, kai neperduodama energija. Vienos donoro-akceptoriaus
poros energijos perdavimo veiksmingumas fiksuotu atstumu yra

R 6
E= ]%6—:'7'6 . (10)
Taigi energijos perdavimas priklauso nuo atstumo (7). Fiorsterio atstumai yra palyginami su bio-
loginiy makromolekuliy dydziais: 30-60 A. Todél energijos perdavimas yra kaip tam tikra ,,spektros-
kopiné liniuoté* matuojant atstumus tarp jvairiy baltymu vietu.
RET teorija yra sudétinga. Ji skirtinga donory ir akceptoriy, kurie yra kovalentiskai sujungti, laisvi
tirpale, arba apriboti geometriskai, pvz., membranose, ar prisijungg prie DNR. Be to, atsizvelgiant i

donoro gyvavimo laika, difuzija gali padidinti energijos perdavimo veiksminguma, negu numatyta 10

lygtyje.
2.1.5. Nekintanti ir nuo laiko priklausoma fluorescencija

Fluorescencijos matavimai gali buti grubiai suskirstyti { nekintan¢ia (nuo laiko nepriklausoma,
steady-state fluorescence) ir nuo laiko priklausoma fluorescencija (time-resolved fluorescence). Daz-
niausiai naudojami nekintancios fluorescencijos matavimai, kai apsvieCiama nuolatine Sviesa ir stebi-
ma nuolatiné nekintanti fluorescencija. Fluorescencija yra nanosekundZziy procesas, tai ji praktiSkai
stebima i karto po apSvietimo.

Antrasis biidas yra nuo laiko priklausomos fluorescencijos matavimas, kuris naudojamas pamatuo-
ti fluorescencijos arba anizotropijos intensyvumo gesima. Méginys yra suzadinamas $viesos impulsu,
kurio laikotarpis mazesnis negu gesimo periodas. Tada intensyvumo gesimas uzrasomas didelio grei-
¢io detekcijos sistema, kuri leidzia anizotropijos intensyvuma matuoti ns laikotarpiais.

Taigi nekintancios fluorescencijos stebé¢jimai yra nuo laiko priklausanciy reiskiniy vidurkis. Pa-
vyzdziui, fluoroforo, kurio vieneksponentis intensyvumo gesimo laikas (t) ir vieneksponentis rotacinés

koreliacijos laikas (0), intensyvumo bei anizotropijos gesimas yra:

It)=1,e"". (11)

r(t)=re°. (12)
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Cia Iy ir ry yra nulinio laiko =Ointensyvumas ir anizotropija. Integrave Sias lygtis, galime
apskaiciuoti nekintacios fluorescencijos matavimus. Nekintanti (steady-state) anizotropija (r) yra r(¢)
vidurkis, padaugintas i$ /(¢):

,_Lr01@d 13)

[ 1(r)ar
Vardiklis normalizuoja anizotropija, kad ji biity nepriklausoma nuo bendro intensyvumo. Sudéje |

Sia lygti priklausomybes nuo laiko, gauname Perino lygti, kuri apraso anizotropijos priklausomybg nuo

teorinés anizotropijos (7o), kai néra rotacinés difuzijos ir rotacinés koreliacijos laiko (0):

"
l"=m. (14)

Panasiai ir nekintancios fluorescencijos (steady-state, SS) intensyvumas (Iss) yra susijes su gesimo

laiku:

I =l dt=1,r. (15)
0

Cia I yra parametras, priklausantis nuo fluoroforo koncentracijos ir instrumento parametry.

Nekintancios fluorescencijos intensyvumas yra proporcingas gyvavimo laikotarpiui.

Matuojant tik nekintanc¢ia fluorescencija, dauguma informacijos, kuria galétume gauti i§ fluores-
cencijos matavimo, yra prarandama vidurkinimo metu. Pavyzdziui, anizotropijos gesimas yra dazniau-
siai ne vienaeksponentinis procesas ir daug pasako apie makromolekulés forma ir lankstuma.

Intensyvumo gesimas taip pat perduoda informacija, kuri prarandama vidurkinant. Neretai mak-
romolekulés gali egzistuoti ne vienos konformacijos, o prie jos prisijungusio fluoroforo gesimo laikas
ty konformacijy yra skirtingas. Taip gali biiti aptiktos dvi konformacijos. Nekintancios fluorescencijos
matavimai pateikty tik vidurking fluorescencija.

Kai stebimas rezonansinés energijos perdavimas, intensyvumo gesimas daug pasako apie tai, kaip
akceptoriai yra pasiskirstg¢ aplink donora. Laiko matavimai parodo, ar gesima sukéle difuzija ar kom-

pleksy formavimasis su nesuzadintosios biisenos fluoroforais.

2.1.6. Biocheminiai fluoroforai ir indikatoriai

Fluoroforai gali biiti suskirstyti i dvi grupes: vidinius (intrinsic), kurie egzistuoja nattraliai ir i§-
orinius (extrinsic), kuriy pridedama { méginj, neturintj reikiamy spektriniy savybiy. Baltymy vyraujan-
tis fluoroforas yra triptofano aminoriigsties indolo grupé. Jos absorbcijos maksimumas yra ties 280 nm
o emisijos — ties 340 nm. Indolo emisijos spektras labai priklauso nuo tirpiklio poliariSkumo. Indolo
emisija gali pasislinkti { mélynos spalvos spektro pusg, jei jis pasléptas natyvioje baltymo biisenoje, ir i

raudonos spalvos puse (ilgesnius bangos ilgius), kai baltymas yra i§sivyniojgs.
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Membranos paprastai neturi vidinés fluorescencijos. Todél jos Zymimos hidrofobiniais fluorofo-
rais, pvz., difenilheksatrienu.

DNR turi aromatines bazes, taciau ji praktiSkai nefluorescuoja. Tac¢iau daug katijoniniy fluorofory,
pvz., akridinai, etidzio bromidas, jungiasi su DNR, padédami DNR vaizdinimui.

Daug kity biocheminiy medziagy yra fluoroforai, pavyzdziui, redukuotas nikotinamido adenino
dinukleotidas (NADH), oksiduoti flavinai (FAD, FMN), piridoksilfosfatas, ir chlorofilas.

Kai nagrin¢jama medziaga nefluorescuoja, kartais naudojamos kovalentiSkai modifikuojancios
medziagos, pvz., dansilchloridas (DNS-CI) ir fluoresceino izotiocianatas (FITC). Jie reaguoja su lais-
vomis amino grupémis baltymuose bei fluorescuoja mélynos (DNS) bei zalios (FITC) spalvos srityse.

Baltymus galima paZyméti ir per juy sulfhidrilines grupes, naudojant maleimidino reagentus, pvz.,
Bodipy 499/508. Jei norima ilgesnio bangos ilgio, naudojamas Texas raudonasis. Svarbu, kad fluorofo-
rai pasizyméty didele fluorescencijos iSeiga, buty stabilis ir mazai veikty tiriamojo baltymo struktiira.

Sukurta daug fluorescenciniy indikatoriy, kuriais galima matuoti medziagy koncentracijas tirpale,

pvz., Na", Ca>", Mg*", CI', O, taip pat pH.
2.2. UV-VIS spektrofotometrija

2.2.1. Spektrofotometrijos praktiniai désningumai

UV-VIS spektrofotometrija yra vienas pagrindiniy biocheminiy matavimy metody, kuriuos nagri-
néja daugelis kursy, todél tik trumpai pakartosime pagrindines spektrofotometrijos savokas ir panagri-
nésime keleta praktiniy pavyzdziu, kurie padés geriau suprasti ir fluorescencija.

Daugelis cheminiy medziagy sugeria (absorbuoja) ivairios energijos (bangos ilgio) matomosios
Sviesos fotonus. D¢l nevienodo ivairiy energijy kvanty sugérimo junginiai btina spalvoti. Tai priklauso
nuo cheminés struktiiros. Absorbcijos ir fluorescencijos priklausomybg nuo cheminés strukttros pa-
nagrinésime iSsamiau.

Sviesos sugertj matuojame spektrofotometru, kuris realiai matuoja $viesos pralaiduma (transmisi-

1a, transmittance):

1

0
Cia I — Sviesos srautas, per¢jes pro mégini, o [y — Sviesos srautas, tomis paciomis salygomis

peréjes per ta pacia kiuvete su tuo paciu tirpalu, bet be tiriamojo cheminio junginio.

Sviesos sugertis (absorbcija, absorbance, A) yra logaritmiSkai ir atvirks¢iai susijusi su pralaidumu:

A= log(%j = log(]]—o} (17)

Spektrofotometras pakankamai tiksliai matuoja Sviesos pralaiduma tarp 10 ir 90 proc., t.y. nuo

7=0,1 iki 7=0,9. Kai toks pralaidumas, absorbcija yra atitinkamai 0,046 ir 1,000. Tiksliausi matavimai,
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kai 7=0,5. Tada A=0,301. Kai pralaidumas yra 1 proc. arba 99 proc., tada A=2 ir 4=0,00436. Tai yra
praktinés ribos, kuriy nevertéty perzengti, norint pakankamai tiksliai pamatuoti §viesos sugerti. Sias
savokas verta prisiminti, kai norime nustatyti matavimy paklaida.
Sviesos sugerties priklausomybe nuo medziagos ir jos koncentracijos aprao Bero-Lamberto dés-
nis:
A=¢,lc. (18)

Cia &, yra molinis ekstinkcijos koeficientas (molar extinction coefficient), | — Sviesos kelio ilgis

méginio metu, o ¢ — moliné Sviesa sugerianc¢iojo cheminio junginio koncentracija. Dabartiniuose
spektrofotometruose dazniausiai naudojama 1 cm Sviesos kelio ilgio kiuveté. Pagal susitarima molinis
ekstinkcijos koeficientas yra tokia sugertis, kuri nustatoma, kai kelio ilgis yra 1 cm, o koncentracija 1

M.

2.3 pav. rodo 1,8-anilinonaftalino sulfonato (ANS) sugerties spektrus. IS spektry matome keleta
svarbiy priklausomybiy. Pirma, sugerties spektras turi savo priklausomybés nuo bangos ilgio forma,
kuri nepriklauso nuo koncentracijos ir Sviesos nueito kelio. Tai yra kaip ir medziagos parasas. Norint
isitikinti medziagos grynumu ar identifikuoti, galima naudoti absorbciju santykius tarp pasirinkty ban-
gos ilgiu. Absorbcijos pasirinktuose bangos ilgiuose santykiai iSlieka pastovis.

Antra, sugertys, didenés negu 2, negali biiti tiksliai pamatuotos. Juo sugertis didesng¢, juo didesnis

triukSmas. Jis labai didelis, kai sugertis artéja prie 4.

4 — 10 M
33,2 uM
3 — 99 uM
—323 uM
= — 909 pM
Q
22 ]
2
<
1 |
0 /\_/X T
200 300 400 500

Sugerties bangos ilgis, nm

2.3 pav. 1,8-ANS sugerties spektrai vandenyje esant j{vairioms ANS koncentracijoms. ANS buvo
atsverta ir iStirpinta vandenyje, taip paruostas pradinis tirpalas. Véliau jvairios koncentracijos pa-
ruostos skiedziant. Duomenys autoriaus. Paklaida — iki 1-5 proc.

2.4 pav. matome, jog absorbcijos priklausomybés {vairiuose bangos ilgiuose yra nevienodos. Pri-

klausomybés yra tiesinés, kai absorbcija mazesné uz 2. Did¢jant absorbcijai, méginys tampa vis labiau
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nepralaidus. Kai absorbcijos vertés didesnés nei 2, prietaisas tiksliai nebenustato praleistos Sviesos.

Todél priklausomybés tampa nebetiesinés, o asimptotiskai artéja prie 4.

270 nm

RN

LS ]

N
i L
|

400 nm

Absorbcija jvairiuose bangos
ilgiuose
N

1
0.5 420 nm
0 I I I I
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

ANS koncentracija vandenyje, pM

2.4 pav. 1,8-ANS sugerties vandenyje priklausomybés esant jvairiems bangos ilgiams ir jvairioms
ANS koncentracijoms. Duomenys autoriaus. Paklaida — iki 1-5 proc.

2.5 pav. matome, kad bet kuriame bangos ilgyje galime rasti priklausomybés nuo koncentracijos
tiesing srit{. Priklausomybés pokrypio kampas yra lygus moliniam ekstinkcijos koeficientui. Kitaip ta-
riant £,70=17.515 M'em™, £€350=6.013 M'em™, £400=2.063 M'em™, £40=413 M"'cm™. Patogu Zino-
ti keleta tos pacios medziagos ekstinkcijos koeficienty. Jei koncentracija gana didelé, tai tinka koefi-

cientas tokio bangos ilgio, kur absorbcija yra tarp 0,05 ir 1,00.

Absorbcija
-

<o
(O]
!

y=412,78x

P~ \ \ \ \
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001
ANS koncentracija vandenyje, mM

2.5 pav. 1,8-ANS ekstinkcijos koeficienty vandenyje nustatymas. Duomenys autoriaus. Paklaida —
iki 1-5 proc.

Zemiau esan¢iuose paveiksluose parodyti dazniau naudojamy fluorofory absorbcijos spektrai. Ma-
tome, kad ANS absorbcija DMSO tirpiklyje yra maksimali mazdaug ties 375 nm, o vandenyje — ties
350 nm (stebint tik didziausio bangos ilgio sugerties dalj). Tai yra nedidelis skirtumas, palyginti su Siy

tirpikliy fluorescencija (Zr. vélesnes dalis). Fluorofory struktiiros parodytos 2.1 lenteléje.
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10 uM ANS, DMSO

10 uM ANS, H20

—— 10 uM 2,6-ANS, DMSO

——— 10 uM 2,6-ANS, H20
10 uM bis-ANS, DMSO

——— 10 uM bis-ANS, H20

- - - - DMSO

0,3

. w m ==

0,2

Absorbcija

- -
w2
------------

350 400 450 500
Bangos ilgis, nm

250 300

2.6 pav. 1,8-ANS, 2,6-ANS ir bis-ANS absorbcijos spektrai vandenyje ir DMSO, kai jy koncen-
tracija lygi 10 uM. Duomenys autoriaus. Paklaida — iki 1-5 proc.

DMSO spektras parodytas, kai palyginamojoje kiuvetéje yra vanduo. Junginiy spektrai DMSO
iSmatuoti, kai palyginamojoje kiuvetéje irgi yra DMSO. Staigus DMSO sugerties didéjimas apie 270

nm paaiskina duomeny triukSma apie 250 nm.

—— 10 uM Dapoksilo sulfonatas, DMSO
—— 10 pM Dapoksilo sulfonatas, H20
10 uM Dap 2-amino sulfonatas, DMSO
0,3 —— 10 uM Dap 2-amino sulfonatas, H20
S,
5 02- l\’/
£
o ‘
B |
<
0,1 -
0 T T T I
250 300 350 400 450 500

Bangos ilgis, nm

2.7 pav. Dapoksilo sulfonato ir dapoksilo 2-aminoetilsulfonamido absorbcijos spektrai vandenyje
ir DMSO, kai jy koncentracija lygi 10 uM. Duomenys autoriaus. Paklaida — iki 1-5 proc.

2.7 pav. lyginami dapoksilo sulfonato ir dapoksilo 2-aminoetilsulfonamido absorbcijos spektrai
vandenyje ir DMSO. Dideliy skirtumy tarp Siy spektry néra. Priklausomybé nuo tirpiklio taip pat gana

nezymi.
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2.3. Sugerties ir fluorescencijos rySys su struktiira

2.3.1. Fluorofory konstravimas

Siame skyrelyje noré¢iau apzvelgti tam tikry mus dominanéiy junginiy absorbcijos ir fluorescenci-

jos koreliacijas su chemine struktiira. Daznai biina minima savoka strukttiros-aktyvumo koreliacija

(structure-activity relationship, SAR; quantitative structure-activity relationship, QSAR), arba struktii-

ros-energijos koreliacija. Zemiau esanti schema (2.8 ir 2.9 pav.) yra kaip cheminis konstruktorius, ku-

riuo naudojantis konstruojami reikiamo absorbcijos ir emisijos bangos ilgio, ekstinkcijos koeficiento,
kvantinés iSeigos cheminiai junginiai — fluoroforai.

