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SANTRUMPU SARASAS
AA — akrilamidas

Amp — ampicilinas

AmpR — atsparumo ampicilinui genas

ANS — 8-anilino-1-naftaleno sulfonatas

APS — amonio persulfatas

aps. — apsisukimai

BAA — bis-akrilamidas

DMSO - dimetilsulfoksidas

dNTP — deoksiribonukleotidai

DTT - ditiotrietolis

EDTA — etilendiamintetraacto rtigsties dinatrio druska

HEPES — 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfoniné rugstis

Hsp90aN — molekulinio $aperono Hsp90 a-izoformos N-galo domenas

Hsp90aN(lidless) — molekulinio Saperono Hsp90 a-izoformos N-galo domenas be aktyvaus
centro dangcio

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas

ITK — izoterminio titravimo kalorimetrija

NDS — natrio dodecilsulfatas

NDS-PAAG — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinis gelis

Pfu — DNR polimerazé is Pyrococcus furiosus

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas

SAP — (Shrimp Alkaline Phosphatase) $arminé kreveciy fosfatazé

SOC — (Super Optimal broth with Catabolite repression) mitybiné terpé

TEMED — N,N,N‘N°-tetrametiletilendiaminas

TPM — terminio poslinkio metodas

TRIS — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis



IVADAS

Molekulinis Saperonas Siluminio Soko baltymas 90 (Hsp90) yra labai konservatyvus
baltymas, kuris padeda subrgsti ir palaikyti natyvig biiseng didelei grupei baltymy. Hsp90
baltymai randami visuose organizmuose, iSskyrus archéjas. Saperonai padeda baltymy
polipeptidinei grandinei susisukti j natyvig bliseng, apsaugo nuo nenatyvios struktiiros
baltymy agregacijos juos suskaidant, padeda baltymui iSsivynioti ir susivynioti pernesant juos
per membrang, apsaugo baltymus nuo denatiiracijos. Neteisingas baltymy susivyniojimas ar
agregacija gali sukelti jvairias ligas, tokias kaip Alzhaimerio ar Parkinsono liga. Vézinése
lastelése Hsp90 koncentracija padidéja 2 — 3 kartus. Todél molekuliniai Saperonai yra tiriami,
kaip galimi jvairiy vaisty taikiniai.

Zmoniy lastelése sintetinamos dvi citozolinés Hsp90 izoformos — a ir . Hsp90
baltymas sudarytas i§ N-galo, vidurinio ir C-galo domeny. N-galo domenas pasizymi
ATPaziniu aktyvumu. Prisijungus ATP, keiCiasi baltymo konformacija — ,uzsidaro*
molekulinis dangtis, dimeras pereina i§ atviros | uzdara biiseng. Prie ATP prijungiancios
kisenés gali jungtis strukttriSskai j ATP pana$is ir nepanasus ligandai, kurie, sgveikaudami

stipriau nei nukleotidai, stabdo ATP jungimasi ir keicia baltymo aktyvuma.

Darbo tikslas — zmogaus molekulinio $aperono Hsp90 a-izoformos N-galo domeno be

aktyvaus centro dangc¢io gavimas ir jungimosi su slopikliais tyrimas.

Darbo uZdaviniai:

1. Klonuoti Hsp90a N-galo domeno be aktyvaus centro dangéio geng j baltymy
raiSkai pritaikytus vektorius.

2. Isgryninti Hsp90aN be aktyvaus centro dangcio.

3. lzoterminio titravimo kalorimetrijos ir terminio poslinkio metodais nustatyti
salygas, kuriomis Hsp90aN be aktyvaus centro dangéio jungimasis su slopikliais
yra stipriausias.

4. Palyginti Hsp90aN be aktyvaus centro dang€io ir Hsp90aN jungimosi su

slopikliais termodinamikos parametrus.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Hsp90 struktira

Siluminio $oko baltymas 90 (Hsp90) yra vienas i§ konservatyviy baltymy, priklausanéiy
molekuliniy Saperony klasei. Hsp90 baltymo funkcijos yra padéti kitiems baltymams
(baltymams ,klientams®) susilankstyti ] natyvig struktiira, juos aktyvuoti, stabilizuoti,
apsaugoti nuo agregacijos. Tarp Hsp90 ,klienty* yra daugybé transkripcijos faktoriy, kinaziy,
receptoriy, signaliniy molekuliy ir kitokiy baltymy, kurie veikia normaliomis ar Soko
salygomis. Hsp90 yra vienas gausiausiai lgstelés citoplazmoje sutinkamy baltymy —
normaliomis salygomis jis sudaro apie 1 — 2 % visy lastelés baltymy. Soko salygomis Hsp90
baltymo raiska padidéja kelis kartus.

Hsp90 baltymas yra randamas beveik visuose eukariotinés lastelés skyriuose. Lastelés
citozolyje randamos dvi Hsp90 izoformos — streso salygomis indukuojama a-izoforma ir
nuolat ekspresuojama B-izoforma. Pagrindinis izoformy skirtumas yra toks, kad a-izoforma
greitai dimerizuojasi, tuo tarpu B-izoforma dimerizuojasi gerokai 1é¢iau (Csermely et al.,
1998). Hsp90 baltymas daugiausiai egzistuoja kaip konstitutyvus dimeras (oo arba p), taciau
taip pat pasitaiko ir monomery (o arba ), heterodimery (aff) ar auksStesniy abiejy izoformy
oligomery (Sreedhar et al., 2004).

Hsp90 baltymas sudarytas i§ 3 domeny: konservatyvaus N-galo domeno, vidurio (M)
domeno ir C-galo domeno (1.1 pav.). N-galo domenas turi ATP jungimosi vietg ir keletg
konservatyviy aminorigs$ciy liekany, sudaranéiy aktyvaus centro dangtj (1.2 pav.), kuris
uzdaro nukleotidg prisijungiancig kiSen¢. Vidurio domenas turi hidrofobing dalj ir amfifating
i8kySa (iSkySa i§ vienos pusés yra hidrofobiné ir neapsaugota, o i$ Kitos — teigiamai jkrauta
(Pearl, Prodromou, 2006)), kurios yra lemiamos Hsp90 ir baltymo ,.,kliento* sgveikai. C-galo
domenas yra atsakingas uz dimerizacija ir yra maZiau konservatyvus, nei kiti baltymo

domenai (Taipale et al., 2010).



