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1. Darbo tikslas

Susipazinti su biologiSkai aktyviy molekuliy saveikos désningumais.

2. Darbo uzduotys

1. Susipazinti su skirtuminés sugerties spektroskopijos matavimo metodika.

2. Pagaminti fosfatinio buferio (PBS) tirpala (pH=7.2).

3. Paruosti nedidelés koncentracijos (C=10°M) porfirino tirpala bei didelés
koncentracijos (C=10~ — 10*M) mogaus serumo albumino (HSA) arba buliaus serumo
albumino (BSA) tirpalus.

4. ISmatuoti porfirino sugerties spektra.

5. Apskaiciuoti porfirino, saveikaujancio su baltymu, skirtuminius sugerties spektrus
esant {vairioms idéto baltymo koncetracijoms.

6. Naudojantis tyrimy rezultatais pagal Skecardo metodika nustatyti baltymo saveikos
su porfirinu pobudi, saveikos konstanta Ks,y, baltymo suriSimo centry skaiciy.

7. Ivertinti atlikty matavimy paklaidas.

3. Teoriné dalis

3.1 Veiksniai, sudarantys salygas molekuliy jungimuisi.

Visos lastelés yra sudarytos i§ molekuliy, todel aisku, kaip svarbu Zinoti molekuliy
saveikos mechanizmus, kuriy déka jos jungiasi tarpusavyje. Yra zinoma, kad mazy
molekuliy prisijungimas prie dideliy yra daugelio biologiniy procesy pagrindas, pvz., maisto
medziagy metabolizmo, hormony veikimo. Molekuliy tarpusavio saveika lemia tokius
procesus kaip raumeny susitraukimas, antibiotiky veikimas, nerviniy impulsy perdavimas ir
t.t.

Veiksniai, lemiantys molekuliy asociacija:

1. Van der Valso (Van der Waals) saveikos;

2. Elektrostatinés saveikos;

3. Vandenilin¢ jungtis;

4. Hidrofobinés saveikos;

5. Atitikimo (komplementarumo) principas.

1. Van der Valso sqveikos. Visi atomai arba molekulés daugiau ar maziau traukia
vieni kitus. Paprastai, nagrin¢jant dideles sudétingas molekules, iSskiriamos Van der Valso
jégos: indukcinés, dispersinés ir stimos. Jeigu Salia neutralios molekulés atsiranda kita
molekulé, turinti dipoli, tai kriiviy indukcijos déka ji sukuria prieSingo Zzenklo krivi
tiriamoje molekuléje. Dél to molekulés pradeda viena kita traukti. Indukcinés saveikos
potencialas U j,4 ~ —ZI/ R%. Van der Valso jégos gali pasireiksti ir tada, kai abi molekulés
neturi dipolio. Kriiviy fliuktuacijos vienoje molekuléje déka susidaro dipolis dy , kuris savo
ruoztu indukuoja priesingo zenklo dipoli d;,4 kitoje molekuléje, ir jos pradeda saveikauti.
Saveikos dydis priklauso nuo molekuliy poliarizuojamumo. Kuo  didesnis
poliarizuojamumas, tuo didesné tikimybé kriiviams persiskirstyti.
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skvarba. Reikia pastebéti, kad saveika tarp molekuliy trunka ~ 10™'%, tagiau per tiek laiko



kriiviai molekulése suspéja persiskirstyti ir saveika ,,ivyksta®“. Stimos Van der Valso jégos
pasireiskia, kai atstumai tarp molekuliy tampa visai mazi. Tokiu atveju molekuliy orbitalés
pradeda persikloti, o ardancios orbitalés — pildytis. Kadangi ardancios orbitalés labiau ardo

negu rifanios riSa, atsiranda stiima. Stiimos potencialas U, ~ e ". Kiekybiskai lyginant
visas Van der Valso saveiky riisis, indukcinés saveikos yra silpniausios, dispersinés —
toliausiai veikiancios, todél bendra potenciala galima biity iSreiksti:
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2. Elektrostatinés sqveikos. Elektrostatinés saveikos atsiranda tik tarp kriivi turinciy
molekuliy (dipoliy). Zinome, kad elektrostatiné saveika iSreiSkiama Kulono désniu:
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Neapibreztas dydis Sioje formuléje yra dielektriné skvarba ¢, kadangi jos dydis taip
pat priklauso nuo atstumo tarp molekuliy:

g:D—DT_le”{(RS)2 +2RS+2}, (4),

kur D=78, §=0.3. Tai empirin¢ formul¢ vandeniui. Si priklausomybé rodo, kad esant
maziems atstumams, dielektriné skvarba apytiksliai lygi vienetui. Did¢jant atstumui, &
spar¢iai didéja ir tada, kai atstumas 20A pasiekia stacionary dydi. Kaip rodo tyrimai,
atstumas, pavyzdziui, tarp karboksilo jono ir Ca*” jono sudaro vos 2.4A. Esant tokiam
atstumui sunku tiksliai nusakyti € vertg. Didéjant atstumui, ¢ kitimas pasidaro neZymus,
palyginti su ZI/ R2 priklausomybe.