Chemini konstravima pradedame nuo benzeno ir prijungiame jprastines funkcines grupes, kol pa-
siekiame gerai fluorescuojancius junginius, kurie mus domina, pvz., 1,8-anilino naftalino sulfonata,
pamojing ruigst], bis-ANS ar TNS. Tarp panaSiy cheminiy struktiry, einant nuo paprastesnés link sude-
tingesnés, bréziame rodykle, Salia kurios paraSyti skaiciai rodo, kaip pakito mus dominancios savybeés.

Pirmasis skaicius Salia cheminiy junginiy rodo ekstinkcijos koeficienta pasiekus sugerties maksi-
muma, antrasis skaicius rodo junginio fluorescencijos kvanting iSeiga vieneto dalimis, treciasis skai-
¢ius rodo fluorescencijos iSeiga, kuri lygi ekstinkcijos koeficiento ir fluorescencijos kvantinés iSeigos

sandaugai:

F, =¢ O. (19)

emisijos absorbcijos

Subskribtas rodo emisijos maksimumo bangos ilgi. Visi skai¢iai buvo autoriaus pamatuoti, paklai-

da yra apie 2—5 proc.
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2.8 pav. Fluorofory konstravimas i§ benzeno. Duomenys autoriaus. Paklaida — iki 1-5 proc.
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Diazobenzenas
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2.9 pav. Fluorofory konstravimas i§ difenilamino. Duomenys autoriaus. Paklaida — iki 1-5 proc.



2.9 pav. pavaizduota, kaip Sviesos sugertis ir fluorescencija kinta nuo difenilamino iki ANS ir bis-
ANS fluorofory. Difenilaminas turi dideli ekstinkcijos koeficienta 290 nm bangos ilgyje, taciau gana
nezymia kvanting iSeiga (apie 4,5 proc., vieneto dalimis — 0,045). Todél fluorescencijos iSeiga yra vi-
dutiné (Fs¢6 = 1.000 M1 cm™). Sulfonato grupés para padéties prijugimas beveik neturi jtakos suger-
Ciai, taCiau padidina kvanting iSeiga dvigubai, todél fluorescencijos iSeiga padidéja dvigubai — iki
1.980. Benzeno ziedo pakeitimas naftalinu stipriai paveikia kvanting iSeiga, taCiau Sio bangos ilgio
(358 nm) ekstinkcijos koeficientas yra gerokai mazesnis, todél net ir esant 88 proc. kvantinei iSeigai
fluorescencijos iSeiga padidéja tik dvigubai — iki 4.390. 2,6-ANS yra veiksmingiausias fluoroforas i§
schemoje parodyty, taciau kity privalumy daugiau turi 1,8-ANS ir yra daZniausiai naudojamas. Jo
kvantin¢ iSeiga yra gerokai mazesné.

Pereinant nuo 1,8-ANS i bis-ANS, padvigubéja fluorescencijos ir absorbcijos savybés. Tai rodo,
kad bis-ANS néra gerai konjuguota sistema. Naftalino ziedai dél steriniy trukdymu yra gerokai pasisu-
ke vienas kito atzvilgiu ir elektronai laisvai nepereina i§ vienos ziedy sistemos i kita.

Sumuojant funkciniy grupiy indélj fluorescencijai, matome, jog hidroksilo ir sulfonato grupés gali
gerokai padidinti fluorescencija, nors daZniausiai jos neveikia. Amino, karboksilo ir metilo grupés
menkai veikia fluorescencija. Diazo ir nitrogrupés visiskai panaikina, o karbonilo grupé beveik panai-

kina fluorescencija.

2.3.2. Solvatochromija

Fluorescencija labai priklauso nuo tirpiklio, o sugerti tirpiklis daug maziau veikia. Tokie fluorofo-
rai kaip 1,8-ANS Simtus karty labiau fluorescuoja organiniuose tirpikliuose negu vandenyje. ANS
vandenyje praktiSkai nefluorescuoja, nes vanduo jo fluorescencija gesina. ANS absorbcijos spektro
forma nedaug skiriasi vandenyje ir organiniuose tirpiklivose. Idomu, jog fluorescencija yra didelé ir
mazai skiriasi tokiuose skirtinguose tirpikliuose kaip etanolis, DMSO ir heksanas. Mazas vandens kie-
kis taip pat praktiSkai nesumazina ANS fluorescencijos.

2.1 lentelé. Svarbesnés fluorofory struktiiros ir aprasytos savybés, svarbios toliau aptariant $iy
junginiy fluorescentines savybes ir pritatkomuma biofizikai

Fluoroforo cheminé struktiira Fluoroforo savybés
1,8-anilino naftalino sulfonatas (1,8-ANS; ANS)
OO £376(DMSO) = 9.140 M'cm’™
e356(H,0) = 6.470 M 'em™
NH_,s-OF Quoa(DMSO) = 0,340
o0 F474(DMSO) = 3.110 M em”

S49,(H,O/DMSO) = 0,13 proc.
O oH 2,6-anilino naftalino sulfonatas (2,6-ANS)

Sy £353(DMSO) = 5.300 M'cm™
O £350(H,0) = 5.660 M cm”!
HN Q424(DMSO) = 0,882

F424(DMSO) = 4.390 M'cm™
S420(H,O/DMSO) = 0,34 proc.
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Fluoroforo cheminé strukttira Fluoroforo savybés

Bis-anilino naftalino sulfonatas (Bis-ANS)
€305(DMSO) = 20.690 M'cm™

e334(H,0) = 15.900 M 'em™

Q488(DMSO) = 0,336

F4s3(DMSO) = 6.930 M'cm™
S488(H20/DMSO) = 0,16 proc.

Dapoksilo sulfonatas

£364(DMSO) = 27.000 M'cm™

e347(H,0) = 23.200 M 'em™

Q492(DMSO) = 0,320

F40,(DMSO) = 8.630 M'cm™
S492(H20/DMSO) = 0,47 proc.
Dapoksilo-2-aminoetilsulfonamidas
£330(DMSO) = 23.000 M"'cm™

g360(H,0) = 16.400 M 'em™

Qs60(DMSO) = 0,084

Fs60(DMSO) = 1.930 M"'cm™!
Ss560(H,O/DMSO) = 0,38 proc.
Fluoresceinas

€521(DMSO) = 111.600 M'cm™

£483(H20, 0,1 M NaOH) = 102.000 M'cm™
Q510(H20, 0,1 M NaOH) = 0,95*
Fs10(H,0, 0,1 M NaOH) = 97.000 M'cm™
S488_510(H20/DMSO) =~90 pI'OC.’I<

Cianozinas, floksinas B
£557(DMSO) = 127.000 M'cm™
£s30(H,0) = 102.000 M'cm™
Q557(DMSO) = 0,064
Fs57(DMSO) = 8.090 M'cm™
8539_557(H20/DMSO) =41 pl‘OC.’x<
Ss70(H,O/DMSO) = 2,3 proc.

Nilo raudonasis
£552(DMSO) = 26.800 M'cm™

N o) 0 R
_/ 8550(H20) =5970 M cm
7 Qs25(DMSO) = 0,008
O Fs25(DMSO) =234 M'em’™!

8631(H20/DMSO) = 0,35 proc.

0O Pamojiné rugstis
HO OH £367(DMSO) = 6.400 M'cm™!
OH e364(H,0) = 6.100 M 'em™
O O Qu0s(DMSO) = 0,295

O oH F0s(DMSO) = 1.880 M'em™
’ S492(H20/DMSO) = 2,4 proc.

Solvatochromija yra fluorescencijos priklausomybé nuo tirpiklio. Skaitmeniskai ja galima iSreiksti

kaip fluorescencijos iSeigy santyki dviejuose tirpikliuose. Mus domina, kaip ivairiis fluoroforai fluo-
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rescuoja prisijunge prie ivairiy baltymuy pavirsiy, kurie bendruoju atveju gali biiti arba hidrofiliniai, ar-
ba hidrofobiniai, tod¢l nagrinéjame fluorescencija vandenyje ir pasirinktame tirpiklyje, dazniausiai
DMSO. DMSO néra hidrofobinis tirpiklis, taciau jis dazniausiai negesina fluorescencijos ir jame fluo-
roforai elgiasi kaip organingje aplinkoje.
Sioje 2.1 lenteléje pateiktos solvatochromijos vertés yra gautos padalijant fluorescencijos iseigas
vandenyje i§ fluorescencijos iSeigy DMSO:
F,(H,O
e 20)
Cia A yra fluorescencijos iSeigos maksimumas DMSO tirpiklyje. Toks solvatochromijos
pateikimas sudaro galimybe ivertinti, kiek fluoroforas galés maksimaliai atskirti hidrofobing aplinka
nuo hidrofilinés, kai jis suzadinamas esant hidrofobinés aplinkos suzadinimo maksimumui, ir

fluorescencija detektuojama esant hidrofobinés aplinkos emisijos maksimumui.

Panagrinékime cianozino pavyzdi. Kvantiné¢ iSeiga vandenyje yra 41 proc. kvantinés iSeigos
DMSO (Ss39.557(H,O/DMSQ) = 41 proc.), jeigu ivertintume visa smailés plota ir tai, kad ju padétys
vandenyje ir DMSO Siek tiek skiriasi. Taciau jeigu suzadintume DMSO, pasiekus maksimuma, ir emi-
sija matuotume ten, kur yra maksimalus skirtumas tarp emisijos vandenyje ir DMSO, tai gautume sol-
vatochromija tik apie 2 proc. (Ss70(H,O/DMSO) = 2,3 proc.), nes Siame bangos ilgyje emisijos spektrai
menkai persikloja. Tai yra svarbu nagrin¢jant fluoroforo parinkima terminio poslinkio metodui, kai

nustatome baltymo-ligando jungimosi konstantas arba matuojame baltymo stabiluma.

2.3.3. Fluorimetro kalibravimas norint apskaiciuoti fluorescencijos kvanding iSeiga

Fluorimetro matuojami fluorescencijos duomenys paprastai straipsniuose pateikiami neapibréztais
vienetais (arbitrary units). Taip yra todél, kad matuojami yra Sviesos kvantai (counts). Ju skai¢ius la-
bai priklauso nuo fluorimetro fotodaugintuvo savybiu, Sviesos Saltinio, bangos ilgio. Taigi rezultatas
priklauso nuo individualaus aparato. Bet, sprendziant fluorofory cheminio konstravimo uzdavini, verta
savo fluorimetra kalibruoti.

2.1 lentel¢je pateiktos kvantinés iSeigos, apskaiciuotos kalibravus fluorimetro matuojamy emituo-
ty fotony skaiciy su zinomos kvantinés iSeigos fluoroforu. Kaip standartas buvo naudojamas fluores-
ceinas, kurio kvantin¢ iSeiga yra 95 proc. 0,1 M natrio Sarme.

2.10 pav. parodytas fluoresceino absorbcijos spektras 0,1 M natrio Sarme. RuoSdami keleta tirpaly,

isitikiname, jog yra linijinés absorbcijos priklausomybes nuo koncentracijos sritis.
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Absorbcija

0,6
Fluoresceinas A, 0,1 M NaOH

0,5 1
0,4
0,3
0,2 1

5uM
0,1 my

0,5 uM
0 T = 1 1 T T T T

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Absorbcijos bangos ilgis, nm

2.10 pav. Fluoresceino A absorbcijos spektrai. ParuoSiami keli jvairios koncentracijos tirpalai, ro-
dantys, kad pasiekus absorbcijos maksimuma yra linijiné absorbcijos priklausomybé nuo koncen-

tracijos

Fotonai

1000000

900000 -
800000 -
700000 -
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000 A
100000 -

0 ‘

0,5 uM

0,2 uM

0,1 uM

450 500

550 600 650

Emisijos bangos ilgis, nm

2.11 pav. Fluoresceino A fluorescencijos spektrai 0,1 M NaOH tirpale esant {vairioms fluorescei-
no koncentracijoms. Duomenys autoriaus. Paklaida — iki 5 proc.
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2.12 pav. Fluoresceino A detektuoty fotony skaiciaus priklausomybé nuo koncentracijos

Fotony skaicius priklauso nuo daugelio fluorimetro parametry, pvz., fotodaugintuvo savybiy,
spindulio plySio plociy ir kt. IS fotony skaiciaus priklausomybés nuo fluoresceino koncentracijos suda-

rome kvantinés iSeigos apskaiciavimo formule:

0 = Fotonai 10 uM tirpale
e 245x ¢ '

suzadinimo A4

Cia {fotonai 10 pM tirpale} yra fluorimetro nustatytas fotony skai¢ius. Kai kvantiné iseiga yra
zinoma (fluoresceino ji yra 95 proc.), tada galime koreliuoti fotony skai¢iy su kvantine iSeiga. Tiesa,
toks kvantinés iSeigos apskaiCiavimas yra ne visai tikslus, nes kvantiné iSeiga yra proporcinga ne
smailiy auksciui spektruose, o smailiy plotui. Taciau praktiSkai apskaiCiuoti smailés plota yra
sudétinga, nes neaisSkios spektrinés smailés ribos. Fluoresceino atveju ir absorbcijos, ir emisijos
smailés yra gana aiskiai apibréztos, taciau daugelio nagrinéty fluorofory ivairiy energiju smailés yra

persidengusios.

Taip pat pazymeétina, kad fluorimetro suzadinimo lempos spektras ir fotodaugintuvo (detekcijos)
spektras néra visiSkai nepriklausomi nuo bangos ilgio. Paprastai suzadinimo lempos turi skleidZziamos
Sviesos vietinius maksimumus ir bendra tendencija skleisti daugiau Sviesos apie 500 nm. Toks spektro
netolygumas gali sukelti papildoma paklaida koreliuojant fluorescentinius fotonus ir fluorescencijos
1Seiga. Todél aukSciau pateiktus duomenis reikéty naudoti kaip bendra metodini vadova, o ne tiksliy

reikSmiy rinkinj.
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2.3.4. Anilinonaftalino sulfonato fluorescencijos spektrai

2.13 ir 2.14 pav. parodyti keliy fluorofory emisijos spektrai. Matome didelius skirtumus tarp 2,6-
ANS ir 1,8-ANS ir daug mazesnius skirtumus tarp 1,8-ANS ir bis-ANS, cCia bis-ANS atrodo kaip dvi-
gubasis ANS spektras.

1000006 -
E
£ 800000 -
&
& 600000 -
54
5
S 400000 -
:
Q
2200000 -
A~
0
400 450 500 550 600

Emisijos bangos ilgis, nm (suzadinimas 350 nm)

2.13 pav. 1,8-ANS, 2,6-ANS ir bis-ANS fluorescencijos spektrai, kai koncentracija 10 uM

Taip pat yra didelis skirtumas tarp dapoksilo sulfonato ir dapoksilo 2-aminoetil-sulfonamido. Pas-

tarojo spektras yra palyginti platesnis ir pasislinkes 1 ilgujuy bangu puse (2.14 pav.).

2000000 -

% 150000C - Dapoksilo
35 sulfonatas
.S, 1000006 -

Q

b=

3

§ 500000 Dapoksilo 2-aminoctil-

S sulfonamidas

—

0 T T T
400 450 500 550 600
Emisijos bangos ilgis, nm (suzadinimas 350 nm)

2.14 pav. Dapoksilo sulfonato ir dapoksilo 2-aminoetilsulfonamido fluorescencijos spektrai, kai
koncentracija 10 uM

2.15 pav. pavaizduoti pamojinés riigSties emisijos spektrai, gauti suzadinus ivairiy bangos ilgiy
Sviesa. Veikia du pagrindiniai fluorescencijos désniai. Pirma, emisijos spektro forma nepriklauso nuo

suzadinimo bangos ilgio. Antra, suzadinant ty bangos ilgiu Sviesa, kur didesnis absorbcijos ekstinkci-
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jos koeficientas, t.y. sugeriama daugiau energijos, emisija yra proporcingai didesné. Taip galima fluo-
rimetru nustatyti fluoroforo absorbcijos spektra.