E. coli S. cerevisiae C. familiaris

1.1 pav. Hsp90 domeny struktiros: a) Hsp90 domeny struktiira; b) Pilno ilgio Hsp90 baltymy i§ Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae (abu citozoliniai Hsp90) ir Canis familiaris (endoplazminio tinklo Hsp90)
strukttiros. Skirtingos spalvos Zymi skirtingus domenus. (Taipale et al., 2010)

1.2 pav. Hsp90a N-galo domenas susijunges su ATP aktyviajame centre. Geltonai paZymétos aktyvaus centro
dangti sudarancios aminoriigStys. Rodyklé rodo dangti sudarancios kilpos pasisukimg prisijungus ATP.
Kairiajame paveiksle matoma baltymo tretiné strukttra, deSiniajame - sumodeliuotas baltymo pavir$ius su ATP
prijungiancia kiSene (struktira i§ PDB duomeny bazés, struktiros kodas 3T0Z, sumodeliuota naudojantis

Accelerys Discovery Studio 3.1 programa).



1.2. ATP hidrolizés ciklas

ATP hidrolizés metu i$siskyrusi energija yra panaudojama tam, kad Hsp90 galéty padéti
kitiems baltymams jgyti ir/ar palaikyti natyviag konformacija. Vieno ciklo metu yra
hidrolizuojamos dvi ATP molekulés. Prie atviros konformacijos Hsp90 prisijungus dviem
ATP molekuléms, aktyvaus centro dangti sudaranti kilpa pasisuka mazdaug 120° kampu ir
uzdaro ATP jungimosi kiSeng. Aktyvaus centro uzdarymas paskatina N-galo domeny
asocijacijg ir tolimesnius konformacinius pokyc¢ius, po kuriy baltymas pereina i uzdarg
konformacija. Uzdaroje konformacijoje jvyksta ATP hidrolizé, Hsp90 baltymas grjzta j atvirg
konformacijg ir ciklas gali biiti kartojamas i$ naujo (1.3 pav.) (Hahn, 2009).

Atvira konformacija

Dangtis

ADP + Pi

UZdara konformacija

1.3 pav. Hsp90 ATP hidrolizés ciklas (pagal Hahn, 2009)



1.3. Hsp90 ir koSaperonai

Eukariotinése lastelése yra atrasta daugiau nei 20 skirtingy koSaperony. Citozolinis
Hsp90 baltymas su baltymais ,klientais sgveikauja tam tikru tvarkingu nuo ATP
priklausomu keliu. Sis kelias priklauso nuo papildomy $aperony Hsp70 ir Hsp40 ir daugybés
kosaperony, kurie reguliuoja Hsp90 funkcijg in vivo ir in vitro. KoSaperonai gali jungtis prie
bet kurio 1§ Hsp90 domeny, todél jy veikimo mechanizmai skiriasi: vieni koSaperonai
reguliuoja baltymo Hsp90 ATPazinj aktyvuma, kiti lokalizuoja, pernesa ir reguliuoja sgveika
su baltymais ,,klientais* (Johnson, Brown, 2008).

Nenatyvios konformacijos baltymas (pavyzdziui kinazé ar steroidy receptorius) jungiasi
prie Saperony Hsp70 ir Hsp40 ir suformuoja ankstyvajj kompleksa. Baltymas ,klientas” yra
perneSamas prie Hsp90, Hsp40 atsiskiria nuo ankstyvojo komplekso. Hsp70 su baltymu
»Klientu® jungiasi prie Hsp90 per adapterinj baltyma Hop (Hsp90-Hsp70 organizuojantis
baltymas), kuris prisijungia prie vieno i§ Hsp90 dimero C-galo. Suformuojamas tarpinis
kompleksas. Baltymo Hsp90 N-galo domenai prisijungia ATP, prie laisvo C-galo jungiasi
peptidilprolilizomerazé (PPlazé). Sudaromas asimetrinis kompleksas. Nuo komplekso
atsiskiria Hsp70, dél prisijungto ATP Hsp90 pereina i§ atviros j uzdarg konformacija. Prie
komplekso jungiasi p23 baltymas, kuris stabilizuoja uzdarg Hsp90 konformacija, o tai
susilpnina Hsp90 ir Hop sgveika, todél Hop pasiSalina i§ komplekso. Galbiit prie atsiradusio
laisvo Hsp90 C-galo jungiasi dar viena peptidilprolilizomerazé. Susidaro vélyvasis
kompleksas. Toliau vyksta ATP hidrolizé ir konformaciniai poky¢iai, kurie padeda substratui
jgyti natyvig ir aktyvig struktiirg. Peptidilprolilizomeraze, p23, sulankstytas baltymas
Klientas*, ADP ir fosfatas atsiskiria nuo komplekso ir ciklas gali kartotis i$ naujo (1.4 pav.)
(Li et al., 2012). Jvairis kofaktoriai reguliuoja $j ciklg: Cdc37 slopina baltymo Hsp90
ATPazinj aktyvuma, Hop slopina N-galy dimerizacija, Ahal skatina ATP hidroliz¢, o p23
stabilizuoja Hsp90 dimerg pries ATP hidroliz¢ (Hartl et al., 2011).



Vélyvasis kompleksas

1.4 pav. Hsp90 ATP hidrolizés ir kosaperony veikimo ciklas. Galimai prisijungianti antra peptidilprolilizomerazé
pazyméta briksnine linija (pagal Li et al., 2012).

1.4. Hsp90 slopikliai

Vézinése lgstelése Hsp90 baltymo raiSka yra padidéjusi, o tarp ,klienty” yra daug
mutavusiy onkogeniniy baltymy, tokiy kaip Her2, Akt, p53 mutantas, Cdk4, Raf-1, Bcr-Abl
(Kamal et al., 2004). Todél Hsp90 baltymas yra tiriamas kaip potencialus priesvéZiniy vaisty
taikinys. Patraukliu taikiniu slopinimui yra N-galo domene esanti labai konservatyvi
nukleotidg prijungianti kiSené, kuri yra nejprastos struktiiros ir skiriasi nuo kity ATPaziy
(Cheéne, 2002).

Hsp90 vaidmuo vézinése lastelése buvo ijvertintas tik atradus farmakologines
priemones, kurios selektyviai slopina jo funkcija. Geldanamincinas (1.5 pav.), antibiotikas
iSskirtas i§ Streptomyces hygroscopicus, yra pirmasis atrastas Hsp90 slopiklis, taciau
terapijoje jis netaikomas, nes yra citotoksiskas, metaboliskai ir chemiSkai nestabilus bei mazai

tirpus vandenyje. Geldanamicino pagrindu sukurtas kitas Hsp90 slopiklis 17-alilamino-17-
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demetoksigeldanamicinas (17-AAG) (1.5 pav.), kuris yra maziau citotoksiskas ir stabilesnis
(Taldone et al., 2008). Nuo 2005 mety 17-AAG naudojamas pirmos ir antros fazés

Klinikiniuose tyrimuose (Banerji et al., 2005).