Nagrinéjant saveikas vandeniniuose ar kituose tirpikliuose, svarbu atsizvelgti { jony
solvatacijos reiSkini. Jis kaip tik ir atsiranda dél elektrostatiniy saveiky tarp vandens ir
iStirpusios medziagos molekuliy. Vandens molekulés apgaubia kiekviena kriivi neSanti
objekta. Hidratacijos efektas paprastai lemia tokius reiSkinius kaip riig8ciy ir Sarmy
stiprumas, ATP hidrolizés laisvoji energija, metalo jono saveikos su neigiamai jkrauta grupe
stiprumas ir kt.

3. Vandenilinés jungtys. Viena i§ svarbiausiy biologiniy molekuliy silpnuy saveikos
ruSiy yra vandeniliné jungtis. Pagrindinis vandeniliniy rySiy pavyzdys yra vanduo.
Pastebéta, kad vanduo, biidamas skystas, iSlaiko tam tikra i leda panaSia struktiira.
Kiekvienas vandens deguonies atomas kovalentiSkai susijungia su dviem vandenilio
atomais, tuo tarpu sudarydamas ir po dvi vandenilines jungtis su kity molekuliy vandenilio
atomais. Vandenilinés jungties ilgis ~2.8A. Siy jungéiy déka vandenyje yra lickamoji
struktiira, primenanti cikloheksano Ziedus (susijungia trys H,O molekulés), sujungtus
tarpusavyje. Bendru atveju vietoj deguonies atomo gali biiti azotas, fluoras, siera. Taciau
tarpe biitinai turi biiti vandenilio atomas. Vandeniling jungti galime vadinti donor-
akceptorine. Vandenilinés jungties potenciala iSreiSkiame:

Uy =D{l—e "™} -D, (5),

kur D — vandenilinés jungties disociacijos energija, a ir rp - konstantos. Reikéty pazymeéti,
kad vandenilinés jungties energija yra 4—6 kartus didesné negu Van der Valso jungties
energija (Eg = (16+24)kJ/mol).

4. Hidrofobinés sqveikos. Pagrindinis tirpiklis biologiniuose objektuose yra vanduo —
molekulé, turinti dipolini momenta (~2.8 debajai). Patekusi 1 vandeni, nepoliné molekulé
suardo nemaza vandeniliniy jungéiy, tod¢l padidéja vandens entalpija H (AH>0). Toliau



vandens molekulés stengiasi persiskirstyti taip, kad sudaryty kuo daugiau vandeniliniy
jungciy tarpusavyje (gali sudaryti net daugiau negu buvo). Kita vertus, nepoliné molekulé
sumazina vandens molekuliy judruma, dél to sumazéja entropija S (AS<0). Laisvosios
energijos pokytis AG = AH - TAS tokio virsmo (nepolinés molekulés peréjimas i vandenj)
metu padidéja, o tai yra nenaudinga energetiSkai. Tuo yra paaiSkinamas blogas nepoliniy
molekuliy tirpimas vandenyje. Jégos, ,,neleidziancios* iStirpti, vadinamos hidrofobinémis.
Nepolinés molekulés, blogai tirpstancios vandenyje, pavyzdziu gali biiti angliavandeniliai,
riebalai. Tokiy molekuliy agregacija irgi galima paaiSkinti hidrofobiniy jégu veikimu.
EnergetiSkai naudinga, kad tokios molekulés kuo mazesniu pavirSiumi saveikauty su
vandens molekulémis, o tai imanoma, jeigu tos molekulés sukimba kartu. Sukibusiy
molekuliy viduje susidaro nepolin¢ (hidrofobin¢) aplinka, be to, maziau vandens molekuliu
saveikauja su hidrofobinémis sritimis. Tokiu principu yra sudarytos visos biologinés
membranos. D¢l agregacijos vandens entropija padidéja, o tai energetiSkai naudinga.

5. Atitikimo (komplementarumo) principas. Kadangi tarpmolekulinés saveikos jégos
yra silpnos, molekulés gali stipriai susijungti tik tuo atveju, jeigu yra atitikimas tarp ju
pavirsiy ir jeigu rySyje dalyvauja daug atomy. Kad susidaryty tvirtas kompleksas, atitikimas
turi biiti pakankamai tikslus, t.y. pavirSiai turi biiti komplementaris. Jeigu viena molekulé turi
i8sikiSima (pvz.: —CHj3 grupé), tai kitoje molekuléje turi buti jdubimas; priesais teigiama kriivi
turi bti neigiamas ir pan. Grupé, sugebanti atiduoti protona, gali sudaryti vandeniling jungti,
jeigu prieSais yra komplementari grupé¢, turinti nepadalinta elektrony pora (O, N). Kad
susidaryty hidrofobinis rySys, nepolinés (hidrofobinés) grupés turi biiti viena priesais kita.
Vienas i§ svarbiausiy biochemijos principy (komplementarumo principas) formuluojamas
taip: dvi molekulés, kuriy pavirSiai yra komplementariis, stengiasi saveikauti ir sudaryti
ry$ius, o nekomplementarios molekulés nesaveikauja.