Taip pat atkreipiame démesi { du mazus pikus, kurie atsiranda suzadinus 410 ir 430 nm bangos il-
gio $viesa. Sie mazi pikai yra tiesiogiai patenkancios isbarstytos §viesos (scattered light) atspindZiai.

Tai néra fluorescencijos iSeiga, o tik nuo pavirsiy atsispindéjusi ir uzfiksuota Sviesa.

500000 Suzadinta, nm (pamojine rugstis)
370
& 400000 -
S
£ q
g 300000 - u
S
&
3
% 200000 3
=)
=
= 100000 -
{\ 4
Q0

I I T
400 450 500 550 600
Emisijos bangos ilgis, nm

2.15 pav. Pamojinés riigsties fluorescencijos spektrai, kai koncentracija 10 uM, o suzadinama tam
tikry bangos ilgiy Sviesa

2.3.5. ANS fluorescencija jvairiuose vandens-DMSO miSiniuose

2.16 ir 2.17 pav. parodyta ANS fluorescencijos priklausomybé nuo vandens procento DMSO tir-
pale. Pirmajame pav. parodyta fluorescencija tiesinéje, o antrajame — logaritminéje skal¢je. Juo dides-
nis vandens procentas, juo labiau ANS fluorescencija yra uzgesinta. Gryname vandenyje emisija yra
Simtus karty mazesné negu gryname DMSO. Vandenyje emisijos smailé yra pastumta { ilgesniy bangy

puse (raudonasis poslinkis).
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2.16 pav. ANS fluorescencijos spektry priklausomybé nuo vandens procento DMSO tirpale
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2.17 pav. ANS fluorescencijos spektry priklausomybé nuo vandens procento DMSO tirpale

Fluorescencija parodyta logaritmingje skaléje, todel aiskiau matyti, kaip fluorescencija priklauso,
kai yra vyraujantis vandens procentas. [domu, kad vanduo pradeda zymiau gesinti ANS fluorescencija,
kai jo jau yra net 2040 proc. Maza vandens priemaisa neturi jokios jtakos fluorescencijai. Tai svarbu

prisiminti, kai isivaizduojame biologines sistemas, kuriose vandens koncentracija siekia apie 70 proc.

2.3.6. Vidinio filtro reiskinys

Kai fluoroforo koncentracija kiuvetéje yra didelé, stebime keista reiskini — fluorescencija ima ma-

7éti didinant fluoroforo koncentracija. Sis reiskinys vadinamas vidinio filtro reiskiniu (inner filter ef-

fect). 2.18 pav. parodytas ANS fluorescencijos maz¢jimas, kai koncentracija pasiekia apie 100 uM.
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Palyginti pateikta absorbcija ties 350 nm, t.y. tokio bangos ilgio, kur suzadinamas ANS, kad $is fluo-

rescuoty. Matome, kad Sviesos sugertis yra gana didelé¢ Sioje koncentracijy srityje.

10000 3.5
800 - 1°
< Fluorescencija — 253
£
2 6000 1,
5
S 4000 - + L35
=
I
2000 | o3
U I I I I U

200 400 600 800 1000
ANS koncentracija vandenyje, uM

Absorbcija

2.18 pav. Vidinio filtro reiskinys, kai ANS fluorescencija ima mazéti esant gana dideléms koncen-
tracijoms. Duomenys autoriaus

IS absorbcijos verciy apskaic¢iuojame kiuvetés pralaiduma. Juo didesné ANS koncentracija, juo

maZesnis §viesos pralaidumas. Kai koncentracija yra apie 300 uM, pralaidumas siekia apie 10 proc. Sis

pralaidumas apskaiciuotas, darant prielaida, kad Sviesai tenka keliauti iki fluoroforo 0,5 cm, t.y. pus¢

kelio per kiuvete. Tai yra vidutinis kelias, kuri $viesa keliauja per kiuvete. Tada fluorescencija keliauja

visomis kryptimis, vidutiniskai taip pat 0,5 cm, kol pasiekia detektoriy. Palyginti 2.19 pav. pateikta

praktiskai matoma fluorescencijos dalis nuo teoriskai imanomos fluorescencijos, jeigu fluorescencija

buty linijiskai didéjusi ankstesniu grafiku, o nebiity pradéjusi mazéti.
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=
|

—
|
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0.5 em kiuvetéje

Stcbimos/teorings
ftuorcscencijos dalis

2.19 pav. Vidinio filtro reiSkinio paaiskinimas suzadinancios Sviesos absorbcija

200 400 600 800
ANS koncentracija vandenyje, uM

1000
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Trumpai apzvelgéme fluorescencijos teorinius ir tam tikrus praktinius aspektus. Tai labai idomi
sritis, kuri daznai naudojama daugeliui biologijos sri¢iy, kurios ¢ia nebuvo paminétos. Jei norime is-

samiau suzinoti apie fluorescencijos reiskini, rekomenduoju vadovélj [5].
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3. Magnetinio branduoliy rezonanso metodai

3.1. Ivadas

1946 m. dvi tyrinétojuy grupés, atskirai viena nuo kitos, pirma karta stebéjo magnetinio branduoliy
rezonanso signalus. 1952 m. uz §j atradima Felix Bloch ir Edward Purcell buvo apdovanoti Nobelio

premija. Per pus¢ amziaus Sis metodas, véliau pavadintas magnetiniu branduoliy rezonansu (MBR,

nuclear magnetic resonance, NMR), tapo vienu pagrindiniy organinés chemijos ir biochemijos fiziki-
niy tyrimy metodu. Prie§ keleta mety Sveicary tyrinétojas Kurt Wiithrich gavo Nobelio premija uz
MBR metody plétojima ir panaudojima tiriant atominés skiriamosios gebos baltymy struktiiras ir mak-
romolekuliy dinamika. Jau 2002 m. i§ 19 000 makromolekuliy baltymy struktiiry, esanc¢iy duomeny
bazéje (www.pdb.org), 3000 jau buvo nustatytos MBR metodais. Vienas didziausiy MBR privalumy,
palygti su rentgenostruktiirine kristalografija, yra tai, kad nereikia baltymo kristalinti, todél tyrimo me-
tu gauta struktiira parodo baltymo dinaming biiseng vandeniniame tirpale. Taciau MBR metodais gali-
ma nustatyti tik gana nedidelés molekulinés masés baltymy (iki apie 30 kDa) struktiiras, bet $i riba vis

kyla.

3.2. MBR principai

3.2.1. Branduolio kampinis momentas ir magnetinis momentas

Daugelio cheminiy elementy branduoliai turi jiems biidinga branduolio kampini momenta P (nuc-

lear angular momentum). Remiantis kvantinés mechanikos teorija, kaip ir daug kity atomo savybiy, Sis
kampinis momentas yra kvantuotas:
P=2i1/1i1+1)i. (1)
V4
Cia h yra Planko konstanta (% = 6.6256x107* I s), o I yra kampinio momento kvantinis skaiius,

paprastai vadinamas sukinio kvantiniu skai¢iumi, branduolio sukiniu (nuclear spin). Sio sukinio vertés

galibuti /=0, ', 1, 3/2, 2, ... iki 6. Iki Siol teorija negali numatyti nei magnetinio kampinio momento,
nei sukinio ver¢iy. Branduolio kampinis momentas P yra tiesiogiai proporcingas magnetiniam

momentui u (magnetic moment). Abu yra vektoriai. Jy proporcingumo koeficientas yra gyromagnetinis

santykis vy (gyromagnetic ratio, magnetogyric ratio), biiddingas kiekvienam atomo branduoliui:

u=yP. )

Juo didesnis vy, juo jautresnis yra Sio atomo branduolio MBR eksperimentas. Daugelio atomy
branduolio kampinis momentas ir magnetinis momentas yra nukreipti { ta pacia pusg, taciau tam tikrais
atvejais, pvz., elektrono, "N ir *°Si, §ie vektoriai veikia prieSingomis kryptimis. Svarbiausiy biochemi-

jos nagrinéjamy atomy branduoliy, pvz., *C ir '°O, sukiniai yra lygts nuliui, todél ju negalima stebéti
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MBR metodais. Tenka tyrinéti B ir "0 branduolius, kurie sudaro apie vieng procenta ar maziau ty
elementy naturaliai aptinkamy branduoliy. Tada yra biitina naudoti labai koncentruotus tirpalus, arba
pavyzdzius, dirbtinai padidinus reikiamu izotopo kiekiu. 3.1 lentel¢je yra surasyti pagrindiniai nukli-

dai, naudojami biocheminiams MBR eksperimentams.

3.1 lentelé. Nuklidy, dazniausiai naudojamy MBR eksperimentams, savybés

. Sukinys E\{Zﬁﬁgﬁho Ngtﬁralug nu- Santykinis Gyromagnetinis MBR
Nuklidas ] ’ momentas klido aptinka- lelutrumas santykis Y daznis
102 2 mumas, proc. | ((H=1) 10" rad T s MHz *
H v - 99,985 1 26,7519 100,00
’H 1 2,87x10° ] 0,015 9,65%x10™ | 4,0166 15,351
sz b Vs - 0 1,21 28,5350 106,664
C 0 - 98,9 - - -
e Vs - 1,108 1,59x107 | 6,7283 25,144
N 1 1,67x10° | 99,63 1,01x107 | 1,9338 7,224
BN 2 - 0,37 1,04x10° | -2,7126 10,133
0 0 - 99,96 - - -
70 5/2 2,6x10% 10,037 2,91x107 | -3,6280 13,557
PF Vs - 100 0.83 25,1815 94,077
“Na 3/2 0,1 100 9.25x107 | 7,0704 26,451
2Si Vs - 4,70 7,84x107 | -5,3190 19,865
’Ip v - 100 6,63x107 | 10,8394 40,481

a—kai By=2.3488 T,
b — radioaktyvusis.

3.2.2. Branduoliai statiniame magnetiniame lauke

Jei branduolys su kampiniu momentu P ir magnetiniu momentu p yra dedamas i statini magnetini
lauka, kurio srautas By, tai kampinio momento projekcija i magnetinio lauko krypti P, yra proporcinga

Planko konstantai:

P :mizmh. 3)
2z

Cia m yra magnetinis, arba kryptinis kvantinis skaiius (magnetic or directional quantum number)

m=1,1-1, ..., -I. Magnetiniy kvantiniy skai¢iy deriniy gali bati (2/+1). Taigi vandenilio (‘H) ir anglies
(*C) branduoliams, kuriy sukinys yra I =1/2, tenka dvi m vertes (+1/2 ir —1/2), o branduoliams, kuriy /
=1 (ZH, 14N), tenka trys m vertés (m =+1, 0, -1).

Magnetinio momento komponentai, atsizvelgiant i lauko krypti z, yra:

M, =myh. “4)
Magnetiniame lauke branduolinis dipolis sukasi aplink z asj Larmor dazniu v;, kuris yra propor-

cingas magnetiniam laukui By

g, . (5)
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D¢l kryptinio kvantavimo magnetiniame lauke besisukantis branduolinis dipolis yra nukrypgs nuo
z aSies grieztai apibréztu kampu. Pavyzdziui, protono (vandenilio atomo branduolio), kurio branduolio
sukinys yra 1/2, $is kampas yra 54° 44°.

Magnetinio dipolio energija (£) magnetiniame lauke yra:

E=-u.B,, (6)

todél ir energijos lygiy vertés (branduoliniai Zemano lygmenys) yra:

E =-myB,. (7)
Protonas ir °C branduoliai turi du energijos lygius, deuterio ir '*N branduoliai — tris. Visais atve-

jais energijos skirtumas tarp gretimy energijos lygiy yra:

AE = yhB,. (8)
Kaip matome, §is energijos skirtumas yra proporcingas magnetinio lauko stiprumui. IS ¢ia seka,
kad norint MBR eksperimenty metu kuo toliau atskirti spektro smailes viena nuo kitos, t.y. padidinti

eksperimento skiriamaja geba, reikia naudoti kuo stipresnius magnetus.

3.2.3. Rezonanso salyga

[Sorinio lauko elektromagnetiniy bangy magnetinis komponentas saveikauja su branduolio dipo-
liais. Norint, kad branduolys pereity i§ Zemesnio | auksStesni energijos lygmeni, energija turi biiti ab-
sorbuota, o i§ auksStesnio | zemesni — emituota. Abu perSokimai (tranzicijos) yra galimi ir jy tikimybeé
vienoda. Magnetinio branduoliy rezonanso eksperimento metu perSokimai tarp skirtingy energijos
lygmenu yra sukeliami veikiant (iradijuojant) branduolius elektromagnetinémis bangomis, kuriy daznis
v atitinka rezonanso salyga.

Norédami praktiskai isivaizduoti branduoliy pasiskirstyma energijos lygmenyse, panagrinékime
pavyzdi. Kai magnetinio lauko stiprumas By = 1.41 T (Teslos), tada protonui rezonanso daznis yra ly-
gus 60 MHz. Branduoliy skai€ius vir§utiniame energijos lygmenyje Ny ir apatiniame lygmenyje N, yra

pasiskirstg remiantis Bolcmano pasiskirstymo désniu:

N _AE _7hBy
_Nﬂ =e ™l =¢ b, 9)

Cia kg yra Bolecmano konstanta (kz = 1.3805x10%* J K™') ir T yra absoliuti temperatiira kelvinais.

Esant kambario temperatiirai (7= 298.15 K):

Nﬂ
- =0.9999903. (10)

Matome, kad virSutinio energijos lygmens populiacija yra tik apie deSimcia milijonyjy daliy ma-
zesné uz apating. Jeigu padidinsime magnetinio lauko stipruma By iki 14,1 T (rezonansas ties 600

MHz), tada Sis santykis sumazes iki 0,9999033.
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Kiekvieno per§okimo metu keiciasi sukinio orientacija. Zemesniame lygmenyje yra nezymus po-
puliacijos perteklius, energijos absorbcija i$ iSorinio elektromagnetinio lauko yra vyraujantis procesas.
Tai sukelia signala, kurio intensyvumas yra proporcingas populiacijy skirtumui N, - N, . Sis signalas
taip pat proporcingas absoliuc¢iam sukiniy skai¢iui méginyje (koncentracijai). Kartais populiacijos yra
specialiai vienodinamos (N, = Np). Tada absorbcijos ir emisijos procesy signalai vienas kita panaiki-
na. Tokia situacija vadinama prisotinimu (saturation).

Magnetinio branduoliy rezonanso eksperimento metu perSokimai tarp skirtingy energijos lygiy yra
sukeliami veikiant branduolius elektromagnetinémis bangomis, kuriy daznis v, atitinka rezonanso sa-
lyga. Taigi rezonansas pasiekiamas, kai nuklido Larmor daznis sutampa su iSorinio lauko elektromag-
netiniy bangy dazniu:

/4

VvV, =V, =|—
L 1
2

B,. (11)

Branduoliuose, kuriy / > 1, yra daugiau negu du energijos lygmenys. Taciau, remiantis kvantinés
mechanikos teorija, leistini yra tik tie perSokimai, kuriy metu magnetinis kvantinis skaicius m pakinta

per vieneta.

3.2.4. Branduolio ekranavimas, cheminis poslinkis

Molekulése atomy branduoliai yra Siek tiek dengiami elektronais ir kitais branduoliais. Tod¢l dia-
magnetinése molekulése magnetinis laukas B4 prie branduolio yra visada mazesnis negu iSorinis lau-

kas By. Kitaip tariant, branduoliai yra i§ dalies ekranuojami. Matematiskai tai iSreiSkiama:

B, =B,—oB,=(1-0)B,. (12)

el

¢ia o yra ekranavimo konstanta (shielding constant), bematis 107 eilés protony dydis, bet gerokai

didesnis sunkiy branduoliy, kurie yra labiau ekranuojami. Ekranavimo konstanta priklauso nuo mole-
kulés strukturos, bet nepriklauso nuo iSorinio magnetinio lauko stiprumo (stiprio). Kaip matysime i§
pavyzdziy, Sios ekranavimo konstantos zinojimas padeda tiksliai nustatyti cheming struktiira, net jei
molekulés labai didelés ir sudétingos.