\\

CH40

Geldanamicinas X = OMe Radisikolis
17-AAG X = CH2CHCH2NH

1.5 pav. Hsp90 slopikliy struktaros (pagal Taldone et al., 2008)

Kitas nattralus Hsp90 slopiklis yra radisikolis (1.5 pav.). Nors radisikolis yra
netoksiskas, taciau jis nestabilus kraujo serume ir dél to neaktyvus in vivo. D¢l $iy priezasCiy
radisikolio pagrindu kuriama daug naujy slopikliy (Porter et al., 2004). Nepaisant to, nei
vienas slopiklis, kurtas radisikolio pagrindu nedalyvauja klinikiniuose tyrimuose.

Aptarti slopikliai jungiasi prie N-galo domeno ATP prijungiancios kiSenés, tadiau yra
atrasta dar viena ATP jungimosi vieta C-galo domene (Young et al., 1998). Prie C-galo
domene esancios ATP prijungiancios kiSenés jungiasi tokie slopikliai kaip novobiocinas,

epigalokatechin-3-galatas (EGCG) (1.6 pav.), cis-platina, taksolis (Donnelly, Blagg, 2009).
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OH

OH
HO O o
o OH
OH “0
OH OH
(0]
OH
OH
Novobiocinas EGCG

1.6 pav. C-galo domeno slopikliai (pagal Donnelly, Blagg, 2009)

2012 mety geguzés meénesio duomenimis Jungtinése Amerikos Valstijose vyko 49
(pagal http://clinicaltrials.gov/), tuo tarpu Europoje vyko tik vienas klinikinis tyrimas (pagal

https://www.clinicaltrialsregister.eu/).

1.5. Terminio poslinkio metodas

Terminio poslinkio metodas, taip pat zinomas kaip diferenciné zvalgos fluorimetrija
(DSC angly k. differential scanning fluorimetry) ir ThermoFluor®, yra nebrangus ir greitas
metodas, kuriuo galima nustatyti ligandus, kurie jungiasi prie baltymy ir juos stabilizuoja ar
destabilizuoja (Niesen et al., 2007). Vienu metu galima tirti 36, 72 ar net 384 méginius. Siuo
metodu matuojamas baltymo stabilumas létai keliant temperatiira, esant skirtingoms ligando
koncentracijoms. Stabilumas matuojamas ne tiesiogiai, o stebint su baltymu susijungusio dazo
fluorescencijos kitimg. Vienas tokiy dazy yra 8-anilino-1-naftaleno sulfonatas (ANS).
Vandenin¢gje aplinkoje ANS fluorescencija yra maza. Keliant temperatiira, baltymas
i§sivynioja, dazas gali jungtis prie atsivérusiy baltymo hidrofobiniy sri¢iy ir fluorescencija
did¢ja. Didziausia fluorescencija pasiekiama baltymui pilnai denatiiravus, o toliau keliant
temperattirg fluorescencija vél mazéja (Matulis, 2008).

Dauguma termodinaminiy matavimy remiasi jungimosi konstantos pusiausvyros
saglygomis nustatymu. Standartiné grjztamoji makromolekulés (M) jungimosi su ligandu (L)
reakcija aprasoma:

M+Le—s ML 1)
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Tada jungimosi konstanta:
o= ML @)

kur [M] - makromolekulés, [L] — ligando, [ML] — makromolekulés — ligando
komplekso koncentracijos pusiausvyros salygomis.
Ligando (slopiklio) disocijacijos konstanta Ky yra atvirk$¢iai proporcinga jungimosi

konstantai:
1
K., =—, 3
d Kb ()

Ligandas gali jungtis prie natyvios struktiiros ir/ar iS$sivyniojusio baltymo. Tiriant
baltymo stabilumg terminio poslinkio metodu galima jvertinti ligando poveikj baltymo
stabilumui. Reakcijos miSinio temperatira keliama 1°C per minut¢ greiciu. Kylant
temperatiirai baltymas denatiiruoja, taciau jj gali stabilizuoti prisijunges ligandas. Jei ligandas
stipriau jungiasi prie isivyniojusio baltymo, tai baltymas yra destabilizuojamas. Sios

jungimosi reakcijos gali biti pavaizduotos kaip susijusios pusiausvyros:
[U] + [L] < [N] + [L] — [NL], (4)
[U] — Ilaisvo iSsivyniojusio baltymo koncentracija, [L] — laisvo ligando

koncentracija, [N] — laisvo natyvios struktiiros baltymo koncentracija ir [NL] — natyvios

struktiiros baltymo ir ligando komplekso koncentracija (Cimmperman et al., 2008).

190000 };
£ 170000 - IX% T pridéjus
i 150000 A Be ligando I higando
n A
5 130000 .3
= / AT,
'~ 110000 1 £+____1L_——4
z ,
ey E
S 90000 A 3 / I%iki
S x
5 ;
2 70000 2 J 55333;
= L &%
S 50000 W
B

30000 ‘ : ;

40 50 60 70 80 90

Temperattira, °C

1.7 pav. Terminio poslinkio metodu gautos baltymo denatiracijos kreivés (Matulis, 2008)
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1.7 pav. pavaizduotos baltymo denatiiracijos kreivés, gautos matuojant jaucio antraja
karboanhidraze. IS iSsivyniojimo tranzicijos galima nustatyti baltymo lydymosi temperatiira
Tm. Esant lydymosi temperatiirai baltymas egzistuoja pusiausvyroje biisenoje tarp natyvios
struktiiros ir iSsivyniojusio baltymo. Pridéjus ligando, tranzicija pasistimé ] didesnés
temperatiiros pus¢, vadinasi ligandas stabilizavo baltyma.