3.2. Porfirininio tipo pigmenty spektrai.

Porfiriny sugerties spektrams budinga tai, kad UV srityje ties 400 nm yra didelio
intensyvumo juosta, vadinama Soret juosta (SJ), o regimos Sviesos srityje stebimos mazesnio
intensyvumo (apie 1/10 SJ) juostos, vadinamos Q-juostomis. Toks spektras buidingas visiems
porfirininés kilmés pigmentams. 1 pav. a. pavaizduotas artimosios UV srities TPPS sugerties
spektras, o 1 pav. b. — regimosios srities TPPS spektras.

Hidrofobiniy jégu déka vandeninése terpése porfirinai lengvai sudaro pusiausvyrinius
agregatus. Esant didelei porfirino koncentracijai (C=10> — 10™*M), gali susidaryti dimerai,
trimerai ir aukStesnés eilés oligomerai. Porfiriny agregacija buvo uZregistruota
spektrofotometriskai, stebint ilgabangj Soret juostos poslinkj. Poslinkio dydis apie 30nm.

Mingéti porfiriny agregatai gali buti suardyti keliant aplinkos temperatiira. AukStesnése
temperatiirose silpnos jungtys, atsakingos uz porfiriny agregacija, yra nutraukiamos ir dimery
agregacijos juosta nuo 375nm pasislenka ilgabangén pusén iki 400 nm, o tai atitinka porfiriny
monomery sugerti. Porfiriny agregacijos laipsnis taip pat priklauso nuo terpés riigStingumo
(pH), jony saveikos. Taigi pagal Soret juostos spektring padétj ir forma galime kokybiSkai
nustatyti tirlamo porfirino agregacijos laipsni. Mazy koncentracijy tirpaluose (maziau nei
4-10° M) agregacija grei¢iausiai apribota dimerizacija, ir tirpaluose egzistuoja monomery ir
dimery dinaminé pusiausvyra. Manoma, jog dimerizacijai sudaro salygas porfiriny
hidrofobinés liekanos — jos vandeniniuose tirpaluose iSsidésto taip, kad hidrofobiné sritis
sudaryty kuo mazZesni plota, besilieCiant; su vandeniu. Numatoma struktira turéty biiti
,sumustinio® tipo dimeras, sudarytas i§ dviejy uZeinanciy vienas ant kito porfirino ziedy ir
stabilizuotas Siy ziedy n—mn elektrony saveikos.

I$skiriamos $ios ,,sumustinio* tipo dimerams biidingos savybés:



1. Soret juostai charakteringas didelis (10-20 nm) trumpabangis postiimis bei jos
iSplitimas.

2. Soret juostos ilgabangéje pus¢je yra petukai — sugerties juostos, kuriy ekstinkcijos
koeficientas 10* I/cm-M .

Kitas porfiriny agregaty modelis — dimerai, stabilizuoti Soninémis porfirino Ziedo
jungtimis. Siuo atveju molekulés yra kovalentiskai sujungtos per tiltel{ (pavyzdZiui, metino
—CH,-), ir todél jos gali i8sidéstyti erdvéje kampu viena i kita arba biiti vienoje plokstumoje.
Sie plokstuminiai dimerai lemia tokius spektry poky¢ius:

1. Soret juostos labai iSplinta bei pasislenka i ilgabangg sritj maziau negu ,,sumustinio*
tipo dimery atveju.

2. Zymiai iauga santykinis vibraciniy juosty intensyvumas.

Be jau apraSyty dimery egzistuoja dar keletas modeliy. Pvz., manoma, kad porfirinai gali
sudaryti ,,sumustinio” tipo dimerus, stabilizuotus ne Zziedu n—m saveika, o Soninémis
kovalentinés kilmés jungtimis (viena arba dviem). Tokio dimero spektrinés savybés panasSios {
,sumustinio“ tipo dimery savybes, taCiau skiedziant porfiriny tirpalus (mazinant
koncentracija), jie neskyla { monomerus.

Kovalentiskai sujungti agregatai gali buti daug aukstesnés eilés negu dimerai.
Manoma, kad porfirininés kilmés pigmento fotofrino II agregaty masé¢ siekia 30000. Laikant,
kad porfirininio ziedo masé lygi 600, agregatus sudaro net 50 molekuliy. Taciau tokiy
agregaty santykiné dalis tirpale yra nedidelé.
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1 pav. TPPS Soret juosta (a) ir regimosios srities spektras (b) (C=10° M).

3.3. Baltymuy bei amino riags¢iy sugerties spektrai.

Zinome, kad baltymai yra labai sudétingos molekulés, sudarytos i§ amino riigséiu.
Amino rigstys baltymuose yra sujungtos peptidinémis jungtimis, kurios pasizymi didele
sugertimi UV srityje. Baltyminiy molekuliy chromoforus (grupes, kurios gali sugerti
spinduliavima) patogu suskirstyti | tris grupes: peptidinés grupés, Soninés amino rugsciy
lickanos ir prostetinés grupés (nebaltyminé¢ fermento dalis, kuri reikalinga fermento
funkcionavimui).