Atsizvelgiant i ekranavima, rezonanso salyga yra:

v, =L (1-0)B,. (13)
2

Kai magnetinio lauko stipris By yra 2,11 T, protono rezonansinis daznis yra 90 MHz. Esant Siam
magnetinio lauko stipriui, tetrametilsilanas (TMS) rezonuoja ties 90 000 000 Hz = 90 MHz, metilo
bromidas rezonuoja ties 90 000 237 Hz, dibromometanas ties 90 000 441 Hz, o tribromometanas — ties
90 000 614 Hz. Taigi Siy junginiy vandeniliy branduoliai yra labiausiai ekranuojami TMS, o maziau-
siai — tribromometane. Remiantis susitarimu, rezonanso signalai spektre yra uzraSomi tokia krypimi,

kad ekranavimo konstanta didéty i3 kairés i desine. Sia kryptimi magnetinio lauko stipris didéja (jei v,
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yra pastovus) tai yra sakoma, kad labiausiai ekranuojantis junginys yra aukstesniame lauke (upfield), o

maziau ekranuojantis — Zemesniame lauke (downfield).

MBR spektroskopijoje néra absoliucios spektrinés skalés, nes to paties junginio rezonanso magne-
tinio lauko stipris ir elektromagnetiniy bangu daznis yra tarpusavyje susij¢ ir gali biiti jvairiis. Dél Sios
priezasties yra naudojama santykin¢ skalé, kurioje suraSomos ne absoliucios, bet santykinés rezonanso
vertés, skaiiuojamos nuo pasirinkto standarto vertés. 'H ir °C MBR spektroskopijai dazniausiai nau-

dojamas tetrametilsilanas (TMS), kuris vadinamas vidiniu etalonu. Sis junginys turi keleta svarbiy pri-

valumy: a) TMS turi dvylika identisSky stipriai ekranuoty protony, todél spektre matyti tik viena, bet
labai ryski linija ir beveik visada ji yra spektro desingje; b) reikia nedidelés TMS koncentracijos; ¢)
TMS yra chemiskai inertiSkas, magnetiskai izotropiskas; d) TMS virimo temperatiira yra 26,5 °C, todél
ji galima nesunkiai pasalinti i§ pavyzdzio. Taciau TMS tirpumas vandenyje yra ribotas. Kai naudoja-
mas tiriamojo pavyzdzio vandeninis tirpalas, TMS yra uzlydomas i atskira kapiliara ir idedamas i ta

pati mégintuveli. Tada jis vadinamas iSoriniu etalonu. Etalonine medZziaga gali biiti ir kiti junginiai, o

taip pat tirpikliai: cikloheksanas, benzenas arba vandenyje gerai tirpus 2,2-dimetil-2-silapentan-5-
sulfonatas.

Santykinés skalés nauja ivesta savoka — cheminis poslinkis (chemical shift) d, lygus:

5= Vpavyzdys = Vtandartas %1 06 . (1 4)

Vstandartas

Cheminis poslinkis yra bematis dydis, visada iSreiskiamas milijoninémis dalimis (ppm). Kai stan-
dartu naudojamas TMS, jo poslinkis d(TMS) yra lygus 0. Vertés i kairg nuo TMS signalo yra teigia-
mos, o i deSing — neigiamos. Taigi tribromometano protono cheminis poslinkis yra 6,82, o bromometa-
no — 2,63. Sios vertés nepriklauso nuo to, kokio daznio spektrometras yra naudojamas.

Tipiski protono ir anglies rezonansuy dazniy cheminiai poslinkiai yra parodyti 3.1 ir 3.2 pav. Alifa-
tiniy so¢iyjy angliavandeniliy protonai ir anglies branduoliai yra labiau ekranuoti negu aromatiniy jun-
giniy.

MBR eksperimenty metu tirpikliu yra dazniausiai naudojamas D,O arba deuterintas dimetilsulfok-
sidas (DMSO). Vanduo Siam tikslui netinka, nes jo signalas nustelbty kitus signalus. Netgi vandens
priemaisa (tiksliau DHO) daznai trukdo eksperimentams. Hidroksilo- ir aminogrupiy protonai yra labi-
lus, todél dazniausiai pakeiciami tirpiklio D,O deuterio atomais. D¢l to Siy grupiy protonai sunkiai ma-

tyti MBR.
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3.1 pav. Organiniy junginiy protony cheminiai poslinkiai [6]
Labiausiai ekranuojami yra sociyjy angliavandeniliy metilo grupiy protonai (dar labiau yra ekra-

nuojami tetrametilli¢io ar tetrametilgermanio protonai), o maziausiai — aldehidy ar karboksirtig§ciy

protonai.
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3.2 pav. Organiniy junginiy anglies cheminiai poslinkiai [6]
Kaip ir protonai, labiausiai ekranuojami yra so€iyjy angliavandeniliy metilgrupiy anglies atomy

branduoliai (*C), o maZiausiai — karbonilgrupés anglies (*C) atomo branduoliai.

3.2.5. Sukiniy sgveika

Kaimyniniy branduoliy magnetiniai dipoliai saveikauja vienas su kitu. Si sukinio-sukinio saveika

(spin-spin coupling) Siek tiek pakei¢ia rezonansini dazni. Netiesioginé sukinio-sukinio saveika pasi-
reiSkia per cheminius rySius, o tiesioginé — per erdve. Tirpaluose saveika per erdve iSnyksta, nes susi-
vienodina dél molekuliy judéjimo. Tod¢l tiesioginé sukinio-sukinio saveika svarbi tik kietojo kiino
MBR spektroskopijai, kurios ¢ia nenagrinésime.

Panagrinékime situacija, kai cheminys junginys turi du chemiskai neekvivalentiSkus protonus.
Siuos protonus pazymékime A ir B. Vieno jy signalas yra ties x ppm, o kito - ties y ppm. Kiekvieno
branduolio magnetinio momento z komponenté . gali biiti teigiama arba neigiama, jas Zymime rodyk-
lemis T ir 4. Abiejy sukiniy populiacijos beveik lygios. Jeigu branduoliy A ir B sukiniai saveikauja, tai
B (1) branduolys sukurs §iek tiek skirtinga lauka negu B(Y) branduolys. Tada branduolio A spektre
vietoj vienos smailés atsiras dvi smailés, kuriy viena bus pasislinkusi Siek tiek kairén, o kita — deSinén.
Vietoje vienos smailés (singleto) bus dvi smailés (dupletas). Lygiai taip pat ir branduolys A paveiks

branduolio B rezonansy dazni, paversdamas B signala dupletu. Intervalas tarp abiejy smailiy duplete
110



yra lygus netiesioginés saveikos konstantai J,5. Sis intervalas priklauso tik nuo branduoliy magnetiniy
momenty, rysiy skaiciaus, ilgio, hibridizacijos tipo, pakaity elektrinio neigiamumo ir nepriklauso nuo

magnetinio lauko stiprio. Tod¢l J,p visada matuojama Hz ir kinta nuo 1 iki 20.

CH;
CH,
OH |
f | ! I ' | f [ ! I
4 3 2 1 0
ppm

3.3 pav. Etanolio protony (‘H) MBR spektras [6]

3.3 pav. yra pavaizduotas etanolio protony spektras. Metilo grupés triju ekvivalentisky protony
(A) signalas ties 1,2 ppm yra pasidalijgs i tris smailes, o metileno grupés (CH;) dviejuy ekvivalentiSky
protony (B) signalas yra pasidalij¢s 1 keturias smailes. Taip ivyksta dél protony sukiniy saveikos deri-
niy. Metileno grupés B(T) protonas, saveikaudamas su A(T) protonu, pastumia rezonanso smaile i kai-
r¢ per Jy5. Tuo tarpu saveika tarp B(T) ir A(Y), arba B() ir A(T) nepastumia rezonanso smailiy. Kai
B({) protonass saveikauja su A(T) protonu, tada rezonanso smailé pasislenka per J,5 i desine. Taip
vietoj vienos smailés metilo grupés protonai etanolyje sudaro tripleta, kurio viduriné smailé apytiksliai
dvigubai aukstesné negu Soninés smailés. Tiksliau apibréziant, tai yra smailés, kuriy plotai proporcingi
atitinkamo tipo protony koncentracijoms. Integruojant smailiy plotus, galima nustatyti kiekvieno rezo-
nuojancio atomo santyking koncentracija.

Panasiai ir trys metilo grupés protonai paveikia du metileno grupés protonus. Taciau saveiky deri-
niy gali buti daugiau ir signalas pasidalija { keturias smailes, kuriy centrinés dvi smailés yra trigubai
didesnés negu Soninés dvi smailés.

Smailiy skai¢ius multiplete (M) yra lygus:

M =2nl +1. (15)

Cia n yra ekvivalentisky saveikaujanciy branduoliy skaicius, o / — sukinio skaiCius.

Smailiy skaiciui ir ju intensyvumui nustatyti patogu naudotis Paskalio trikampiu:
n=20 1
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1 11

2 1 21
n=3 13 31
4146 41

Misy pavyzdyje (etanolyje) trys metilo grupés protonai A iSskirsto metileno grupés protony B li-
nija i keturias smailes, kuriy intensyvumai lygiis 1:3:3:1.

Sukiniy saveika gali sudaryti ir gerokai sudétingesnius spektrus, jeigu keletas neekvivalentiSky
protony veikia viena protona. Pavyzdziui, fenileteno spektre yra trys protonai, kuriy sukiniai tarpusa-

vyje saveikauja skirtingai ir turi skirtingas saveikos konstantas (3.4 pav.).

7,5 7,0 6,5 6,0 5,5 )
3.4 pav. Fenileteno protony MBR spektras [6]

Saveikos konstantos (J4p) tarp triju skirtingy aromatiniam ziedui nepriklausanciy protony yra pa-
rodytos ties kiekviena smaile. DidZiausia saveika yra tarp A ir M protony, o maziausia — tarp M ir X
protonuy.

Idomu, kad saveikos tarp ekvivalentiniy branduoliy negali biiti normaliame MBR spektre. Todél ir
metilbromide, ir benzene visi protonai rezonuoja to pacio daznio ir juy saveiky negalima matyti. D¢l to
Siy junginiy spektrai yra gerokai lengviau interpretuojami.

Saveika galima ir tarp skirtingy branduoliy. Pavyzdziui, trichlormetane greta pagrindinés smailés

ties 7,2 ppm yra dvi mazos palydovinés smailés. Jos atsiranda dél ">C branduoliy, kuriy apie 1 proc.
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yra §iame junginyje. Saveikos konstanta yra gana didelé 1J(CH) =209 Hz. Taciau praktiskai $iy saveiky
sukeliami signalai dingsta eksperimento triukSme.
ljungus radijo daznio elektromagnetines bangas, ivyksta rezonansas, o jas i§jungus, imagnetinimo

vektorius relaksuoja, vyksta vadinamasis laisvas indukcijos gesimas (free induction decay, FID). 3.5

pav. (virSutinéje dalyje) parodyta laisvo indukcijos gesimo kreivé esant vienam fiksuotam dazniui, o

apatingje — esant keturiems dazniams.

) Laikas[f] ——
1/Av

<—— Daznis [Hz]

@ Laikas[f{] ——

1418 1418 1418

<—— Daznis [Hz]

3.5 pav. Laisvo indukcijos gesimo kreivés esant vienam fiksuotam dazniui (virSuje) arba ketu-

riems dazniams (apacioje) (A kreivés). Po kreivémis parodyti daznio spektrai (B) [6]

Yra jprasta nagrinéti ne interferogramines kreives, kurios yra laiko funkcija, bet spektrus, kurie
yra daznio funkcija. Matematiskai $i transformacija i§ laiko funkcijos i daznio funkcija yra vadinama

Furjé transformacija (Fourier transformation) (FT):

glo)= [ rledr. (16)

Cia f (t) yra spektro informacija kaip laiko funkcija, o g(a)) yra kompleksiné daznio funkcija,
sudaryta 1§ realios ir isivaizduojamos dalies. ISsamus Furje transformacijy iSvedimas c¢ia nebus

nagrinéjamas.
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FID kreivé — signalo—triuk§mo santykis (signal to noise ratio, S:N) biina labai mazas. Tik tais at-

vejais, kai branduoliai yra suzadinami pulsais pakankamai daug karty ir FID kreivés yra sumuojamos,
galima gauti pakankamo intensyvumo spektra. Signalo—triukSmo santykis yra proporcingas pulsuy arba
sumuojamy signaly skaiciaus kvadratinei Sakniai. Laikas, btitinas tokiai FID kreivei uzrasSyti, yra vadi-
namas kaupimo laiku (acquisition time). Junginiy, kurie yra praskiestame tirpale, arba MBR, kuriy
jautrumas yra mazas, spektry uzra§ymas gali uzimti kelias minutes, o dvimacius spektrus, kurie yra

aptariami kitame skyriuje, uzrasyti prireikia ir visos paros.
3.3. Dvimaciai MBR spektrai

3.3.1. Ivadas

Iki $iol nagrinéti MBR spektrai atrodo esa dvimaciai (signalo intensyvumas kaip daznio funkcija),
taciau jie vadinami vienmaciais, nes yra nagrinéjama tik viena dazniy asis. Kai mes kalbame apie dvi-
macius (2D) MBR spektrus, turime omenyje tuos spektrus, kur abiejose aSyse yra dazniai, o signalo
intensyvumui pavaizduoti naudojama trecia erdviné asis. 3.6 pav. yra parodytas dvimatis trichlormeta-
no "C spektras, abscis¢je yra jprastinis ppm daznis, o ordinatéje (F;) — saveikos konstantos. Dvimatis
spektras, kurj galima isivaizduoti kaip seka vienmaciy spektry, kuriuose yra keiCiamas tam tikras pa-
pildomas parametras, sudaromas kei¢iant viena i§ pulsuy sekos parametry. Pulsy sekos yra iSsamiai ap-
raSytos specialiojoje literatiiroje. 3.6 A pav. dvimatis spektras yra parodytas kaip seka vienmaciy spek-
try, o 3.6 B pav. tas pats spektras yra parodytas kaip kontiirinis Zemélapis su dviem kryzminémis smai-

lémis.

/- 7
/ g8 7
/ —7+100 o +100 £,
Vi /
Y /A o |
/ A / / [Hz]
// J\ -100 [Hz] o -100
(———
77_,7> 5(°C) 77,7 8(0)

2
2 — 5

3.6 pav. Dvimatis trichlormetano *C spektras, kur abscis¢je yra rezonanso daznis, kaip vienma-
¢iuose spektruose, o ordinatéje (F;) saveikos konstantos. A) — dvimatis spektras kaip seka vien-
maciy spektry, B) — dvimatis spektras kaip kontiirinis Zemélapis [6]

Yra labai daug risiy dvimaciy, trimaciy ir auksStesniy matavimy spektry, taciau mes detaliau nag-
rinésime tik dvimacius spektrus, kurie yra dazniausiai naudojami biocheminiams tyrimams. Svarbiau-

sios yra Sios dvimaciy spektry riisys: COSY — J-koreliuota spektroskopija (correlated spectroscopy),

SECSY - sukinio aido koreliuota spektroskopija (spin echo correlated spectrocopy), RELAY — relay-

ed coherence transfer spectrocopy, DQNMR — double quantum spectrocopy, HOHAHA — homobran-
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duoliné Hartmano-Hahno spektroskopija (homonuclear Harmann-Hahn spectroscopy), TOCSY — vi-

suotinés koreliacijos spektroskopija (total correlation spectroscopy), HETCOR — heterobranduoliné

koreliuota spektroskopija (heteronuclear correlated spectroscopy), NOESY — branduoliné Overhauze-

rio reiSkinio spektroskopija (nuclear Overhauser effect spectroscopy), ROESY — rotating frame NOE-
SY, ir kitos.

3.3.2. COSY ir TOCSY spektrai

Dabar praktiSkai panagrinésime, kokia informacija galima gauti 1§ {vairiy dvimaciy spektry. Dvi-
macio homobranduolinio (kai abu branduoliai vienodi) (H, H)-koreliacinio MBR eksperimento metu
yra gaunamas COSY spektras, kuriame protony cheminiai poslinkiai yra koreliuojami vienas su kitu
pagal dvi daZzniy asis. Sio metodo atmaina yra TOCSY, gaunami labai panasis | COSY spektrai, tik
TOCSY spektruose papildomai galima pamatyti koreliacines smailes, kurios parodo kovalenting sa-
veika tarp protony, toliau nutolusiy vienas nuo kito, bet dar priklausanc¢iy bendrai sukiniy sistemai.