Baltymo iS$sivyniojimo fluorescencijos kreivés yra apraSomos lygtimi:

— YuTyYN __ YN T
y=E=ywtTmr =V T &o ()
1+g BT 1+s RT

Baltymo lydymosi temperatiros gali bati nustatytos derinant baltymo lydymosi kreives

pagal lygti:

_ (50 Ty = YN Ty )+ (g =) (T=Ty)
v(T) = Yur, +my(T—T,) + 1% o BURTm +2UCp T~ Tm )T (AU STy +2UCE BT Tm ) /BT (6)

kur ¥(T) apskaiCiuota fluorescencija kaip funkcija nuo temperatiiros; Yu.1,, yra dazo,
prisijungusio prie susilanks¢iusio natyvaus baltymo prie$ tranzicija T,,, fluorescencija; vy r_
yra daZo, prisijungusio prie iSsilanksCiusio baltymo po iSsivyniojimo tranzicijos T,,,
fluorescencija; m, yra fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros, kai dazas
prisijunges prie susilankséiusio natyvaus baltymo, nuokrypis;, m, yra fluorescencijos
priklausomybés nuo temperatiros, kai daZzas prisijunges prie iSsilanks€iusio baltymo,
nuokrypis; Ay Hy_ yra baltymo iSsivyniojimo entalpija temperatiiroje T,,; Ay Sy yra baltymo
iSsivyniojimo entropija temperaturoje T,,,; A,C, yra baltymo iSsivyniojimo Siluminé talpa,
kurig priimta laikyti nuo temperatiiros nepriklausoma tiriamame temperatiiros intervale;

R — universalioji dujy konstanta; T — temperatiira Kelvinais.

Ligando dozavimo kreivés yra apibiidinamos lygtimi (7):

p 1 ApHT_+AyCy (T —T,) Ty (g 57, +A5Cy 1n(Ty /T,))
E

Lf: (KUJTM - 1) (ZKUT + ) = (E er - 1)
LR §

Pr 1
2 AgHy, Ay Cp (T =T ) =Ty Ii.’.'.UETrh’.'.pr In(Ty /T })
P RT,

Kb,l"m

X

1
ApHr, +4p r:plirm—rn}—rml,_ﬂ.h_wn +apCy lnlirm,-“'rn}]
e RTy,

L, yra bendra pridéto ligando koncentracija, Ky r yra baltymo iSsivyniojimo
pusiausvyroji konstanta temperattiroje T,,,; P, yra bendra baltymo koncentracija; K, r_ yra

ligando jungimosi konstanta temperaturoje T,,; AyHy yra baltymo iSsivyniojimo entalpija
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temperatiroje T,; T, yra baltymo i$sivyniojimo temperatiira, kai miSinyje néra ligando; &y 57
yra baltymo iSsivyniojimo entropija temperatiroje T,; AyC, yra baltymo iSsivyniojimo

Siluminé talpa, kurig priimta laikyti nuo temperatiiros nepriklausoma tiriamame temperattiros
intervale; A,Hr ligando jungimosi entalpija temperatiiroje Ty; Ty yra temperatira, kurioje
tiriamas jungimosi procesas (daZniausiai 37 °C); A,5r yra ligando jungimosi entropija
temperatroje Tp; A,C, yra ligando jungimosi Siluminé talpa, kurig priimta laikyti nuo
temperatiiros nepriklausoma tiriamame temperatiiros intervale.

Jungimosi konstanta fiziologingje temperatiiroje T, yra apibrézta naudojant:

—_ —I:ﬂanT' —Tﬂh_rn'-r :'.I'IRT
BT, _ F o R TeE 8

Terminio poslinkio metodui reikia tik keliy mikrogramy baltymo, o nustatomai
jungimosi konstantai néra virSutinés ar apatinés ribos. Vienintel¢ riba yra vandens uzvirimo

temperatiira (Petrikaité, Matulis, 2011).

1.6. Izoterminio titravimo kalorimetrija

IS visy termodinaminiy parametry, eksperimenti§kai lengviausia pamatuoti entalpijos
pokyti baltymui pereinant i§ laisvos i su ligandu susijungusig biiseng. Izoterminio titravimo
kalorimetrijos (ITK) metodu tiesiogiai matuojama entalpija. ITK yra vienintelis metodas,
kuriuo galima tiesiogiai ir pakankamai tiksliai pamatuoti beveik bet kurio bimolekulinio
proceso sgveikos entalpijg. Parinkus tinkamas salygas, nustatoma ir reakcijos jungimosi
konstanta ir stecheometrija (Matulis 2008, Baranauskiené 2009).

ITK eksperimento metu kiuvetéje esantis baltymas titruojamas ligando tirpalu (arba
atvirksciai). Po kiekvienos ligando injekcijos registruojama issiskyrusi Siluma (lyginama su
vandeniu uzpildyta kiuvete, kurioje temperattira nekinta), 0 kalorimetras, priklausomai nuo
reakcijos, Sildo arba Saldo meéginio kiuvete, kad temperatiira i$likty pastovi. Tarp injekcijy
parenkamas toks laiko tarpas, kad sistema spéty pasiekti pusiausvyra. Eksperimentui
planuojama 20 — 50 injekcijy, taip, kad jungimosi reakcija vykty mazdaug puséje i§ injekcijy,
o toliau reakcija nebevykty (stebimos tik skiedimosi Silumos).

Kalorimetrinio titravimo metu iSsiskyrusi ar sugerta Siluma yra proporcinga
susijungusiai ligando daliai. Tod¢l labai svarbu tiksliai nustatyti pradines baltymo ir ligando

koncentracijas. Pirmyjy injekcijy metu, visas ligandas susijungia su baltymu, todél stebimi
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palyginti dideli egzoterminiai ar endoterminiai signalai. Didéjant ligando koncentracijai,
baltymas jsisotina ligandu, todél su kiekviena ligando injekcija iSsiskiria arba sugeriama vis
maziau §ilumos. Silumos pokytis po kiekvienos ligando injekcijos gali bati isreiskiamas
formule:
q = VaAH, [M]K, [L]/(1+ K, [L]) )
kur V; yra kiuvetés turis; AH,, yra jungimosi entalpija moliui ligando; [M,] yra bendra
baltymo koncentracija (laisvo ir susijungusio su ligandu); &, yra jungimosi konstanta; [L] yra

laisvo ligando koncentracija.
Bendras Silumos kiekis po i-tosios injekcijos gali biiti apskaiciuojamas pagal (Pierce et
al., 1999):
Q = VoM ] Z(nAH K, [L]) /(1 + Ky [L]) (10)
Tam, kad ITK eksperimentas pavykty ir buty gauta tiksli jungimosi konstanta, labai
svarbus koeficientas c. Sis koeficientas lygus baltymo ir ligando jungimosi stecheometrijos,
baltymo molinés koncentracijos ir jungimosi konstantos sandaugai:
¢ = nM_.K, (11)
Tam, kad biity gauti geri matavimo rezultatai, koeficiento ¢ reikSmé turéty bati tarp 5 ir
500 (Petrikaité, Matulis, 2011).
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2. MEDZIAGOS IR METODALI