Peptidinés grupés elektroninio Suolio n—7" sugerties juosta paprastai yra 210-220 nm
srityje. Jos intensyvumas yra nedidelis (&mx = 100 Mem™). Kur kas stipresné
(&max = 7000M'cm™) yra linija ties 190 nm. Ji apsprendZiama elektroniniu $uoliu T .
Amino riig§iy, tokiy kaip asparginas, glutaminas, argininas ir histidinas, Soniniy grupiy



sugerties juostos yra kaip tik peptidinés jungties sugerties srityje (ties 190 nm). Uzregistruoti
tokius Suolius beveik neimanoma, nes Siy Suoliy intensyvumas yra mazesnis uz peptidinés
jungties m—>7 §uoliy intensyvuma, be to, §iy amino riigiéiy baltyme yra Zymiai maZiau negu
peptidiniy jungciu. Todél daugiausiai informacijos suteikia tos amino riigstys, kuriy sugertis
pasireiSkia ties bangos ilgiais, didesniais nei 230 nm. Artimoje UV srityje yra aromatiniy
amino riig8¢iy, tokiy kaip fenilalaninas, tirozinas ir triptofanas, o taip pat dar dvieju Soniniy
grupiy — histidininés ir disulfidinio tiltelio (cistino) sugerties juostos. Triptofano sugertis daug
stipresné negu dvieju kity. Taciau jis retai sutinkamas baltymuose dideliais kiekiais, todél
tirozino jtaka { spektra tampa jaugiama. Fenilalanino &y gerokai mazesnis — apie 200 M cm’
" ties 250 nm. Todél aptikti ji baltyme, kuriame yra kity aromatiniy amino riig§&iy, optiniais
metodais beveik neimanoma. Fenilalanino sugertis ties 250 nm lemiama uZzdrausto T
peréjimo. Tirozino lokaliné simetrija yra Zymiai mazesne, o peréjimas ties 274 nm — Zymiai
intensyvesnis (&nax = 1400 M'em™). Triptofano Zoninés indolinés grupés spektras daug
sudétingesnis: pakankamai siaurame spektriniame intervale (240 — 290 nm) vyksta triju ar
daugiau riisiy elektroniniai Suoliai.

Cis (cisteino) sugerties matavimas yra apsunkintas velgi tuo, kad sugerties smailé ties
230 nm sutampa su peptidinés grupés sugerties sritimi. Disulfidiniy tilteliy sugerties juostos
iSsidésCiusios kiek toliau, ties 250 — 270 nm, taCiau ju intensyvumas yra per mazas
(&max = 300 M'em™), kad paveikty baltymo sugerties spektra.

Reikéty pazyméti, kad tiriamoje srityje (350 — 450 nm) baltymo sugertis yra daug
mazesné, negu porfiriny Soret juostos sugertis. Pavyzdziui, TPPS ekstinkcijos koeficientas
ties 400 nm yra 3 10° M'em™, o baltymo $ioje srityje — 2500 M'cm™. Taigi sugertis skiriasi
dviem eilém ir baltymo itakos i spektra galime nepaisyti.

3.4. Porfirino-baltymo komplekso sugerties spektras.

De¢l saveikos su baltymu porfiriny spektras pasikeicia: yra stebimas ilgabangis Soret
juostos poslinkis (5-10 nm), be to , Soret juosta susiauréja. Tai turéty reiksti, kad baltymas
suardo pusiausvyrinius porfirino agregatus. Pasislinkusios Soret juostos intensyvumas yra
proporcingas baltymo ir porfirino sudaryty kompleksy koncentracijai (susijungusio baltymo
koncentracijai). 6 pav. pavaizduota HP, ir HP saveikaujanc¢io su HSA, Soret juosta.
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2 pav. Hp (1) ir Hp saveikaujancio su baltymu (2) Soret juostos (C=10'4 M).

Zinome, kad tam tikros medZiagos tirpalo optinis tankis yra tiesiikai proporcingas
medziagos koncentracijai tirpale. Tai iSreiSkiama Bugerio(Bouguer) — Lamberto(Lambert) —
Bero (Beer) désniu:

[=110"" (6).



AA = &l (7,

¢ia [y — kritusios $viesos intensyvumas, / — praéjusios $viesos intensyvumas, & — molinis
sugerties (ekstinkcijos) koeficientas, ¢ — iStirpusios medziagos koncentracija, / — Sviesos
nueito kelio ilgis.

Laboratoriniame darbe naudojamasi Bugerio-Lamberto-Bero désniu, kadangi
matuojamas sugerties pokytis AA yra tiesiogiai proporcingas susidariusio komplekso
koncentracijai. Sugerties pokytis turi buti matuojamas ties maksimalia komplekso sugertimi, o
ne kitoje spektringje srityje.

4. Tyrimuy metodika

Bazinis tirpalas ruoSiamas tirpinant pasvertus pigmento miltelius 1-2 laSuose 100mM
NaOH ir skiedziant 100mM fosfatiniu buferiu (pH=7,2) iki 10°M koncentracijos. Visy kity
koncentracijy tirpalai turi biiti gaminami i§ bazinio tirpalo, skiedziant ji fosfatiniu buferiu
pries pat matavimus.

4.1 Saveikos ir disociacijos konstantos

Saveikos tarp dvieju molekuliy stipri galima apibtidinti naudojant saveikos konstanta
Ko [11.