Siuos spektrus lengviau isivaizduoti nagrinéjant konkre¢ius pavyzdzius.

B6' CH,0S05-

{ NHSO3
0S0;- B2
B

3.7 pav. Heparino molekulé sudaryta i§ keturiy monosacharidy ziedy. Jos dvimaciai spektrai pa-
rodyti 3.8-3.11 pav. Raidémis nuo A iki D pazyméti monosacharidy ziedai. Paprastumo délei tik
B Ziede pazyméti tie vandenilio atomai (protonai), kurie yra matomi ir nagriné¢jami spektruose.
Ziede A yra matomi 4 vandenilio branduoliai, ziede C — 5, o ziede D — 7 vandenilio branduoliai.
Amino- ir hidroksigrupiy vandenilio branduolius (protonus) stebéti yra sudétinga, nes jie greitai
keiciasi su deuterio atomais i$ tirpiklio D,O

3.8 pav. yra pavaizduotas heparino molekulés TOCSY spektras. Abiejose asyse yra atidéti protony

dazniai, o kryzminés smailés (cross-peaks) rodo koreliacijas tarp protony. Vertikalios ir horizontalios

linijos, pazymétos raidémis ir skaiciais nuo Al iki D6’, rodo tuos ppm daznius, kurie biity matomi
vienmaciuose spektruose. Praktiskai visi vienam monosacharido ziedui priklausantys protonai kore-
linoja tarpusavyje. Srityje tarp 3,2 ir 4,0 ppm yra daug smailiy, i$sidés¢iusiy viena $alia kitos. Norint

jas lengviau atskirti, ta sritis padidinta 3.9 pav.
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3.8 pav. Heparino molekulés protony TOCSY spektras. Visy spektre matomy protony rezonansi-
niai daZzniai yra pazymeéti linjjomis su raidémis ir skaiiais, atitinkanciais 3.7 pav. pavaizduota
struktiira. Linijy susikirtimo vietose yra matomos tai paciai sukiniy sistemai priklausancios kore-
liacinés smailés. 3.9 pav.yra parodyta didesné sritis tarp 3,2 ir 4,0 ppm (autoriaus duomenys)

116



L DECL dc3 D5 c4 BS B4 D4 D3BB _
DO QS Y | | /@ L3
W/ >
D3 4 | Wze
3 i %ﬁ
A Eﬂ ® J/}ﬂ
D4 i () »
B4 NN - R
- 3,6
3,8
14,0
lJ 42
A U
p/A87 ad i L ppm

— T T T T T T T T T L T

ppm 42 40 38 3,6 34 32
3.9 pav. Didesné 3.8 pav. TOCSY spektro sritis tarp 3.2 ir 4.2 ppm (autoriaus duomenys)
3.3.3. HETCOR spektras

3.10 pav. yra parodytas tos pacios heparino molekulés HETCOR spektras. Matyti koreliacijos tarp
Bc anglies branduoliy ir protony. Matomos kiekvieno C-H rySio koreliacinés smailés. Protony smailes
yra lengviau identifikuoti i§ TOCSY spektry negu i§ anglies. Analogiskus anglies TOCSY spektrus
buty galima nustatyti tik pakeitus visus anglies atomus i >C. Todél anglies smailés yra identifikuoja-
mos naudojant heterobranduoling koreliacing spektroskopija. ASyje x yra atidedami protony dazniai
(zinomi 1§ TOCSY spektro) ir pagal juos yra matuojami atitinkamy anglies atomy dazniai y asyje. Taip
galima nesunkiai nustatyti, kurios anglies branduoliy smailés priklauso konkretiems anglies atomams

chemingje struktiiroje.
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3.10 pav. Heparino molekulés, kurios struktiira parodyta 3.7 pav., HETCOR (‘H-'°C) spektras
Koreliacingés smailés rodo, kurie protonai yra susijungg su tam tikrais anglies atomais. Smailiy
numeracija yra ta pati kaip ir 3.7 pav. Smailés B2 ir D2 yra uz spektro riby (autoriaus duomenys)

3.3.4. NOESY spektras

Anksciau nagrinéti dvimaciai spektrai parodo koreliacijas (saveikas) per cheminius rySius. Norint
nustatyti molekuliy konformacijas, yra naudojami spektrai, kuriuose matyti koreliacijos per erdve.
Toks yra NOESY spektras. Siame spektre protonai, kurie yra erdvéje arti vienas kito (mazdaug per 3-5
A), rodo koreliacines smailes. I3 jy intensyvumo galima nustatyti atstuma tarp ju erdvéje. Smailiy in-
tensyvumas labai greitai gesta didéjant atstumui r tarp branduoliy (o< r'®). Daugelis kryzminiy COSY
smailiy yra taip pat matomos NOESY spektruose. 3.11 pav. yra parodytas heparino molekulés NOESY
spektras. Matome daug ivairaus intensyvumo kryzminiy smailiy, kurios yra proporcingos vidutiniam

atstumui tarp protony erdveéje.
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3.11 pav. Heparino molekulés (struktira 3.7 pav.) NOESY spektras (600 MHz spektrometras).
Kryzminés smailés rodo tarpprotonines koreliacijas per erdve (autoriaus duomenys)

NOESY dvimatis spektras kartu su HETCOR ir TOCSY spektrais buvo panaudotas heparino mo-
lekulés vandeniniame tirpale erdvinei konformacinei struktiirai nustatyti. Struktiiros nustatymo etapai:
i§ pradziy, naudojant programa Insight II (arba kitas molekulinio modeliavimo programas), yra su-
konstruojama heparino molekulés struktiira, atitinkanti standartinius cheminiy jung¢iy ilgius ir steri-
nius konfliktus. Tada i§ NOESY spektro { modelj yra perkeliami erdviniy atstumy ribojimai tarp pro-
tony. Programa pateikia rinkini galimy molekulés struktiiros varianty, kurie gaunami minimizuojant
molekulés energija. Sios struktiiros yra dedamos viena ant kitos taip, kad struktiiry vietos, kurios yra
panasiai iSsidésciusios erdvéje, buty kuo aréiau viena kitos. Trejetas tokiy gauty heparino molekulés
struktiiry, uzdéty viena ant kitos (superimposed), yra parodytos 3.12 pav. Matome, kad centriniai mo-

nosacharidy Ziedai yra gana nelankstiis, o Soniniai Ziedai yra daug dinamiskesni.
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3.12 pav. Trys heparino tetramero struktiiros gautos minimizavus energija pagal NOESY spektro
rodomus apribojimus. Struktiiros uzdétos viena ant kitos naudojant atomus B2, C3 ir C5. Matyti
Ziedai A, B ir C. Ziedas D yra labai dinamiskas, todél jo praktiskai nematyti: jo konformacijos yra
beveik atsitiktineés

Magnetinis branduoliy rezonansas §iuo metu yra vienintelis biidas nustatyti erdving atominés ski-
riamosios gebos makromolekulés struktiira vandeniniame tirpale. Tai yra didelis privalumas, palyginti
su rentgenostruktiirine analize. Be to, analizuojant molekuliy, uzdéty viena ant kitos, visuma, galima i$

karto matyti, kurios molekulés vietos yra labiau judrios.

3.4. MBR naudojimas baltymo struktirai ir dinamikai nustatyti

3.4.1. Polipeptidy MBR spektrai

Panasiai kaip ir nagrinétame heparino molekulés pavyzdyje, baltymy struktiirai ir dinamikai nusta-
tyti yra dazniausiai naudojami COSY, TOCSY ir NOESY spektrai. Sunkiausias uzdavinys yra nustaty-
ti, kurios kryzminés smailés priklauso tam tikriems vandeniliams. Net ir nedideliame 100 aminortigs-
¢iy baltyme yra Simtai smailiy. Kai pavyksta nustatyti, kurios smailés priklauso tam tikriems vandeni-
liams, baltymas yra modeliuojamas kaip ir anksciau nagrinétas heparino tetrameras.

3.2 lentel¢je yra parodyti aminoriigs¢iy vandeniliy cheminiai poslinkiai tetrapeptide Gly-Gly-Xar-
Ala, kai aminortigstis yra atsitiktinés konformacijos. Baltyme dauguma §iy vandeniliy poslinkiy yra
Siek tiek kitokie. Jei visy aminoriig§¢iy vandeniliy poslinkiai biity idealiai vienodi, tai nebiity imanoma
priskirti kiekvienos smailés tam tikram vandeniliui. Ta¢iau baltymo aplinka Siek tiek veikia poslinkius.

3.2 lentelé. Peptido Gly-Gly-Xar-Ala aminortig§¢iy vandeniliy cheminiai poslinkiai, pamatuoti
esant pH 7.0, 35°C temperatiirai (Xaa — matuojamoji aminortigstis) [7]

. . hemini linki m
Aminorugstis IC\:IHe > pOSCaH 5 PP ot it
Gly 8,39 3,97
Ala 8,25 4,35 1,39
Val 8,44 4,18 2,13 C'H; 0,97, 0,94
Ile 8,19 4,23 1,90 C'H, 1,48, 1,19, CH; 0,95, C°H; 0,89
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Aminorngstis I(\ZI}Il{emmls pos(ljlilgls’ s CPH Kiti

Leu 8,42 4,38 1,65,1,65 | C'H 1,64, C°H; 0,94, 0,90

Pro (trans) | - 4,44 2,28,2,02 | C'H, 2,03, 2,03, C°H, 3,68, 3,65

Ser 8,38 4,50 3,88, 3,88

Thr 8,24 435 4,22 C'Hs 1,23

Cys 8,31 4,69 3,28, 2,96

Asp 8,41 4,76 2,84,2.75

Glu 8,37 4,29 2,09,1,97 | C'H,2,31,2,28

Asn 8,75 4,75 2,83,2,75 | N'H, 7,59, 6,91

Gln 8,41 4,37 2,13,2,01 | C'H, 2,38, 2,38, N°H, 6,87, 7,59

Met 8,42 4,52 2,15,2,01 | C'H, 2,64, 2,64, C°H; 2,13

Lys 8,41 4,36 1,85,1,76 | C'H, 1,45, 1,45, C°H, 1,70, 1,70,
C°H, 3,02, 3,02, N°H; 7,52

Arg 8,27 4,38 1,89,1,79 | C'H, 1,70, 1,70, C°H, 3,32, 3,32,
NH, NH," 7,17, 6,62

His 8,41 4,63 3,26,3,20 | C¥H 7,14, C*'H 8,12

Phe 8,23 4,66 322,2,99 | C°H 7,30, C°*H 7,39, C°H 7,34

Tyr 8,18 4,60 3,13,2,92 | C°H 7,15, C°H 6,86

Trp 8,09 4,70 3,32,3,19 | C°'H 7,24, C*H 7,65, C**H 7,17,
C"H 7,24, C**H 7,50, N°H 10,22

Natyvios struktiiros baltyme cheminiai poslinkiai yra $iek tiek kitokie negu 3.2 lenteléje. Sie nedi-
deli nuokrypiai atskiria kryZminius pikus viena nuo kito dvimaciuose spektruose ir todél ymanoma iS-
skirti ir nustatyti Simtus piky viename spektre.

3.13 pav. yra parodyti keletos aminortig§¢iy scheminiai idealizuoti COSY spektrai. Dazniausiai
yra matomi kryZzminiai pikai, kai protonai yra nutolg vienas nuo kito ne toliau negu per tris kovalenti-
nes jungtis. Todél susidaro kryZminis pikas tarp alanino NH ir C*H protony, taciau néra piko tarp ala-

nino NH ir C? H; protony.
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3.13 pav. Ala, Gly, Val, ir AMX-tipo aminortig§¢iyu COSY spektry schemos

Didelés sferos, esancios ant istrizain€s, rodo protony cheminius poslinkius, o mazi rutuliai —
kryzminius pikus (saveikos tarp protony, atskirty ne toliau negu per tris kovalentinius rySius). Chemi-

niai poslinkiai yra sheminiai — ne pagal mastelj [8].
3.4.2. Magnetinio rezonanso tomografijos pagrindai

Lauterbur’as 1973 m. pirma karta panaudojo MBR dideliy objekty tyrimui. Jis naudojo vandenilio
rezonansus, nes gyvuosiuose organizmuose yra daug vandens, be to, vandenilio rezonanso jautrumas
didziausias. Tose organizmo dalyse, kur vandens yra daug, signalas yra stipresnis, o kur mazai (pvz.,
kauluose) — silpnesnis. Norint, kad tokie tyrimai biity sékmingi, reikéjo iSspresti tris problemas. Pirma,
reikéjo sukurti galinga magneta su pakankamai dideliu tarpu, kad tilpty toks objektas kaip zmogaus
kiinas.

Antra, rezonanso salyga negali biiti vienu metu patenkinta visose didelio organizmo vietose. Todél
MBR tomografijos atvejais tik mazame tiiryje vyksta vandens protonuy rezonansas vienu metu. Svarbu,
kad uZ nagrin¢jamo tiirio riby esantis vanduo nesukelty jokio signalo ir nesumazinty vaizdo kokybés.
Vienu metu nagrin¢jamas tiiris gali biiti labai mazas, apie 10° mm’. Tai galima vadinti MBR mikro-
skopija, lyginama su optine mikroskopija. 3.14 pav. parodytuose zmogaus smegeny tomografiniuose
vaizduose $is tiiris néra toks mazas, apie 7 mm ilgio ir vieno mm skersmens cilindras. Maziausiai as-
tuoniy pjuviy reikia, kad buty visas smegeny vaizdas.

Trecia, vaizdas i$ atskiry viety turi buti kompiuteriu paverstas bendru objekto vaizdu.
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Vandens protony rezonanso relaksacijos laikai priklauso nuo to, kaip vanduo yra prisijunggs prie
audiniy. Tai irgi yra naudojama atlieckant magnetinio rezonanso tomografija ir suteikiant papildomy

detaliy apie nagrin¢jama objekta.

3.14 pav. Zmogaus kaukolés pjiivis, gautas naudojant specialia daugelio pulsy seka ir registruo-
jant astuonis aidus. Eksperimentas truko apie vienuolika minuciy. Tomografas pagamintas Bruker,
Karlsruhe-Rheinstetten, turi kriomagneta, generuojanti 1,5 T magnetini lauka [6]

3.4.3. MBR metodo santrauka

Siame skyriuje trumpai nagrinéjome magnetinio branduoliy rezonanso metodo taikyma biologinés
chemijos problemoms spresti. Sis metodas yra antras savo svarba struktiiriniy tyrimy (po rentgenost-
ruktirinés analizés) ir nepakei¢iamas molekuliy dinamikos bei biologiniy reakciju tyrimy metu. Svar-
biausia klittis, stabdanti daZnesnj §io metodo taikyma, yra didelé aparatiros kaina. Siuo metu naujau-
sio komercinio MBR spektrometro (apie 900 MHz) kaina siekia keturis milijonus JAV doleriy. Labai
brangus yra spektrometro eksploatavimas. Kriomagneto temperatiirai palaikyti reikia didelio kiekio
skysto helio.

Paprastas organiniy junginiy struktiiras galima nustatyti ir 1§ vienmaciy spektry, tac¢iau dvimaté in-
formacija labai palengvina $i uzdavinj. Heparino tetramero spektry nagrinéjimas parodé, su kokiomis
praktinémis problemomis susiduriama nagrin¢jant dvimacius spektrus. Pavyzdziui, smailés gali persi-
dengti (reikéjo padidinti TOCSY spektro srit}), arba vandens pikas gali biiti labai stiprus (kaip NOESY
spektre).