2.1. Darbe naudoti prietaisai, medZiagos ir tirpalai

2.1.1. Naudoti prietaisai

Darbui

L]

L]
personal®;

L]

atlikti buvo naudojami Sie prietaisai:

analitinés svarstyklés;

autoklavas;

elektriné plytelé;

gryninimo sistema ,,AKTA explorer*;

horizontalios elektroforezés aparatas ,,Sigma-Aldrich® ir jo priedai;
kalorimetras ,,Microcal VP-ITC*;

laminariné spinta;

magnetiné maisyklé ,,BIOSAN*;

maisykle ,,BIOSAN®;

pH-metras ,,LaboChema*;

poliakrilamidinio gelio elektroforezés aparatas ,,BIO-RAD* ir jo priedai;

polimerazinés grandininés reakcijos aparatas ,,Eppendorf Mastercycler

purtyklé ,,BIOSAN Multi-vortex V-32%;
realaus laiko PGR aparatas ,,Rotor-Gene 6000 (QIAGEN Rotor-Gene Q)

spectrofluorimeter®;

spektrofotometras ,,Jenway 6305°;

spektrofotometras ,,NanoDrop*;

Saldoma centrifuga ,,Beckmann®;

Saldoma mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R*;
termostatas ,,Eppendorf TermoStat plus*;
termostatuojama purtyklé ,,LaboChema*;
transiliuminatorius ,,ULTRA-LUM®;

ultragarso $altinis ,,Bandolin Sonopuls®.
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2.1.2. Naudotos medZiagos

Darbe naudotos medziagos ir rinkiniai pateikti pagal gamintoja:

« Acros Organics: NiCly;

* AlfaAesar: gliukozé, HCI;

« BioRad: TEMED;

*  Fermentas: IPTG, molekuliniy masiy standartai (O‘GeneRuler™ DNA Ladder
Mix ir Protein Molecular Weight Marker SM0431), 6X Orange DNA Loading Dye dazas,
fermentai PGR (Pfu polimerazé ir jos buferis, dNTP), fermentai klonavimui (BamHlI,
Ndel, Xhol, SAP, T4 DNR ligazé¢ ir jy buferiai), GeneJET™ Gel Extraction Kit,
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit, GeneJET™ PCR Purification Kit rinkiniai;

e  Fluka: etidzio bromidas, Coomassie Brilliant Blue R-250, N,N‘-metilen-
Bisakrilamidas, Na;HPO4 , NaH,POy;

e GE Healthcare: IDA sefarozé, DEAE sefaroze;

»  Labochema: karbamidas;

* Roche: PMSF;

* Roth: agaras, akrilamidas, amonio persulfatas, ampicilinas, DMSO, EDTA,
HEPES, LB medium (Luria/Miller) terpe, MgCly;

«  Sigma: imidazolas, Tris, NDS, NaCl, KCI, MgSO..

Pradmenys:

RCH1 (5°-CAGCCATATGCCGGAGGAAACCCAGACCCAAG-3°) - tiesioginis
pradmuo Hsp90aN be aktyvaus centro dang¢io geno padauginimui su Ndel kirpimo vieta.

RCH2 (5°-ACCGGATCCTTATTTGTCTTCCTTTTCTTCAGC-3°) — atvirkstinis
pradmuo Hsp90aN be aktyvaus centro dangcio geno padauginimui su BamHI kirpimo vieta.

RCH16 (5°-TACTCGAGTTTGTCTTCCTTTTCTTCAGC-3°) — atvirkstinis pradmuo
Hsp90aN be aktyvaus centro dang¢io geno padauginimui su Xhol kirpimo vieta.

T7-Prom (5‘-TAATACGACTCACTATAGGG-3°) — tiesioginis pradmuo konstrukty
sekoms nustatyti sekoskaitos metodu.

T7-Term (5‘-GGGGTTATGCTAGTTATTGC-3¢) — atvirkstinis pradmuo konstrukty

sekoms nustatyti sekoskaitos metodu.
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Genetiniai konstruktai:
pET28a-6xHis-Hsp90a(lidless d115-135a.) plazmidé su genu, koduojan¢iu Hsp90a be

aktyvaus centro dang¢io. Sukonstruota ir gauta i§ Johannes Buchner laboratorijos Miunchene.

Bakterijy kamienai:
E. coli XLI-blue (Startagene) bakterijy kamienas naudotas plazmidinés DNR
padauginimui ir isskyrimui.

Baltymy ekspresijai naudotas bakterijy kamienas E. coli BL21 (DE3) (Novagen).

2.1.3. Naudotos terpés ir tirpalai

Terpés:

LB mitybiné terpé (sudétis: 10 g/l triptono, 5 g/l mieliy ekstrakto ir 10 g/l NaCl). 25 g
terpés iStirpinami 1 litre distiliuoto vandens. Autoklavuojama 1 atm slégyje 20 minuciy.

Agarizuota LB terpé: 25 g LB terpés ir 15 g agar-agaro istirpinama viename litre
dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 1 atm slégyje 20 minuciy.

SOC mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM KClI,
10 mM MgCl;, 10 mM MgSOy, 20 mM gliukozés. Triptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KCI
tirpinami 100 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 1 atm slégyje 20 minuciy. Atausinus
iki kambario temperatiiros, pridedama Mg drusky ir gliukozés. Terpé iSpilstoma po 1 ml ir
laikoma -20 °C.

Tirpalai:

Akrilamidas/Bis-akrilamidas 30 %: 29,2 g akrilamido ir 0,8 g N,N‘-metilen-
bisakrilamido iStirpinama 70 ml dejonizuoto vandens. Tirpalas filtruojamas ir laikomas
tamsiame inde 4°C temperatiroje ne ilgiau nei 30 dieny.

APS 10 %: 100 mg amonio persulfato tirpalo tirpinama 1 ml dejonizuoto vandens.
Laikoma -20 °C temperatiroje.

Ampicilino tirpalas: 1 g ampicilino tirpinamas 10 ml dejonizuoto vandens. Tirpalo
koncentracija 100 pg/ul. Steriliai nufiltruojama, isSpilstoma po 1 ml ir laikoma -20 °C
temperatiiroje.

Baltymuy elektroforezés buferinis tirpalas (10X): 25 mM TRIS, 1,9 M glicino ir 35
mM NDS, pH 8,3 — 8,6 (nekoreguojamas). Laikoma 4 °C temperatiiroje.
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Baltymuy elektroforezés dazas (6X): 60 mg bromfenolio mélio, 92,5 mg DTT, 6 mL
glicerolio, 4 mM NDS ir 3 mM TRIS istirpinami 10 mL dejonizuoto vandens. ISpilstoma po 1
mL ir laikoma -20°C temperatiroje.