Panagrinékime molekulés S prisijungima prie kitos molekulés E, kuri gali biiti
baltymas, nukleino rugstis, metalo jonas ar kokia kita dalelé. Jeigu molekule¢ E gali
saveikauti tik su viena S riiSies molekule (turi viena susijungimo su molekule S centra), tai
saveika apibiidinama pirmos eilés cheminés reakcijos lygtimi (8), o pusiausvyros konstanta
Ksav nustatoma (9) lygtimi:

E+S«te 5 ES, (8),
[ES]

= 9 b

sav [E][S] ( )

kur [ES] yra ES komplekso koncentracija, [S] — laisvo substrato koncentracija ir [E] — laisvo
baltymo koncentracija, arba suriSimo centry koncentracija.

Ksav dimensija §iuo atveju yra litrai moliui (arba M ); §i konstanta yra tiesioginis
saveikos stiprio matas — kuo ji didesné, tuo stipresné saveika. Saveikos stipris taip pat

apibuidinamas standartinés laisvosios energijos pokyc¢iu AG 0 _ kuo neigiamesné AG 0 tuo
saveika stipresné.

AG’=-RTIn(K_,). (10).
Be saveikos konstantos literattiroje daZnai vartojama ir disociacijos konstanta K 4 :

K,=—. (11).

4.2 Duomeny analizé

Mazos molekulés S sugebéjima jungtis su molekule E (tarkim, baltymu) galima
tvertinti kei¢iant S ir E koncentracijas ir stebint, kaip keiciasi komplekso ES koncentracija.



Pirmiausia reikia i$sirinkti koki nors fizikini parametra arba dydj, tarkim, 4, kuriuo galima
kokybiskai bei kiekybiskai charakterizuoti komplekso susidaryma ir kuriuo kompleksas
skiriasi nuo pradiniy komponenciy. Pvz., kompleksas ir pradiniai sandai skirtingai sugeria
Sviesa, suka poliarizacijos plokStuma ir kt. Jeigu fizikinis dydis, tarkim, yra tirpalo optinis
tankis, tai stebéjimams pasirenkama tokia spektro sritis, kur saveikos nulemti pokyciai yra
rySkiausi.

Nepriklausomai nuo to, kokio fizikinio dydzio pasikeitima stebime eksperimentiskai,
didé¢jant komplekso koncentracijai, tas pokytis turi didéti. Paprastai E koncentracija
palaikoma pastovi, o S koncentracija keiiama placiose ribose (nuo labai mazos iki labai
didelés) E koncentracijos atzvilgiu. Esant didelei S koncentracijai, palyginus su E
koncentracija, beveik visi suriSimo centrai E molekuléje yra uzimti substratu S ir stebimos
savybés pasikeitimas (pavyzdZiui AA) nustoja didéti. Sis efektas vadinamas jsisotinimu.
Soties atveju AA jgauna maksimalia galima vert¢ AAmax. Komplekso ES koncentracijos ir
pilnos S koncentracijos santykis vadinamas soties laipsniu « . Jeigu E molekulé turi daugiau
nei vieng saveikos centra, tai @ rodo uzima saveikos centry dali tirpale. Paprastai laikome,
kad a =AA/AA,,, . Molekuléms, turin¢ioms daugiau nei viena saveikos centra, $is sarysis
galioja tik tada, kai kiekvienos naujos molekulés S ineSimas i tirpala sukelia vienoda
sugerties pokyti. Taip biina ne visada, taciau jeigu tenkinamos $ios salygos, tai turi galioti ir

[ES,]

o=y n—=:=, 12),
Zi: n[S,;] (12
¢ia i — S ligandy, prisijungusiy prie E, skai€ius, kuris kinta nuo 0 iki #. Kai n=1,
K _[S
a:—”‘”[ ] . (13).
1+ K [S]

Tarkime, kad molekulé E turi n nepriklausomy saveikos centry S risies molekuléms,
kuriy kiekvieno saveikos konstanta yra K, (i=1,...,n). Tada turésime n-tosios eilés cheminiy

lyg€iy sistema:
E+S<MsES

ES +S<* > ES, (14)

ES, <« >ES

i-osios reakcijos saveikos konstanta bus:
[£S;]

= 15).
- [ESLIS] (>

S molekuliy moliy skaicius, saveikaujaniy su vienu moliu E yra na; tai gauname
sumuodami koncentracijas [ES] + [ES,] + ... ir dalindami i§ visy E formy koncentraciju
sumos. Kain =2,
_ [EST+2[ES,]
[S1+[EST+[ES,]

(16).