Cia nenagrinéjome, kaip sudaromos pulsy sekos norint gauti jvairius spektrus. I§samesnés infor-

macijos §iais ir kitais MBR klausimais reikéty ieSkoti specialiojoje literatiiroje.
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3.15 pav. Pasitikrinimui sitilau i$spresti uzduoti — nustatyti junginio, kurio cheminé sudétis yra
C;H40 ir auksciau pavaizduotas COSY spektras, struktiira. Istrizainé eina i§ kairiojo virSutinio
kampo 1 deSiniji apatini kampa. Skaiciai ties virSutiniu vienmaciu protono spektru rodo integruota
kiekvienos piky grupés plota. Pasinaudodami kryzminiais pikais ir cheminiais poslinkiais, nusta-

tykite tikslia cheminio junginio struktiira.
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4. Rentgenostruktiiriné kristalografiné baltymy analizé

4.1. Ivadas

Rentgenostruktiiriné kristalografiné analizé yra labiausiai paplitgs ir seniausias fizikinis metodas,
kuris suteikia informacijos apie nagrinéjamos medziagos atomy ir molekuliy tarpusavio i$sidéstymo
strukttirg. Kaip parodo pats metodo pavadinimas, medziaga turi buti kristaly pavidalo, kad ja biity ga-
lima tirti §iuo metodu.

Pirmieji mokslininkai, 1913 m. panaudoj¢ rentgeno spindulius valgomosios druskos (NaCl) ato-
minei struktiirai nustatyti, buvo tévas ir siinus William Henry Bragg ir William Lawrence Bragg, uz tai
gave Nobelio premija 1915 m. Nuo to laiko rentgenostruktiirin¢ analiz¢ tapo vienu i§ labiausiai naudo-
jamy biologijoje fizikiniy metody. Mazy molekuliy struktiiry nustatymas yra automatizuotas, taciau
makromolekuliy kristalinimas ir struktiiry nustatymas gali uzimti nuo keliy savaiciy iki mety ir reika-
lauja giliai suprasti metoda.

Sio skyriaus tikslas yra supazindinti su jvairiais rentgenostruktiirinés analizés aspektais, jskaitant
kristaly auginima, rentgeno spinduliy difrakcija, elektroniniy Zemélapiy sudaryma bei galutiniy mak-
romolekuliy struktiiry interpretacija ir taikyma biochemijai.

4.2. Kristaliné gardelé

Kristala sudaro daug identiSky molekuliy, kurios i$sidésto periodiskai. Taip biina tada, kai mole-

kulés simetriskai iSsidésto identiSkuose blokuose, vadinamuose elementaria kristaline gardele. Kristale

yra transliaciné simetrija. Kiekvienoje elementarioje gardeléje molekulés iSsidésto vienodai, bet vieno-

je konkrecioje elementarioje gardeléje kelios molekulés gali iSsidéstyti skirtingai (4.1 pav.).

4.1 pav. Aminortgsties alanino kristalo Sesios elementarios gardelés. Kiekviena elementari garde-
1¢ yra sudaryta i§ dviejy alanino molekuliy. Kristale visos gardelés yra identiskos [9]

Norédami suprasti molekulés erdving struktiira, turime eksperimentiskai nustatyti visy vienos

elementarios gardelés atomy koordinates x, y ir z, kaip parodyta 4.2 pav.
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4.2 pav. Vieno atomo koordinatés elementarioje kristalin¢je gardeléje [9]

Baltymu elementarios kristalinés gardelés yra daug didesnés negu mazy organiniy molekuliy gar-
delés. Daugelio medziagy kristalus iSauginti yra sudétinga. Biidas, kuriuo nustatomos kiekvieno garde-
lés atomo koordinatés, taip pat yra sudétingas. 4.3 pav. schemiSkai vaizduoja bendra baltymo struktii-

ros sprendimo strategija.

Gerai difraguojanci
. aguiojanciy Baltymo
kristaly uzauginimas Duomeny _
i . I struktiiros
iSbandant daugeli rinkimas i .
sprendimas
salygu

4.3 pav. Bendra baltymo struktiiros, taikant rentgenostruktiirinés analizés metoda, sprendimo stra-

tegija

Remdamiesi $ia schema, aptarsime daugelio salygu bandyma auginant baltymo kristalus, tam tik-
rus reikalavimus, kuriy reikia kristalams difraguoti iki reikiamos skiriamosios gebos, nagrinésime
duomeny rinkima ir baltymo strukttiros sprendima. Skyriaus pabaigoje apibendrinsime, kokia informa-

cija mums suteikia kristalografin¢ analizé.

4.3. Baltymy kristaly auginimas

Mazy molekuliy kristalai gali biiti auginami paruoSiant karSta sotyji medZziagos tirpala ir 1étai ji
ausinant. Baltymams tokios salygos netinka, nes jie denatiruoja esant aukStesnei temperatiirai. Daz-
niausiai baltymy kristalai auginami istirpinus i§grynintaji baltyma vandeniniame buferyje, 1 kurj idéta
nusodinanciy medziagy, pvz., amonio sulfato arba polietileno glikolio. Ju koncentracija yra tik Siek
tieck mazesné negu reikia kristalams susidaryti. Tada vanduo yra létai pasalinamas kontroliuojamo is-
garinimo biidu. Senesnis yra vadinamasis ,,kabancio laSo* metodas, nors Siuo metu dazniau naudoja-
mas ,,sédincio laso* metodas. Baltymo tirpalo lasas su nusodikliu yra uzlas§inamas ant dengiamojo stik-
lelio, tada apverciamas ir uzdedamas ant indo su ,,motininiu‘ tirpalu (4.4 pav.), kuriame irgi yra nuso-
diklio. ,,Motininiame* (rezervuaro) tirpale nusodiklio koncentracija yra Siek tiek didesne negu baltymo
laSe. Dé¢l osmosiniy slégiy skirtumo vanduo 1étai garuoja i$ laso ir kondensuojasi ,,motininiame* tirpa-
le. LaSas mazéja, baltymo koncentracija didéja ir uzauga baltymo kristalai. Egzistuoja tik empirinés

taisykles, kokie nusodikliai, buferiai, druskos ir kitos medziagos padeda iSauginti baltymuy kristalus.
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Tenka bandyti daugybe ju deriniy, kol surandamos tokios, kurioms esant uzauga tiriamojo baltymo

kristalai.

Kabantis lasas su kristalu

Dengiamasis stiklelis

/

4I___

—
= v\
R — Vandeniui
—r T nepralaidus
icpalas

~Motininis™ tirpalas su nusodikliu

4.4 pav. Baltymo kristalinimas ,,kabancio 1aso“ metodu.

4.5 pav. matome, kad lizocimo baltymo kristalus auginti galimos ivairios salygos. Juo didesné

druskos koncentracija, juo greiciau lizocimas iSkrenta nuosédomis. Taciau jeigu nuosédos iSkrenta per

daug greitai, jos biina amorfinés arba sudarytos i§ mikrokristaly, netinkamy rentgenostruktiirinei anali-

zei. Geriausios kokybés yra didziausi kristalai, kurie gaunami, kai jie uzauga mazdaug per dieng 3-4

proc. NaCl tirpale, tai priklauso nuo baltymo koncentracijos.
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Nusodiklio (NaCl) koncentracija, svorio % / tiiriui [9]

4.5 pav. Lizocimo kristaly dydZzio priklausomybé nuo kristalinimosi grei¢io ir baltymo bei nuso-
diklio (NaCl) koncentraciju. Juo didesné nusodiklio koncentracija, juo greiciau kristalai auga, ta-
Ciau jei tai vyksta per greitai, susiformuoja daugybé mikrokristaly arba tiesiog amorfinés nuosédos
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Baltymy kristaly morfologija yra labai jvairi (4.6 pav.). Norint kad kristalai tikty rentgenostrukta-
rinei analizei, jie turi bati pakankamai dideli. Siuo metu jau pakanka, kad kristalo skersmuo biity apie
0,1 milimetro. Tac¢iau tokio dydzio kristaly struktiirai nustatyti daznai prireikia aukstos kokybés ir di-
delio pajégumo spinduliy, gaunamy tik sinchrotronuose.

Labai svarbu, kad kristalai difraguoty rentgeno spindulius reikiama skiriamaja geba. Taip pat kris-

talai turi biiti vienetiniai, o ne sulipg i§ dvieju ar daugelio mazesniy kristaly.

A B

I J K

4.6 pav. [vairiy baltymy kristalai. A — elnio katalaz¢, B — fruktozés-1,6-difosfatazes is vistos ke-
peny trigoniné forma, C — kortizoli sujungiantis baltymas i$ jury kiaulytés kraujo serumo, D —
konkanavalinas B i$ pupeliy, E — jaucio kepeny katalaze, F — nezinomas baltymas i§ ananaso, G —
elongacijos faktoriaus Tu 1§ Escherichia coli ortorombiné forma, H — mieliy fenilalanino tRNA
heksagoniniai ir kubiniai kristalai, I — 5-0jo geno DNR i§vyniojimo baltymo i§ fago fd kristalai,
J — vistos raumeny glicerolio-3-fosfato dehidrogenazés kristalai, K — pupeliy kanavalino ortorom-
biniai kristalai [9]
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Labai svarbu, kad kristalai difraguoty rentgeno spindulius reikiama skiriamaja geba. Taip pat kris-
talai turi biiti vienetiniai, o ne sulipg i§ dvieju ar daugelio mazesniy kristaly. Neretai auginami kristalai

sulimpa ir tampa netinkami analizei.

4.4. Kristaly analizé ir duomeny rinkimas

4.4.1. Rentgeno spinduliy kilmé ir panaudojimas

Rentgeno spinduliai elektromagnetiniy spinduliy skal¢je yra tarp ultravioletiniy spinduliy ir gama
spinduliy, ju bangos ilgis yra 1 — 100 A. Jie yra i§spinduliuojami, kai greitai judantys elektronai stai-
giai sulétinami. Tada elektrony judéjimo energija virsta Rentgeno spinduliais. Rentgenostruktiirinés
analizés metu daZzniausiai naudojami spinduliai, kuriy bangos ilgis — apie 1 A. Nezifirint to, kad angst-
remas (Angstrom) néra Sl sistemos vienetas, jis yra labai patogus ir dazniausiai naudojamas kristalog-
rafijos atvejais, kadangi tarpatominiai atstumai kristaluose yra keleto angstremy ilgio (1 A = 107 m).

Kad i8spinduliuvoty Rentgeno spindulius, elektronai yra igreitinami elektriniu lauku ir taikomi {
metalinj taikini, kuris juos staigiai sulétina dé¢l didelio kiekio susidirimy su metalo atomais. Po pirmo
susidiirimo dauguma elektrony nevisiskai sustoja, todél susiformuoja spinduliy spektras, kurio bangos
ilgio minimumas (didziausia spinduliy energija) priklauso nuo jgreitinimo jtampos. Spinduliy spektre
yra keletas ryskiy maksimumuy, kurie atsiranda, kai atlekiantis elektronas iSmusa elektronus i$ stabdan-
&io metalo Zemiausiy atominiy orbitaliy (K). Sia vieta uZpildo elektronas i3 aukstesnés orbitalés (L, M)
iSskirdamas beveik monochromating linija spektre. Pagrindinés smailés yra o (L—K tranzicijai) ir 3
(M—K). Kiekviena smail¢ yra sudaryta i labai arti esanciy dviejy smailiy (dupletas) su nevienodu in-
tensyvumu. Kristaly analizei reikia kuo labiau monochromatiniy spinduliy.  smailés intensyvumas
yra mazdaug Sesis kartus mazesnis, todél jis yra filtruojamas atrankiaisiais filtrais. Elektronams stabdy-
ti naudojami Sie metalai (skliausteliuose - o piko bangos ilgis ir maksimali skiriamoji geba): #Cr
(2,294, 1,15 A), *Fe (1,94 A, 0,95 A), ¥Cu (1,54 A, 0,75 A), *Mo (0,71 A, 0,35 A). Daleliy greitin-
tuvai Siuo metu vis dazniau naudojami kaip rentgeno spinduliy Saltiniai. Greitintuvuose elektronai arba
pozitronai yra ileidziami i labai ilga (kilometry ilgio) vakuuminj Zieda, kuriame jie cirkuliuoja ypatin-
gai dideliu greiciu (jgreitinami galingais radijo daznio bangy Saltiniais). ISoriniai superlaidiis magnetai
iSlaiko daleles ziede. Toks greitintuvas veikdamas iSskiria sinchrotronine radiacijq (spindulius?) - pla-
taus spektro ypac¢ galingus Rentgeno spindulius (nuo 100 iki 10 000 karty galingesnius uz jprastinius).

Pasirenkama norimo bangos ilgio beveik monochromatiné spindulio dalis.

4.4.2. Kristalinés gardelés parinkimas

Kaip minéta ivade, kristalas yra trimaté struktiira, mazi struktiiriniai elementai pasikartoja daug

karty, panasiai kaip namas gali baiti pastatytas i§ didelio skai¢iaus vienody plyty. Sie struktiriniai ele-

mentai (,,plytos®, ,,blokai*) yra vadinami elementariomis kristalinémis gardelémis (crystal unit cell).
Visos kristalinés gardelés kristale yra identiskos ir jas stumiant pagal gardelés briaunas a, b ir ¢ suran-
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dama lygiai tokia pati gardelé. Kristalas yra vieninga sistema ir $ios gardelés yra misy dirbtinai isi-
vaizduojami elementai, bet labai svarbiis. Jos sudaro kristalo struktiiros koordinaciy sistema. 4.7 pav.
yra parodytos trys skirtingai pasirinktos kristalinés gardelés tame padiame kristale. Siy gardeliy tiriai

yra vienodi, jeigu visose yra toks pats molekuliy skaiCius.

Hdd44  RRRRRRT YRR 4

(a) (b) (c)

4.7 pav. Trys skirtingai pasirinktos kristalinés gardelés tame paciame kristale [9]

Pasirinkti gardele¢ galima jvairiai, bet patogu naudoti viena to paties kristalo apraSymo varianta,
todél yra jvairiis susitarimai, kuriam pasirinkimui bus suteikiama pirmenybé. 4.8 pav. matome kristali-
ne gardele, pazymeéta riebiu Sriftu, ir ja supancias 26 identiSkas gardeles, kurios gaunamos pastimus

prading gardele pagal gardelés briaunas a, b ir c.

4.8 pav. 26 identiskos gardelés, kurios gaunamos pastimus prading gardele pagal gardelés a, b, ¢
briaunas [10]

4.9 pav. parodyta viena gardelé, kurioje kampas tarp a ir b briauny yra v, tarp a ir ¢ — 3, ir tarp b ir
¢ — a. Sie visi kampai gali biti lygiis 90 laipsniy (tada @, b ir ¢ briaunos sutampa su x, y ir z a§imis),
gali ir né vienas nebiiti status. Kai briaunos sutampa su aSimis, gardelés matavimas pagal x asi yra a,
pagal y asi — b ir pagal z aSi — c. Kubin¢je gardeléje, kuri yra paprasciausia isivaizduoti, visi trys mata-

vimai yra lygiis.
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4.9 pav. Vienetiné kristalin¢ gardelé ir ja apraSantys 6 parametrai — briauny ilgiai a, b ir ¢ ir kam-
paia, Biry[10]

=)

X

4.4.3.Kristaliniy gardeliy sistemos ir simetrija

Yra septynios trimatés kristaly sistemos, naudojamos aprasant ir klasifikuojant kristalus. Kaip mi-
néta anksciau, kristaliné gardelé yra aprasoma SeSiais parametrais: trimis briauny ilgiais (a, b, ¢) ir tri-
mis tarpbriauniniais kampais (a,  ir y). 4.1 lenteléje yra surasyti gardeliy tipai. Bet kuri gardelé gali
biti aprasyta triklininés gardelés matavimais, nes visi $e$i parametrai joje skiriasi. Monokliningje sis-
temoje pagal susitarima aSys pasirenkamos taip, kad f > 90°. Heksagoninés ir tetragoninés sistemy
viena asis taip pat skiriasi nuo kity savo simetrijos savybémis. Si ais pagal susitarima yra z. Juo di-

desné simetrija, tuo maziau parametry reikia aprasyti gardele.