Biomasés ardymo buferinis tirpalas: 20 mM HEPES, 0,15 M NacCl, pH=8,0. Laikoma
4 °C temperatiiroje.

IPTG tirpalas: 5 g IPTG tirpinama 21 ml dejonizuoto vandens (koncentracija 1 M).
Tirpalas steriliai nufiltruojamas, iSpilstoma po 1 ml ir laikoma -20 °C tempretaiiroje.

NDS-PAAG dazo tirpalas: 0,62 g R-250 istirpinama 113 ml 95 % etanolio, pridedama
23 ml ledinés acto riigsties. Praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 250 ml. Laikoma
kambario temperatiiroje.

TAE buferinis tirpalas (50X): 242 g TRIS, 100 ml 0,5 M EDTA, 57,1 ml acto

rugsties, skiedziama dejonizuotu vandeniu iki vieno litro. Laikoma kambario temperatiiroje.

2.2 Metodai

2.2.1. Geno klonavimas

Polimeraziné grandininé reakcija
Polimeraziné grandininé reakcija yra metodas, leidziantis padauginti norimg DNR

fragmenta. Reakcijos metu galima sukurti restrikcijos endonukleaziy taikinius dauginamo
DNR fragmento galuose. DNR fragmenty dauginimui naudojami 20 — 30 baziy pory ilgio
pradmenys, kurie yra komplementartis tikslinei plazmidei. PGR miSinio sudétis (reakcijos
taris 50 pl):

e 10 karty koncentruotas Pfu polimerazés buferis su magnio sulfatu;

e 1,25 vnt. Pfu polimerazes;

e tiesioginis ir atvirkstinis pradmenys (po 0,5 uM);

e matricinés (PET28a-6xHis-Hsp90o(lidless d115-135a.)) DNR tirpalas (0,5 ng);

o dNTP tirpalas (0,2 mM);

e sterilus dejonizuotas vanduo.
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PGR atlikta termocikleryje naudojant tokia programa:
1. Pradiné DNR denatiiracija 94 °C temperatiiroje 2 minutes.
2. DNR denatiracija 94 °C temperatiiroje 30 sekundziy.
3. Pradmeny prilydymas 56 °C temperatiroje 30 sekundziy.
4. DNR sintez¢ 72 °C temperatiiroje 1 minute.
5. Galutin¢ iSsikiSusiy DNR galy sintez¢ 72 °C temperatiiroje 7 minutes.
2 — 4 stadijos kartojamos 30 karty.
Vykdant elektroforeze 1,5 % agarozés gelio elektroforezg, patikrinami reakcijos
produktai. DNR gryninama naudojant ,,GeneJET™ PCR Purification Kit* rinkinj. Gryninama

pagal gamintojo pateikiamg protokola.

Elektroforezé 1,5% agaroziniame gelyje
TAE buferyje paruoSiamas 1,5% agarozinis gelis, turintis 0,5 ug/ml etidzio bromido.

Elektroforezé vykdoma esant 100 V jtampai. Gelis analizuojamas ultravioletinéje Sviesoje.

DNR restrikcija
Reakcijos misinj sudaro:
¢ 10 karty koncentruotas restrikcijos buferis;
e specifinés restrikcijos endonukleazés (po 1 vnt.);
e DNR tirpalas (apie 200 ng DNR);
e sterilus dejonizuotas vanduo.
Restrikcijos miSinys laikomas 37 °C temperatiiroje 2 valandas. Po restrikcijos fermentai

inaktyvuojami 80 °C temperatiiroje 20 minuciy.

DNR defosforilinimas

Po restrikcijos vektorius yra defosforilinamas: j restrikcijos miSinj jpilama 10 karty
koncentruoto Sarminés kreveciy fosfatazeés buferio ir Sarminés kreveciy fosfatazés. MiSinys
laikomas 37 °C temperatiiroje 30 minuéiy. Sarminé kreveéiy fosfatazé inaktyvuojama 80 °C

temperatiiroje 20 minuciy.
DNR gryninimas i§ agarozinio gelio

Reikiamas DNR fragmentas iSpjaunamas 1§ gelio. Gryninama naudojant ,,GeneJET™

Gel Extraction Kit* rinkinj pagal gamintojo pateikiamg protokola.

21



DNR ligavimas

Ligavimui ruoSiamas misinys, kurj sudaro:

e liguojamo geno fragmentas;

e linearizuotas vektorius;

e 5 Kartus koncentruotas ligavimo reakcijos buferis;
e T4 DNR ligazé (1 vnt);

e sterilus dejonizuotas vanduo.

Misinys laikomas 22 °C temperatiroje 5 minutes. Ligazé¢ inaktyvuojama 65 °C

temperatiiroje 10 minuciy. Ligavimo miSinys naudojamas transformacijai | kompetentines

lasteles.

Kompetentiniy E.coli Igsteliy paruosimas:

1.

© © N o

Viena E.coli lasteliy kolonija i$ 1€kstelés uzséjama j 10 ml LB terpés ir inkubuojama
37 °C temperatiiroje 16 valandy.

I kolbg, su 250 ml LB terpés perkeliama 2,5 ml pradinés kultaros. Inkubuojama
37 °C temperatiroje purtant 250 aps./min greiciu, tol kol lgsteliy tirpalo optinis
tankis (A = 600 nm) pasiekia apie 0,55.

Kolba perkeliama j ledo vonig, inkubuojama 10 minuciy.

Lasteliy kultiira centrifuguojama 6000 aps./min grei¢iu 4 °C temperaturoje 10
minuciy.

Terpé nupilama, apversta kolba statoma ant popierinio rankSluosc¢io ir laikoma apie 2
minutes, kad nubégty terpés likuciai.

Lastelés atsargiai suspenduojamos 80 ml Salto transformacijos buferio.

Pakartojami 4 — 5 etapai.

Lastelés atsargiai suspenduojamos 20 ml Salto transformacijos buferio.

Pridedama 1,5 ml DMSO. PamaiSoma ir 10 minuciy laikoma ledy vonioje.

. Kompetentinés lgstelés greitai iSpilstomos ] atSaldytus ependorfinius mégintuvélius

po 200 pl ir uzsaldomos skystame azote. Toliau laikomos -80 °C temperatiiroje.
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Kompetentiniy E.coli 1asteliy transformacija:

Paruostos Petri 1€kStelés su agarizuota LB terpe ir ampicilinu pasildomos 37 °C
temperattiroje.