Bendru atveju saveikos konstanta lygi



D IES,]

K, =—=—. 17).
OS]+ ) ES ] 4
Patogiausias ir vaizdziausias molekuliy tarpusavio saveikos analizés biidas yra
pavaizduoti eksperimentinius duomenis grafiskai. Yra daug grafiniy molekuliy tarpusavio
saveikos eksperimentiniy duomeny pavaizdavimo biidu (Pav. 4). Labiausiai paplites yra
adsorbcijos izotermeés grafinis metodas (pav. 4. a.). Naudojantis (13) lygtimi, ja galime
perraSyti ir kitaip:
A K [S]

— sav (1 8)
A14[1'13.)( 1 + KS(JV [S]
arba
K
M=, el (19).
1+K_ [S]

Siuo atveju abscisiy aSyje yra atidedama jdéto i tirpala substrato koncentracija [S], o
ordinaCiy — atitinkamas fizikinio dydzio 4 pokytis AA. Saveikos konstanta nustatoma taip:
tvertinamas dydis A A,,; surandama substrato koncentracija, kuriai esant sugerties pokytis
lygus AAnq /2. Saveikos konstanta bus lygi atvirkStiniam tos koncentracijos dydziui. Taip
pat saveikos konstanta galima nustatyti atliekant aproksimacija Michaelis-Menten désniu.
Naudojantis adsorbcijos izotermés budu, vaizdziausiai matomas saveikos procesui biidingas
isisotinimas. Sis metodas palankus tuo atveju, jei yra tik vienas suri§imo centras ir saveika
stipri. Esant silpnai saveikai, jsisotinimas pasieckiamas labai létai ir sunku nustatyti
maksimaly fizikinio dydzio pokyti A A.., 0 taip pat ir tiksliai nustatyti saveikos konstanta.
Siuo metodu negalima nustatyti, kiek baltymas turi suri§imo centry.

1/ A4
b.

/ 1/AA, .

-K,, 1/[S]

polinkis=1/K

2=

1/(A4,,, —AA) [ES]

Pav. 4. Skirtingi molekuliy saveikos duomeny grafinio atvaizdavimo biidai.
a) adsorbcijos izoterme; b) Lainuevero-Berko atvaizdas; c) BagSou-Haris
atvaizdas; d) Skecardo grafikas.
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Be adsorbcijos izotermés saveikos eksperimentiniy duomeny pavaizdavimui daznai
naudojamos vadinamos atvirkStinés koordinatés (pav. 4, b) arba Lainuevero-Berko
(Lineweaver-Burk) atvaizdas. Matematiné Sio atvaizdo iSraiSka gaunama i§ (19) formulés
atitinkamai ja pertvarkius. ISreiske abiejy kintamuyju atvirkstinius dydzius, gauname:

1 1 1 1
— = — (20).
Ad A, K, [S] Ad

Abscisiy aSyje atidedant 1/[S], o ordinac¢iu — 1/ A4, gaunama tiesé, kuri abscisiy asyje
atkerta dydi -Ksw o ordinaciy aSyje — dydi 1/AA,.. Pagal tiesés polinki nustatome
1/K_, AA_, . Reikia paminéti, kad Sis metodas yra Zymiai tikslesnis nustatant A 4,

sav max

palyginus su adsorbcijos izotermés metodu.

Tarkime, kad A A4, nustatomas kitu metodu ir yra zinomas. Tada labai pravartus
BagSou-Haris (Bagshaw-Harris) atvaizdas. Eksperimentiskai iSmatuojamas fizikinio dydzio
pokytis AA, ir, esant bet kuriai {déto substrato koncentracijai [S], suskai¢iuojamas soties
laipsnis o = A4/ AA__ . . Jei, esant pusiausvyrai su substratu, saveikaujancio baltymo dalis yra

o , tai laisvy suriS§imo centry (laisvo baltymo) koncentracija [E]; bus lygi

max

[£] =[EJ1- @), D).
komplekso koncentracija bus lygi
[ES]=a[E], (22),
likusio laisvo substrato koncentracija [S]; bus lygi
[s], =[s]-[£s]=[s]-alE]. (23).
Pagal apibrézima saveikos konstanta yra lygi:
[£S]
w ST Tal (24),
[£]/[s1,
a
K, = (25).
(1-a)(s]-<[E)
Pertvarkius gauname:
[s] 1 1
wuio_ - _ - L|E 26
« K, lma) @
arba, jstacius o = A4/ A4, , , gauname galuting iSraiska:
Is]_ 1 ! +[E]. Q7).

AA - KS(IV (AAmax _AA)
Sios lygties kintamieji yra jdéto substrato koncentracija [S] bei fizikinio dydZio pokytis AA.
Abscisiy asyje atidedant 1/(A4,, —AA) o ordinadiy [S]/ A4 turétume gauti tiese (pav. 4 c),
kurios polinkis nurodyty 1/K _, o ordinaiy aSyje atkertama atkarpa bty lygi [E ]/ JAVZ
Dydis [E] yra lygus suriSimo centry koncentracijai tirpale ir, palyging ji su Zinoma baltymo
koncentracija, gauname suriSimo centry skaiciy n. Taip pat informatyvis ir gautos kreivés
nukrypimai nuo tiesés. Jeigu kreivé yra idubusi, tai byloja apie teigiama kooperatinj efekta
(isisotinimo laipsniui didéjant, saveikos konstanta taip pat did¢ja), o i8kili kreivé rodyty esant
neigiama kooperatini efekta arba, labiau tikétina, daugeli skirtingo giminingumo saveikos
centry skaiciy (tiriamam substratui) baltymo molekuléje.

Vienas tiksliausiy ir patikimiausiy saveikos duomeny vaizdavimo biidy yra grafinis

Skecardo metodas (Pav. 4, d). Lygti (17) galime pertvarkyti ir taip:

ES ES

|£s] __[Es] ]+ [E] (28).