4.1 lentelé. Septynios kristaly sistemos ir ju parametrai

Kristaly sistema Nepriklausomy parametry | Parametrai

skaicius
Triklininé 6 a#b#c; a#P#y
Monoklininé 4 azb#c; 0=y=90°; >90°
Ortorombiné 3 azb#c; a=p=y=90°
Tetragoniné 2 a=b#c; a=P=y=90°
Trigoniné-romboedriné 2 a=b=c; a=B=y#90°
Heksagoniné 2 a=b=c; 0=P=90°; y=120°
Kubiné 1 a:b:c; (x:B:y:Q()O

Gardelés, kurios turi _gardelés taskus, arba gardelés mazgus (lattice points), taskai pazyméti ma-

zais apskritimais, 4.10 pav., tik vienetinés kristalinés gardelés kampuose, yra vadinamos primityvio-
mis. Jos zymimos raidé P prie§ simetrijos simbolius (iSskyrus romboedring gardelg, kur naudojama
raidé R). Yra septynios primityvios gardelés, Zymimos
P1, P2/ m,Pmmm, P4/ mmm,R3m,P6/mmm, ir Pm3m_ Egzistuoja ir septynios neprimityvios garde-
lés, priklausanéios septynioms kristalinéms simetrijoms. Sios gardelés turi du (dvigubai primityvios),

tris (trigubai primityvios), ir daugiau gardeliy taSky vienetingje gardeléje. IS viso egzistuoja 7 primity-
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vios ir 7 neprimityvios Bravais’o gardelés. Neprimityvios gardelés su taSkais ant gardelés sieneliy va-
dinamos 4, B, C, tai priklauso nuo to, ar bc, ac, ar ab sienelése yra Sie taskai. Jei taskas yra gardelés
centre, ji vadinama / (Inner), o jei visos sienos turi taskus centruose, gardelé¢ vadinama F. Bravais’o

(gardelés pavaizduotos 4.10 pav.).

4.10 pav. Braves (Bravais) gardelés [10]

Esant bet kokiam tasky iSsidéstymui, galima pasirinkti primityvia triklining gardelg, neatsizvel-
giant i kristalo simetrija. Tacdiau jeigu neatsizvelgtume i simetrija, tai prarastume visus supaprastini-
mus, kuriuos suteikia kristaly klasifikacija (4.1 lentelé). Todél pasirenkant gardelg, yra sutarta atsi-
zvelgti | simetrija. Kai yra galimybé dvejopai pasirinkti gardele, egzistuoja susitarimai. Pavyzdziui, jei
tik imanoma, gardelé visada yra pasirenkama taip, kad ji nebuty B.

Galima jrodyti, kad kristalo pavirSiaus plokStumos tarpusavyje yra susijusios tokiais paciais simet-
rijos reiskiniais kaip ir gardelés sienelés, t.y. rotacijos asimis, veidrodziais, simetrijos centrais ir rotaci-
jos inversinémis aSimis. Todél kristalai gali biiti klasifikuojami remiantis simetrijos grupiy reiskiniais,
siejanciais kristaly pavirsius. Kiekviena $iy grupiu yra vadinama taskine grupe ir atitinka viena galima

unikalia kristalografiniy simetrijos reiskiniy derini.
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Norédami lengviau isivaizduoti tasky grupes, panagrinékime 4.11 pav. Matome, kad kristalo pa-
vir§iai yra atspindéti xy, xz ir yz plokStumose, t.y. egzistuoja trys viena kitai statmenos veidrodinés
plokstumos. Paveikslo viduryje pazyméti taskai susije tokiais paciais simetrijos reiskiniais kaip ir (a)

dalyje. O (c) dalyje yra plokstuminis ty paciy reiskiniy vaizdas.

®

@®

|/ay
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N

(a) (b) (c)

4.11 pav. Taskiniy grupiy vaizdavimo plokstumoje paaiskinimas [10]

4.12 pav. yra pavaizduoti visi galimi tasky deriniai. Tokios yra 32 taskiniy grupiy simetrijos. Jos
sugrupuotos kolonomis pagal pagrindines asis, kurios yra statmenos jisy skaitomam knygos puslapiui.
Pirmoje eilutéje pavaizduota tik pagrindiné simetrijos asis. Tolesnése eilése papildomos simetrijos yra
pridedamos kaip pavaizduota kair¢je. IS 42 gauty deriniy tik 32 yra unikalios tasky grupés. Likusios

desimt yra ekvivalentés, tai rodo lygybés zenklas.
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4.12 pav. 32 taskiniy grupiy vaizdas plokStumoje [10]
Parinkdami viena i§ 32 taSky grupiy ir vieng i§ 14 Bravais’o gardeliy, galime gauti 230 unikaliy tas-
ky issidéstymy erdvéje. Sie iSsidéstymai yra vadinami erdvinémis grupémis (space group), kurios aprago

visus galimus buidus, kaip iSdéstyti identiSkus objektus begalingje gardeléje.
4.4.4. Rentgeno spinduliy difrakcija, Brego désnis

Laue (Max von Laue) 1912 m. parodé, kad kristalai difraguoja rentgeno spindulius. Rentgeno
spinduliai jau buvo Zinomi nuo 1895 m. (atrado Konradas Rentgenas (Conrad Wilhelm Rontgen), bet
ju fizikiné prigimtis nebuvo Zinoma. Bandant nustatyti, ar rentgeno spinduliai yra dalelés, ar bangos,
buvo daromi jvairiis bandymai. Bregas (sir W. L. Bragg) pastebé&jo panaSuma tarp kristaly difrakcijos
ir {prastinio atspindzio ir iSved¢ paprasta lygti, kuri apraso difrakcija kaip atspindi nuo gardelés ploks-

tumuy.
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Jeigu du rentgeno spinduliai (1) ir (2 ) ant dviejy plokStumy P; ir P,, tarp kuriy yra atstumas d
(4.13 pav.), krenta kampu 0, tai elektronai, esantys taskuose O ir C, pradés vibruoti, ir vibruojantys
kraiviai skleis spindulius visomis kryptimis. Ta kryptimi, kuria susidarys antriniai spinduliai 1’ ir 2’,
tarsi atsispindéj¢ nuo plokStumy kampu 0, susidarys maksimalaus intensyvumo difragaves spindulys,
jeigu spinduliy 1° ir 2’ fazés sutaps. Nubrézus aukstines i$ O | A ir B, aisku, kad Z40C = ZBOC = 0.
Todél AC = BC, ir bangos spindulyje 2’ sutaps faze su spinduliu 1°, jei AC+CB (=24C) yra sveikas

bangos ilgiy A skaicius. Tai iSreiSkiama lygtimi:
24C=nA. (1)
Cia n yra sveikas skai¢ius. 4C/d =sin@ | todél pakeite gauname Brego désni;

2dsinf =nl (2)

4.13 pav. Difrakcijos salygos (Brego désnis) [10]

Nors 4.13 pav. yra parodytas konkretus difrakcijos atvejis, désnis tinka bet kokiai plokStumose
esanciy tasky porai. Nustatant Brego désni, elektrony tankis buvo ,,paskirstytas* abiejose plokstumose.
Tikrovéje elektrony tankis yra pasiskirstes ir tarp plokStumuy, jis didesnis aplink kristalo atomy bran-
duolius. Taciau dél kristalo periodiSkumo tam tikromis kryptimis nuo kristalo plokstumy atsispindi

Rentgeno spinduliai (tai vyksta, kai patenkintos Laues (von Laue) salygos).

P

4.14 pav. Visy kristalo tasky iSsklaidyti spinduliai susisumuoja ir, jei patenkintos Laues salygos,
del konstruktyvios interferencijos gali atsirasti atspindys.
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4.4.5. Duomeny rinkimas, skiriamoji geba

Baltymo kristalas, esantis buferio lase, yra dedamas i kapiliarini vamzdelj, kuris yra pritvirtinamas
prie goniometrinés galvutés (goniometer head). Goniometrin¢ galvuté yra prietaisas, galintis pasukti
kristala pagal visas tris aSis taip, kad kristalas islikty toje pacioje vietoje, Rentgeno spindulio kelyje.
Peréjusi per kristala tik nedidelé dalis spinduliy difraguoja. Sie jvairiais kampais nukrype spinduliai
yra iSmatuojami detektoriumi (4.15 pav.). Difragave spinduliai detektoriuje sukelia atspindzius, kuriy
intensyvumas skiriasi. Siame pav. detektorius yra schemiskai parodytas kaip vertikalus ovalas su pri-

pildytais atspindziais, kurie yra fiksuojami.

4.15 pav. Kristalografiniy duomeny rinkimas [9]

Kristalas difraguoja rentgeno spindulius. I$sklaidyti spinduliai sukelia skirtingo intensyvumo sig-
nalus detektoriuje. Tik dalis atspindZiy matomi vienu metu. Visi atspindziai gali bati uzfiksuoti tik
stumdant detektoriy ir sukiojant kristala. A — rentgeno spinduliu Saltinis, B — neuzregistruoti atspin-
dziai, C — uzregistruoti atspindziai, D — spindulys, einantis i§ rentgeno spinduliy Saltinio, E — difraga-
ves spindulys.

4.16 pav. parodytas baltymo kristalo Rentgeno difrakcijos vaizdas, uzfiksuotas detektoriuje. Tam-
sios démés parodytos ten, kur pateko Rentgeno spinduliai, o démés dydis ir tamsumas yra proporcin-
gas peréjusio spindulio intensyvumui. Sios démés yra vadinamos atspindziais (reflections), nes jos at-
siranda tarsi buty atsispindé€jusios nuo atomuy plokStumu kristale. Matome skirtingo intensyvumo at-
spindzius. Balta figiira, einanti iki centro, yra metalinio ekrano, kuris neleidzia patekti pirminiam, arba
tiesioginiam spinduliui { detektoriy, Sesélis. Paiame centre yra juodas taskas, sukeltas nedidelés dalies

pro ekrang praéjusio pirminio spindulio (direct beam, incident beam).
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4.16 pav. Rentgeno difrakcijos fotografija [10]

4.16 pav. parodyta difrakcinio vaizdo, gauto tiriant poras formuojancio kolicino 4 baltymo frag-
mento kristalus, 4£0/ plokstuma. Elektroninis detektorius iSmatuoja kiekvieno atspindzio padéti bei in-
tensyvuma ir perduoda $ia informacija kompiuterinei duomeny analizei. Naudojant monochromatini
Saltini ne visi atspindZziai gali biiti stebimi vienu metu (vienoje kristalo orientacijoje), todél norint uzra-
Syti pilna difrakcijos duomeny rinkinj, kristalas turi biiti sukiojamas ir uzregistruojama daug tokiu pa-
veiksly, koks parodytas 4.16 pav.

Difrakcinio vaizdo kraStuose esantys atspindziai turi informacija apie smulkesnes struktiiros deta-

les. Juo didesniu kampu difragave spinduliai yra uzfiksuojami, juo didesné yra gaunamos strukttiros

skiriamoji geba (resolution). 4.17 pav. yra palyginti keli skirtingos skiriamosios gebos difrakciniai
vaizdai (kairéje pus¢je). DeSinéje pusé¢je parodytos strukiiros, gaunamos naudojant difrakcinius vaiz-
dus. Juo mazesniame rate esancius difrakcinius duomenis naudojame, juo maziau struktiriniy detaliy

galime jzidiréti, t.y. juo mazesné yra skiriamoji geba.
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4.17 pav. Struktiiros skiriamoji geba [9]

4.17 pav. kair¢je yra parodyti trys difrakciniai vaizdai, o deSinéje — struktiiros, gautos naudojantis
Siais vaizdais. Juo labiau nutolusius nuo centro atspindzius naudojame analizei, juo daugiau detaliy
suzinome apie nagrinéjama struktiira, t.y. tuo didesné yra gautos struktiros skiriamoji geba.

Panasiai kaip ir optinés mikroskopijos atveju, skiriamoji geba, atliekant rentgenostruktiring anali-
zg, negali biti Zymiai geresné uz spindulio bangos ilgi. Kaip rasyta anksc¢iau, rentgeno spinduliy, nau-
dojamy analizei, bangos ilgis yra 1 A eilés, o maksimali skiriamoji geba, kuria galime pasiekti yra apie
0,5 A. Reali skiriamoji baltymy geba yra dar mazesné, dazniausiai apie 2 A. Regimosios §viesos ban-
gos ilgis yra apie 500 nm, o maksimali optiniy mikroskopu skiriamoji geba yra apie viena mikrona.

Todél mazesniy objekty negalime jziiiréti paprastu optiniu mikroskopu.
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4.5. Baltymo struktiiros sprendimas

4.5.1. Jvadas

Surinkus duomenis, sprendziama baltymo struktiira. 4.18 pav. pavaizduota bendra sprendimo stra-
tegija, sudaryta i$ daugelio etapy, kuriuos nagrinésime iSsamiau. Kairéje vertikalios punktyrinés linijos
pusé¢je parodyti veiksmai, atlickami atvirkstinéje erdvéje (su difrakciniais atspindziais), o deSinéje pu-
s¢je — atliekami realioje erdvéje (su realia kristalo struktiira). Matematinis veiksmas, kuriuo pereinama

i$ realios 1 atvirksting erdve ir atgal, yra vadinamas Furjé (Fourier) transformacija (FT).

Duomeny AtvirkStine ©  Reali
rinkimas edrve Doerdvé
] Elektroninig
> FT ——— | tankia
Intensyvumai : Zemélapis
ir fazés B l— p()( y z]
Patikslintos : Molekulinis
fazés ] modelis
Atvirkstings I : Realios
erdves : rdvés
/ _ e—|i-————f-———— L erdveés
paklaidos : pakiaidos
maZinimas : A mazinimas
| Patikslintas
Pradinés ar modelis
| ankstesnés
fazés
A4
Tatikcl; LT
Apskaitiuotos je— T < : Iudtik?lmt-db
faré Zemélapis
azes

4.18 pav. Baltymo struktiiros sprendimo bendra strategija [9]
4.5.2. Struktiuiriniai faktoriai: atspindZiy banginis apraSymas
Kiekvienas atomas kristalinéje gardeléje veikia kiekviena atspindj difrakciniame vaizde. Kiekvie-
na difragavusi rentgeno spindulj, sukélusi atspindj difrakciniame vaizde, galime apraSyti Furjé eiluté-

mis. Furjé eilutés, aprasancios difragavusi spindulj, yra vadinamos struktiirinio fakrtoriaus lygtimis.

Atspindzio hkl apskaiCiuota Furjé suma yra vadinama struktiiriniu faktoriumi, koeficientu, daugikliu

Fui. Jeigu kristalinéje gardeléje yra Sesi atomai nuo A iki F, ir jeigu atomo A difrakcija pazymime f,
tada vienas difragaves spindulys, sukeliantis viena atspindj, gali biiti aprasytas tokia struktiirinio ele-

mento lygtimi:

FhklzfA+fB+---+fﬂ 3)
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Struktiirinio elemento lygtis (3) rodo, kad kiekvienas atspindys difrakciniame vaizde yra visy kris-

talinés gardelés atomy difrakcijos rezultatas.

4.5.3. Elektroninio tankio Zemélapiai

Rentgeno spindulys, einantis per kristala, difraguoja dé¢l saveikos su elektronais, esanciais kristale.
Todél rentgenostruktirinés analizés eksperimentinis rezultatas yra elektrony i$sidéstymo nustatymas.
Sis elektrony i$sidéstymas (arba tankis) atspindi molekulés forma, panasia i van der Valso (van der
Waals) pavirsiaus forma. Kristale baltymuy molekulés yra iSsidésc¢iusios periodiskai, todél elektrony
tankis gali biiti apraytas matematiskai kaip periodiné funkcija p(x, v, z). Si funkcija apraso elektrony
tankj visoje kristalin¢je gardeléje. 4.19 pav. parodytas grafinis tokios funkcijos vaizdas. Galutinis kris-
talografijos tikslas yra istatyti realia cheming struktiira i $i elektroninio tankio Zemélapi, kaip 4.19 pav.
yra parodytas keletos aminoriigs¢iy peptidas (glicinas-histidinas-alaninas-valinas-histidinas-

izoleucinas).