I 50 ul kompetentiniy Iasteliy jdedama 3 pl ligavimo miSinio ir laitkoma ledo vonioje
30 minuciy.

Lasteléms vykdomas temperatirinis Sokas: 90 sekundziy laikoma 42 °C
temperatiiroje, tada miSinys perkeliamas atgal | ledo vonig 2 minutéms.

I miSinj jpilama 400 pl skystos SOC terpés ir lastelés laikomos termostatuojamoje
purtykléje 37 °C temperatiiroje 30 minuciy, 130 aps./min.

Lastelés centrifuguojamos 2 minutes 6000 aps./min, terpé nupilama, o likutis
suspenduojamas ir uzs¢jamas ant paSildytos Petri 1€kstelés. Auginama 37 °C

temperatiiros termostate per naktj.

Plazmidinés DNR i$skyrimas

I 10 ml LB terpés su ampicilinu (galutiné koncentracija 100 pg/ml) uzsé¢jama

transformuota E.coli bakterijy XLI-blue kamieno kolonija. Auginama 37 °C temperatiiroje per

naktj, purtant 250 aps./min grei¢iu. Plazmidiné DNR gryninama naudojant ,,GeneJET™

Plasmid Miniprep Kit*“ rinkinj. Gryninama pagal gamintojo pateikiamg protokola. DNR

koncentracija nustatoma ,,NanoDrop* spektrofotometru.

2.2.2. Baltymo raiska, tirpumo patikrinimas ir gryninimas

Baltymo raiska E.coli bakteriju BL21 (DE3) kamiene

1. T LB terp¢ su ampicilinu uzsé¢jama viena kolonija i§ Petri l¢ksteles, kurioje buvo

uzsetos transformuotos lgstelés. Per nakt] auginama termostatuojamoje purtykléje
37 °C temperatiiroje 250 aps./min.

Si kultiira persé¢jama j didesnj terpés su ampicilinu tiirj, skiedziant santykiu 1:50.
Auginama tokiomis paciomis salygomis iki kol pasiekiamas 0,5 — 0,7 optinis tankis
(600 nm bangos ilgyje).

Prie§ indukcijag paimamas 300 pl lgsteliy suspensijos (su visais lgstelés baltymais)
meéginys. Indukuojama pridedant ImM IPTG. Toliau auginama tokiomis paciomis

salygomis 3 valandas.
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4. Po 3 valandy imamas 300 pl méginys. Bakterijy kultiira centrifuguojama 15 minuciy

6000 aps./min  greiiu, supernatantas nupilamas, biomasé¢ saugoma -20 °C
temperatiiroje.

Méginiai centrifuguojami 2 minutes 6000 aps./min grei¢iu. Supernatantas
nusiurbiamas, nuosédos tirpinamos 30 pl baltymy elektroforezés dazo (1X). Méginiai

pakaitinami 5 minutes 100 °C temperatiiroje.

6. Meéginiai, paimti pries ir po indukcijos, analizuojami NDS-PAAG elektroforezés biidu.

Baltymy elektroforezé NDS-PAAG

Lastelés baltymai iSskirstomi atliekant elektroforez¢ denattiruojanciomis salygomis.

Ruosiamas gelis.

Apatinis skiriamasis 12 % gelis: Virsutinis koncentruojamasis 4 % gelis:
e Vanduo 1,585 ml; e Vanduo 1,5 ml;
e 30% AA/BAA 2 ml; e 30% AA/BAA 0,335 ml;
e 15M Tris (pH=8,8) 1,25 ml; e 15M Tris (pH=6,8) 0,625 ml;
e 10 % NDS 50 pl; e 10% NDS 25 ul;
e 10% APS 25 ul; e 10% APS 12,5 ul;
e TEMED 2,5 pl. e TEMED 2,5 pl.

ParuoStas apatinio skiriamojo gelio tirpalas pilamas ] gelio formg ir atsargiai

uzsluoksniuojamas vandeniu. Palieckama polimerizuotis maziausiai 40 minuciy. Geliui

sustingus, vanduo nupilamas, gelio pavir§ius nusausinamas filtriniu popieriumi. Uzpilamas

virSutinis koncentruojamasis gelis ir jstatomos ,,Sukutés®. Palickama polimerizuotis bent 30

minuc¢iy. Geliui sustingus, plokstelés su geliu statomos | elektroforezeés aparaty, aparatas

uzpildomas baltymy elektroforezeés buferiu, 1§ gelio iSimamos ,,Sukutés®. | susidariusius gelio

Sulin¢lius jpilami méginiai. Elektroforezé vykdoma 50 mA srovéje, kol dazo frontas pasiekia

skiriamojo gelio apacig. Gelis dazomas Kumasi dazu 20 minuciy ir blukinamas verdan¢iame

vandenyje 5 — 10 minuciy.
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Tirpiy ir netirpiy baltymuy nustatymas

1. 0,25 g bakterijy biomasés homogenizuojama su 6 ml ardymo buferio.

2. Ipilama 60 pl 100 mM PMSF (galutin¢ koncentracija 1 mM) ir maiSoma 4 °C
temperatiiroje 1 valanda.

3. Biomasé ardoma ultragarsu ledo vonel¢je 10 minuciy kas 60 sekundziy darant 60
sekundziy pertraukas esant 50 % amplitudei.

4. Lizatas centrifuguojamas 4 °C temperatiiroje 20 minuciy 20000 aps./min greiciu.

5. Supernatante esan¢iy baltymy koncentracija matuojama Bredfordo metodu.

6. Nuosédos tirpinamos 2 ml 8 M karbamido, matuojama baltymy koncentracija
Bredfordo metodul.

7. Ruo$iami méginiai: imama po 30 pl tirpios ir netirpios baltymo frakcijos tirpalo, j juos
pilama po 5 ul baltymy elektroforezés dazo (6X). Méginiai pakaitinami 5 minutes
100 °C temperatiiroje.

8. Meéginiai analizuojami NDS-PAAG elektroforezés budu.

Baltymu gryninimas

Biomasé homogenizuojama su ardymo buferiu (25 mM Tris, 0,1 M NaCl, 50 mM
imidazolo, pH=7,0). Ipilama 1 mM PMSF, maiSoma 4 °C temperatiiroje 1 valanda. Biomasé
ardoma ultragarsu ledo voneléje 13 minuciy kas 60 sekundziy darant 60 sekundziy pertraukas
esant 70 % amplitudei. Centrifuguojama 4 °C temperatiroje 20 minuciy 20000 aps./min
greiciu.