NS

sav



Abscisiy aSyje atidedant ferment-substratinio komplekso koncentracija [ES], o ordinaciuy
adyje [ES]/[S],, esant vienam suri§imo centrui gauname tiese, kurios polinkis bei ordinagiy

aSyje atkertama atkarpa tiksliai nusako saveikos konstanta. Kai baltymas turi keleta suriSimo
centry su skirtingomis saveikos konstantomis, Skecardo grafikas yra keliy tiesiy (tiek kiek
yra suri§imo centry) superozicija.

Tegul molekulé E turi du suriSimo centrus, tada Skecardo grafikas turés du tiesinius
segmentus su lizio tasku (5 pav.). Jeigu suriSimo centry yra daug, tai kreivé turés 6 pav. a
pavaizduota pavidala. Jeigu kiekvienos naujos molekulés prisijungimas skatina prisijungti
kita nauja molekule¢ (didina gimininguma), tai Skecardo grafikas turés iSgaubta pavidala, kaip
pavaizduota 6 pav. b.

[£5]
Spav. Skecardo grafikas, esant dviem suri§imo centrams.

[£5]

6pav. Skecardo grafikai esant daugeliui priklausomy suriSimo centry.

5. Eksperimentas

Saveika tarp porfiriny ir baltymy galima tirti naudojant skirtuminés sugerties
spektroskopijos metoda, kadangi porfirininés kilmés pigmentams (Hp, TPPS4, DMHp bei PF)
ir C e dél saveikos su baltymu buidingas Soret juostos postiimis i ilgabange pusg per 4-15 nm,
lyginant su laisvu sensibilizatoriumi.

Siame darbe naudojamas $viesolaidinis spektrometras ,,Ocean Optics* PC1000. Jis
sudarytas 1§ Sviesos Saltinio, kiuveciy laikiklio ir kompiuteryje imontuotos plokstés (7pav.).
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Kompiuterinéje plokstéje yra sumontuota difrakciné gardelé, kuri Sviesos signala iSskleidzia i
spektra.

| ™
| | \bpektrototomelra:a e ot roer
Sviesos saitims

\(;——)// ':'
Kompiuteris

chsolaldlb

Pav. 7. Kompiuteryje imontuoto spektrometro schema.

Spektras yra registruojamas diodine liniuote. Spektrofotometras yra valdomas
programiskai: parenkant parametrus galima keisti spektry registravimo dazni, spektro
skiriamaja geba, jautri. Visi spektrometro komponentai yra sujungti S$viesolaidziais.
Laboratorinio darbo metu gali biiti naudojami dviejy risiy Sviesos Saltiniai: ksenono lempa
(UV spektro sri¢iai) ir halogeniné lempa (regimajai sri¢iai matuoti). Prireikus tarp Sviesos
Saltinio ir Sviesolaidzio galima istatyti Sviesos filtra. Priklausomai nuo S§viesos Saltinio
parenkami ir S§viesolaidziai: kvarcinis arba paprasto stiklo.

Porfiriny saveikos su HSA principiné tyrimy schema pavaizduota pav. 8. Dirbant su
,,Ocean Optics™ PC1000 spektrometru, i optini stova vienu metu telpa tik viena kiuveté, todél
skirtuminiai porfirino saveikos su baltymu spektrai gali biiti gauti po tokios matavimy sekos.
Eksperimentui atlikti reikés 4 kiuveciy (pvz. 10 mm skersmens). Dvi kiuvetés turi buti skirtos
atraminiams matavimams (/ ir 2 kiuvetés), dvi — saveikos matavimams (3 ir 4 kiuvetés).
Taigi, turime du ,,hipotetinius* kanalus: ,,atramini* ir ,,matavimo* (pav. 8).

Buf

2 Atraminis A + A,
Hp Buf

BSA BSA

4 Matuojamas A; + A,
Hp Buf

8 pav. Porfiriny saveikos su baltymu principiné matavimo schema.
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Pries sugerties spektry registravima uzraSomas tamsinis spektras (be $viesos saltinio).
Veéliau 1 antra ir ketvirta kiuvetg pilamas fosfatinio buferio (PBS) tirpalas (2ml), o 1 pirma ir
tre¢ia — toks pats porfirino tirpalo (C = 10” — 10° M) tiris (kiuvetés turi biiti ypatingai
Svarios). Po to, uzraSomas atraminis spektras, pvz. “matavimo” kanalui (kiuveté nr. 4), bei
uzregistruojamas porfirino tirpalo sugerties spektras (kiuveté nr. 3). Analogiska matavimy
seka atliekama ir ,,atraminiam* kanalui.