4.19 pav. Baltymo fragmento elektroninio tankio kontiirinis Zemélapis su ji atitinkan¢iomis che-
minémis aminorigsciy struktiromis [13]

Elektroninio tankio zemélapis yra periodiné funkcija, kuria galima aprasyti Furjé eilutémis. Kaip
galima paraSyti kiekvieno atomo struktiirinio elemento lygti, taip galima parasyti ir kiekvieno erdvés
elemento kristalingje gardeléje lygti. Kiekvienas Furjé eilutés démuo gali buti parasytas taip, kad jis
atspindéty tam tikro erdvés elemento elektrony difrakcija (tanki). Jeigu gardelé yra padalyta i n ele-
menty ir vidutinis elektrony tankis elemente m yra p,, tada vienas difraguotas spindulys gali biiti ap-

raSytas struktirinio elemento lygtimi:

Fy=f(p)+f(p)+etf(pa)+t1(p) )

Taigi gauname daug lygciy, aprasanciy atspindziy priklausomybg nuo elektrony tankio. Kiekvieno
atspindzio intensyvumas suteikia informacijos apie Furjé démens amplitude. Kiekvienas démuo yra
kompleksinis skaicius, kuriam aprasyti reikia dviejy daliy — realiosios ir menamosios, arba amplitudés
ir fazés. Taciau detektorius nesuteikia informacijos apie atspindzio faze, kuri yra biitina, kad i§ struktu-

rinio elemento lyg€iy apskaic¢iuotume elektroninio tankio zemélapi.
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4.5.4. Faziy nustatymas

Elektroninio tankio Zemélapi p(x, y, z) su difrakciniu vaizdu sieja lygtis:

_ 1 —27!1'(hx+ky+lz)
) -, F
pler2)=y, 2.2 2 e . 5)

Cia h, k ir [ yra atspindziy indeksai, o Fjy yra struktiirinis elementas, aprasantis atspindi.
Kiekvienas struktiirinis elementas iSsamiai apraso difragavusi spindulj, kuris sukelia atspindj 4kl. Jo
daznis yra toks pat, kaip ir rentgeno spinduliy $altinio, o jo amplitudé yra proporcinga (Zyu)">, t.y.
atspindzio Akl pamatuoto intensyvumo [y kvadratinei Sakniai. Taciau fazé yra nezinoma, o ji yra

bitina modeliui sudaryti. Fazés turi biiti iSsprestos kiekvienam i$ tiikstanciy atspindziy.

Fazés gali buti nustatomos daugkartinio izomorfinio pakeitimo (multiple isomorphous replace-

ment, MIR), arba molekulinio pakeitimo (molecular replacement) budu. Jeigu egzistuoja iSspregsta

struktiira, kurios baltymo seka yra homologiska nagrinéjamam baltymui ir jos kristaliné gardelé yra
tokia pati, tada galima naudoti molekulinio pakeitimo biida. Tokiu atveju iSsprgsto baltymo struktiira
yra talpinama i nagrin¢jamo baltymo kristaling gardele, apskaiiuojamos pirminés fazés. Véliau kiek-
viena fazé yra tikslinama (refinement).

Jeigu néra panaSios iSsprgstos struktiiros (taip dazniausiai ir biina), tada fazés nustatomos
izomorfinio pakeitimo biidu, naudojant sunkiuosius metalus. Baltymo kristalai yra dedami i praskiesta
Hg, Pt arba Au jony tirpala tikintis, kad tam tikras jonas specifiSkai prisijungs prie konkrecios baltymo
vietos ir nepakeis nei baltymo konformacijos, nei kristalinés gardelés. Gyvsidabrio jonai specifiskai
prisijungia prie cisteino SH grupiy, todél kartais cisteinas yra specialiai ivedamas i baltyma, naudojant
molekulinés biologijos metodus. Jeigu toks prisijunggs sunkusis atomas pakankamai veikia visus (dau-
gel) atspindZzius, tada galima nustatyti jy faze vektorinés sumos biidu. Dazniausiai reikia bent keliy
kristaly su sunkiaisiais metalais. Sunkieji metalai biitini, nes tik didelés masés atomai pastebimai vei-
kia atspindZiy intensyvuma. Pastaruoju metu daZzniausiai naudojamas faziy nustatymo metodas yra
daugelio bangos ilgiy anomalios difrakcijos eksperimentas (MAD, multiwavelength anomalous dif-

fraction).

4.5.5. Molekulinio modelio sudarymas ir tikslinimas

Pirmasis elektroninio tankio zemélapis gali buiti gana neinformatyvus. Jis turi bati tobulinamas ite-
raciniu biidu, tiksliau nustatant fazes. Fazés tikslinamos elektrony tankio zemélapio modifikacijos me-
todais (density modification). Modelis gali biiti tikslinamas kvadraty sumos mazinimo metodu naudo-
jant baltymo atomuy, sustatyty i elektroninio tankio Zzemélapi, koordinates. 4.18 pav. parodyta veiksmy
schema, kuriais sudaromas aukstos kokybés baltymo modelis. Vertikali punktyriné linija skiria veiks-
mus, atliekamus atvirkstinéje erdvéje (kairéje), nuo veiksmuy, atlickamy realioje erdvéje (deSinéje).

Tikslinant atvirkstin€je erdvéje tobulinamos intensyvumy ir faziy reikSmés, o realioje erdvéje stebima,
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kad modelis kuo tiksliau atitikty elektroninio tankio zemélapi ir kovalentiniy rysiy ilgiai, kampai ir su-
kimo kampai biity realistiski.

4.20 pav. parodytas baltymo grandinés fragmentas. Peptidinio rySio sukimo (torsinis) kampas be-
veik visada lygus 180 laipsniy, t.y. NH ir CO grupés i$sidésciusios plokStumoje, o H ir O atomai nuto-
le kuo toliau vienas nuo kito (taip yra dél to, kad peptidinis rySys yra i§ dalies dvigubas). Taciau kity
dviejy jungéiy sukimo kampai (y ir ¢) gali kisti, jie nevienodi a spiraléje ir B struktiiroje. 4.21 pav.

pavaizduotas Ramacandrano zemélapis (Ramachandran map), kuriame parodytos dazniausios $iy su-

kimo kampy vertés. Pavyzdziui, a spiralés ¢ kampas yra mazdaug nuo —50 iki —150 laipsniy.

4.20 pav. Baltymo peptidinés grandinés sukimo kampuy v ir ¢ apibrézimas [13]

4.21 pav. Ramacandrano Zemelapis, parodantis dazniausias sukimo kampuy y ir ¢ vertes baltymy
strukttrose [13]

Nors a spiralése ir § sluoksniuose vyrauja gana grieztai apibréztos kampy vertés, taciau baltymuo-
se imanomos jvairios vertés, ypac glicine, kur Soniné grupé (vandenilio atomas) beveik nesudaro steri-

nio trukdymo.
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4.2 lentelé. Kristalografiniy duomeny rinkimo statistikos pavyzdys

Matuojamas dydis Verté
sujungimo R-faktorius (remiantis /) 0,0426
Skiriamosios gebos riba 2,2 A
Stebéty atspindziy skaicius 20 478
Unikaliy atspindziy skaicius 5473
Vidutinis kiekvieno atspindzio stebéjimy skaicius 4,0
Proc. stebéty/teoriniy atspindZiy, stebéty 2,7 A skir. geba 98
Proc. stebéty/teoriniy atspindZiy, stebéty 2,4 A skir. geba 36

4.2 lenteléje parodytas kristalografiniy duomeny statistikos pavyzdys. R-faktorius parodo duome-

ny kokybg. Apytiksliai vertinant, jeigu R verté yra didesné negu 20 proc. (0.2), tai struktiiros kokybe

stebimas teorinis

yra nepatenkinama. R-faktorius parodo, kiek tiksliai atspindi . Yra lyginami eksperi-
mentiSkai stebéti ir teoriSkai apskaiciuoti atspindziy intensyvumai.

Taip pat iS lentelés matome, jog skiriamoji geba rodo maksimalia riba, uz kurios jokiy atspindziy
nerandame (2.2 A). Tagiau ne visus teoriskai apskaiciuotus atspindZius matome ir esant maZzesnei ski-
riamajai gebai (duomeny rinkinys néra pilnas). Visame duomeny rinkinyje buvo matomi tik 98 proc.

teoriskai galimy atspindZiy. Kiekvienas atspindys buvo stebimas vidutiniskai keturis kartus, .

4.6. Rentgenostruktiirinés baltymy analizés naudojimas

4.6.1. [vairiis baltymy struktiiros vaizdavimo biidai

4.22 pav. yra parodyta, kaip kristalizuojasi tipiskas baltymas. Kaip matome, kristale dideli tiiri uz-
ima vanduo — tarp molekuliy yra dideli tarpai, kuriuos pripildo vanduo. Siuo atveju imunoglobulino
Fab MCPC603 kristale vanduo uzima apie 70 proc. tiirio. Pav. parodytos keturios kristalinés gardelés,
imunoglobulino molekulés parodytos linija, kuri dengia tik polipeptidinés grandinés atomus. Néra pa-
rodytos aminorig§¢iy Soninés grandinés. Trikampiu pazyméta trigubos simetrijos asies vieta, o
dvigubos simetrijos aSis eina per vidurj tarp dvieju trikampiy. Imunoglobuliny molekulés sudarytos i§

lengvyju ir sunkiyjy grandiniy. Triju molekuliy sunkiosios grandinés pavaizduotos ryskia linija.
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4.22 pav. Imunoglobulino Fab MCPC603 kristalo struktiira. Parodytos keturios kristalinés garde-
lés, padedancios isivaizduoti baltymy i$sidéstyma kristale [8]

IS Sio paveikslo lengva isivaizduoti baltymy molekuliy i$sidéstyma kristale, bet atominés detalés
neisryskéja. Juy parySkinimui naudojamos ivairios schemos. Pavyzdziui, 4.23 pav. parodytas flavodok-

sino modelio pjiivis. Matome, kaip tankiai yra iSsidéste baltymo atomai.

4.23 pav. Flavodoksino baltymo modelio pjiivis, atsizvelgiant i atomy van der Valso spindulius.
Trys vienas uz kito einantys pjliviai yra nutolg vienas nuo kito per 1 A. Skai¢iai rodo Co. atomy
vietas. Punktyrine linija parodyta prostetiné FMN grupé¢ (paveikslo virSuje) [8]
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4.23 pav. matome, kokiu tankiu priglunda vienas prie kito kaimyniniy aminorugs¢iy atomai. Taip
pat gerai matyti santykiniai atomuy dydziai. Taciau ir Siame pav. sunku isivaizduoti molekulines deta-
les. Tam labai naudingi trimaciai vaizdai, kuriuose matomas ir giluminis nutolimas tarp atomuy. Vienas
i$ biidy tai pavaizduoti plokStumoje yra stereovaizdas, kuriame viena Salia kitos parodytos dvi struktii-
ros, pasuktos keletu laipsniy viena kitos atzvilgiu. Jis yra daznai naudojamas publikacijose, taciau
Siandien yra lengviau stebéti baltymy strukttiras kompiuterio ekrane.

4.24 pav. parodyta zmogaus karboanhidrazeé, pavaizduota ivairiais budais, naudojant Accelrys
Viewer nemokama nuosavybing programa, arba laisvas programas, pvz. Rasmol, Pymol, Coot. Pabré-
ziami jvairts biidai, naudojami fermento-inhibitoriaus (slopiklio) saveikai vaizduoti. A dalyje parodyta
antrin¢ baltymo struktiira, matome, kad vyrauja beta struktiira. Centre yra aktyviojo centro katalizinis
cinko atomas. B dalyje parodytas baltymo visy atomy pavirSius. C dalyje linijomis parodytos visos bal-
tymo kovalentinés jungtys. Taciau, norint detalesnio saveikos vaizdo, svarbu parodyti ir tarpatominius

atstumus (D dalis).
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A dalis

C dalis D dalis

4.24 pav. Karboanhidrazés struktiira pavaizduota Accelrys Viewer programa, naudojant baltymy
duomeny bazés faila 1AZM.pdb. A. Juostinis vaizdavimas, pabréziantis antring baltymo struktiira,
raudonai parodytos o spiralés, Zydrai — B strukttros. Aktyviojo centro cinko atomas — didelé sfera
(van der Valso spindulys). Acetazolamido (slopiklio) struktiira parodyta prisijungusi prie cinko
atomo, ryS$iai atvaizduoti kaip lazdelés, o su baltymu saveikaujantys atomai — kaip mazos sferos.
B. Ta pati struktiira, kaip A, tik parodytas baltymo pavirSius. Mélyna spalva parodyti teigiami
kriiviai, o raudona — neigiami. C. Ta pati struktira kaip ir A, tik parodyti visi baltymo atomai, azo-
to atomai pazyméti mélynai, deguonies — raudonai ir t.t. D. Didesné fermento aktyviojo centro da-
lis, svarbi slopiklio saveikai su baltymu. Saveikaujantys atomai — mazos sferos, pamatuoti kai ku-
rie tarpatominiai atstumai

4.25 pav. molekulés struktira parodyta naudojant terminius elipsoidus. Sis vaizdavimo bidas yra
daznai naudojamas pavaizduojant mazas molekules (ne baltymus). Elipsoidas yra tokio dydzio, kokio-
je erdveés dalyje tikimybé aptikti zymima atoma lygi 50 proc.. D¢l Siluminio judéjimo atomy koordina-

tes negalima visiskai tiksliai nustatyti.
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4.25 pav. Organinés molekulés struktiira, pavaizduota terminiais elipsoidais [13]

4.6.2. Naudojimasis baltymy duomeny baze

Daugelis i$spresty baltymy struktiiry yra suraSytos { duomeny bazg, kuria gali visi naudotis laisvai

internete adresu http://www.rcsb.org. Siuo metu joje jau yra apie 50 000 struktiiry. Kiekviena struktiira

yra aprasyta PDB formato faile. Failo pradzioje yra struktiiros apra§ymas, autoriai, publikacijos, krista-
lografinés gardelés, statistikos apraSymas. Didziausia failo dali uzima kiekvieno baltymo atomo koor-
dinatés, ju Siluminiai faktoriai kurie apraSo tikimybe rasti atoma tam tikru atstumu nuo jo koordinaciy,

ir uzimtumai, kurie parodo, koks procentas kristalo elementariy gardeliy turi nurodytus atomus.
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6. AngliSky terminy rodyklé

crystal unit cell, 130
absorbance, 87

acquisition time, 114

adiabatic calorimeter, 31
anisotropy, 83

baltymai, 6

chemical shift, 108

collisional quenching, 83
correlated spectroscopy, 114
critical point, 23

cross-peaks, 115

differential scanning calorimetry, 52
downfield, 108

enthalpy, 17

entropy, 18

exact differential, 15

expansion coefficient, 14
fluorescence, 79

fluorescence quenching, 83
fluorescence resonance energy transfer, 84
Fourier transformation, 113
free induction decay, 113

Gibbs free energy, 19
gyromagnetic ratio, 104

heat capacity, 18

heat conduction calorimeter, 31
Helmholtz free energy, 18
high-throughput screening, 70
inexact differential, 15

inner filter effect, 101
international conference, 12
intersystem crossing, 81
intrinsic or natural lifetime, 83
isothermal titration calorimetry, 30
lattice points, 131
luminescence, 79

magnetic moment, 104

magnetic or directional quantum number, 105
Massieu function, 19

molar extinction coefficient, 88
molecular replacement, 141

multiple isomorphous replacement, 141
non-radiative decay to Sy, 82

nuclear angular momentum, 104
nuclear magnetic resonance, 104
nuclear Overhauser effect spectroscopy, 115
nuclear spin, 104

phosphorescence, 79

Planck function, 19

power compensation calorimeter, 31
quantitative structure-activity relationship, 91
quenching, 80

Ramachandren map, 142

refinement, 141

resolution, 137

sample cell), 34

saturation, 107

shielding constant, 107

signal to noise ratio, 114

space group, 134

spin-spin coupling, 110

state function, 16

steady-state fluorescence, 79

Stokes shift, 82

structure-activity relationship, 91
thermodynamic property, 16
thermopile/thermocouple, 34
time-resolved fluorescence, 79

total correlation spectroscopy, 115
transmittance, 87

tripple point, 23

upfield, 108
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