I ,,matuojamame* kanale esancia kiuvetg (nr. 3) su porfirino tirpalu dedama pirmoji
koncentruoto (C=5-10" M) baltymo porcija (50 ul). Norint iSvengti skiedimo efekto, i
“atraminio” kanalo kiuvetg¢ (nr. /) su porfirinu dedamas atitinkamas PBS turis. Taip pat,
norint iS§vengti baltymo sugerties, { atraminio kanalo kiuvet¢ su PBS (nr. 4) dedamas
atitinkamas baltymo tiiris. Nusistovéjus pusiausvyrai (po 1-2 min.), paeiliui uzraSomi
sugerties spektrai ,atraminiame™ ir ,matuojamajame kanaluose. Toliau vis pridedama
baltymo ir, leidus sistemai nusistovéti, vél uzraSomi reikalingi spektrai (véliau galima déti ir
didesnius baltymo kiekius). Kad per daug neatskiestume porfirino, véliau galime naudoti
koncentruotesni baltymo tirpala (C = 10*M). Baltymas (porcijomis) dedamas tol, kol
procesas pasiekia soti (kai tolesnis baltymo koncentracijos padidéjimas sukelia nykstamai
mazus sugerties (Soret) juostos poslinkius).

Apdorojant tyrimy rezultatus, pradzioje paskai¢iuojama baltymo koncentracija (C,,,)
kiuveté¢je nr. 3 po kiekvieno bandymo (baltymo porcijos pridéjimo). Taip pat iS
eksperimentiniy duomeny apskaiciuojamas sugerties pokytis, kuri sukelia atitinkama baltymo
koncentracija. Tam nubraiZomi porfirino saveikos su baltymu skirtuminiai spektrai tiriamai
sugerties juostai (skirtuminiy sugerties spektry pavyzdys pateiktas pav. 9).

Pav. 9. DHp saveikos su HSA Soret juostos skirtuminis spektras.

Saveikos konstantos K, nustatymui naudojamas pirmos eilés cheminés reakcijos
modelis (tai aprasyta Sio darbo 4.2 skyriuje). Apytiksliam pradiniam saveikos konstantos
nustatymui naudotina adsorbcijos izotermés grafiné metodika. IS gauty eksperimentiniy
rezultaty nubréziama sugerties pokyCio AA priklausomybé nuo idéto | tirpala
fotosensibilizatoriaus  koncentracijos [S]. Eksperimento duomenys aproksimuojami
Michaelis-Menten désniu ((18) formulé), pvz. naudojantis programiniu paketu ,,Origin 4.0%.
Tokiu biidu ivertinama A A4,,,, (taip pat ir « ) ir saveikos konstanta Ky, .

Saveikos konstanta galima jvertinti, abscisiy aSyje atidéjus baltymo koncentracija
kiuvetéje nr. 3, o ordinaciy asyje — sugerties pokyti AA. [vertinamas maksimalus sugerties

" Skirtuminiai sugerties spektrai randami skaitmeniniu biidu, pvz. naudojant ,,Windows*
operacinés sistemos programini paketa ,,Origin 4.0%.
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pokytis AAmax. Ties 1/2AAmax surandama atitinkama baltymo koncentracija. Saveikos

konstanta bus lygi:
1 1

O 2G,

Po pradinio jvertinimo biitina panaudoti visas aukS§¢iau aprasytas (grafines) saveikos
konstantos nustatymo metodikas.

Tikslesniam saveikos konstantos nustatymui bei saveikos pobidzio ivertinimui
naudojama grafiné Skecardo (Scatchard) metodika. Siuo atveju abscisiy asyje atidedame
sugerties pokyti AA, o ordina¢iy aSyje — AA/Cpy. Skecardo grafikas aproksimuojamas
tiesiskai. Pagal tiesés polinki nustatoma saveikos konstantos Ks,, verté. Yra nustatyta, kad
mazos eksperimentinés paklaidos tampa didelémis netoli abieju Skecardo grafiko aSiy.
Remiantis §iuo teiginiu, aproksimacijai rekomenduojama naudoti tik taskus, esan¢ius grafiko
tiesingje dalyje, o taSkus su didelémis paklaidomis grafiko pakraS¢iuose atmesti (Pav. 10).

08

(29)

[ES), 106 M
Pav. 10. Plona linija parodytos galimos Skecardo grafiko paklaidos grafiko krastuose.

Kai kuriais atvejais vienas suri§imo centras yra nepriimtinas, nes skaiciuojant
gaunami taskai su neigiamomis vertémis. Tod¢l reikia ivesti keleta suriSimo centry. Tam
tikslui [ES]=a[E] turi bati pakeitiama i [ES]=a[E]/n kur n — suris§imo centry skaiius
baltymo molekuléje. Tada (28) lygtis kei¢iama:

[ES]  [ES]
s, nls]-[£s]

Varijuojant skaiciy n, gaunami racionalls (be neigiamu ver¢iy) Skecardo grafikai. Kai
Skecardo grafikas akivaizdziai rodo keleta suriSimo centry su skirtingomis saveikos
konstantomis, reikia taikyti tiesines aproksimacijas su skirtingais tiesiy polinkiais.
Kiekvienos tiesés polinkis atspindi atitinkamo saveikos centro saveikos konstanta.

(30)

6. Kontroliniai klausimai

1. Veiksniai, lemiantys molekuliy jungimasi.

2. Porfirininés kilmeés pigmentai. Ju sugerties spektrai.
3. Baltymy bei amino riigsciu sugerties spektrai.

4. Molekuliy saveikos stiprio ivertinimo metodikos.
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