Supernatantas su iStirpusiu tiksliniu baltymu leidziamas per IDA sefarozés
chromatografijos kolonéle (10 ml) su imobilizuotais Ni?* jonais. Kolonélés pusiausvyrinimui
naudojamas 25 mM Tris, 0,1 M NaCl, 0,05 M imidazolo buferinis tirpalas, kurio pH=7. Nuo
kolonélés baltymas desorbuojamas palaipsniui didinant imidazolo koncentracija iki 0,5 M.
Chromatografijos frakcijose esantys baltymai tikrinami NDS-PAAG elektroforezés budu.
Frakcijos, turincios tikslinj baltyma, sujungiamos dializei. Baltymo tirpalas dializuojamas
4 °C temperatiiroje per naktj naudojant 20 mM HEPES, 1 mM EDTA buferinj tirpalg, kurio
pH=7,0.

Norint gauti grynesnj baltyma, baltymy tirpalas leidziamas per jony mainy
chromatografing kolonéle, uzpildyta DEAE sefaroze. Kolonélés pusiausvyrinimui naudojamas
20 mM HEPES buferinis tirpalas, kurio pH=7,0. Baltymas nuo kolonélés desorbuojamas
palaipsniui didinant NaCl koncentracijg iki 1 M. Chromatografijos frakcijose esantys
baltymai tikrinami NDS—-PAAG elektroforezés budu. Frakcijos, turin¢ios daugiausiai tikslinio

baltymo, apjungiamos dializei. Baltymo tirpalas per naktj dializuojamas 20 mM HEPES
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buferiniame tirpale, kurio pH=7,0. Ryte dializés buferis pakei¢iamas | 20 mM HEPES
buferinj tirpalg su 50 MM NaCl, pH=7. Dializuojama dar bent 2 valandas. Baltymo tirpalas

steriliai nufiltruojamas ir i$pilstomas, toliau laikomas -80 °C temperatiiroje.

2.2.3. Baltymo jungimosi su slopikliais tyrimas

Terminio poslinkio metodo matavimai

Atskirai ruoSiami baltymo ir ligando tirpalai.

Ligandas tirpinamas DMSO ir skiedziamas iki norimos koncentracijos. DMSO
koncentracija galutiniame tirpale (iSpilsCius su baltymu) turi biiti ne didesné nei 2 %.
Ruosiami 2 kartus koncentruoti 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM ir 0 uM
ligando tirpalai, turintys 4 % DMSO.

Ruosiamas 2 kartus koncentruotas (20 uM) baltymo tirpalas fosfatiniame buferyje,
turintis 100 uM ANS ir 100 uM NacCl.

I plonasienius mégintuvélius supilstoma po 10 pl baltymo tirpalo ir po 10 pl tam tikros
koncentracijos ligando tirpalo.

Matavimai atliekami realaus laiko PGR aparatu ,,Rotor-Gene 6000 (QIAGEN Rotor-
Gene Q) spectrofluorimeter keliant temperatiirg 1 °C per minutg greic¢iu nuo 25 °C iki 99 °C.
365 + 5 nm UV S§viesa naudojama méginiy suzadinimui, ANS fluorescencijos emisija

registruojama esant 460 = 5 nm bangos ilgiui.

Izoterminio titravimo kalorimetrijos matavimai

Ruosiama 2,5 ml baltymo ir 1 ml ligando tirpalo.

Naudojamas baltymo ir ligando koncentracijy santykis 1:10. Baltymo koncentracija —
5 uM. Baltymo ir ligando tirpalus sudaro vienodos pagalbiniy medZiagy koncentracijos —
50 mM fosfatinio buferio (pH nuo 6,5 iki 8,0), 100 mM NaCl, 2 % DMSO.

Eksperimentas atliekamas MicroCal VP-ITC kalorimetru. Paruo$tu baltymo tirpalu
uzpildoma kiuveté, ligando tirpalu — $virkstas. Svirkstas jstatomas j kiuvete. Eksperimentas
atliekamas 37 °C temperatiiroje, maiSymo greitis — 260 aps./min, suleidziamos 28 injekcijos,

vienos injekcijos tiiris — 10 pl, injekcijos suleidziamos kas 200 sekundZziy.

26



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Klonavimas

Sukonstruoti du Hsp90a N-galo domeno mutanto be aktyvaus centro dangcio

konstruktai:

1. pET15b-6xHis-Hsp90aN(lidless);
2. pET21b-Hsp90aN(lidless)-6xHis.

Konstruktai skiriasi tik $eSiy histidiny uodegélés, reikalingos gryninimui, vieta baltyme.

Pirmuoju atveju histidino uodegélé yra baltymo N-gale, antruoju — C-gale. Abiejy konstrukty

sekose, lyginant su pilno Hsp90a baltymo seka (P07900 UniProtKB duomeny bazéje), truksta

nuo 115 iki 135 aminoragsties, o 114-ta aminortigstis treoninas pakeistas serinu (3.1 pav.)

FO7900
B6xHis=Hsp90al{1d}
Hzp90aH{1d}-6xHis

Consensus

PO7900
GxHis-Hsp90aH{1d}

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I 1
HPEETOTODOPHEEEEYETFAFOAETAOQLASLITHTFYSHKEIFL RELISHSSDALDKIRYESLTOPSKLDSGKELHINLIPHKODRTLTIVDTGIGHTKADLINNLGTT
HGSSHHHHHHSSGLYPRGSHHPEETOTODOPHEEEEYETFAFOAETANLHSLITHTFYSHKETFLREL TSHSSDALDKIRYESL TOPSKLDSGKELHINLIPHKOORTLTIYDTGIGHTKADLTHHLGTT
HPEETATADAPHEEEEYETFAFOAETABLHSLIINTFYSHKEIFLRELISHSSDALDKIRYESLTOPSKL OSGKELHIHL IPNKOORTLTIYDTGIGHTKADLINNLGTT
.................... HPEETATADAPHEEEEYETFAFOAETABLHSLIINTFYSHKEIFLRELISHSSDALDKIRYESLTOPSKLOSGKELHINLIPNKODRTLTIYDTGIGHTKADLINNLGTT

160

170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I
AKSGTKAFHEALOAGADT SHIGAFGYGFYSAYLYREKY TYITKHHDDEQYAHESSAGGSF TYRTDTGEPHGRGTKYILHLKEDOTEYL EERRIKEIYKKHSOF IGYPITLFYEKERDKEYSDDEREEKED

Hzp90aH{ld}-6xHis
Consensus

FO7900
6xHis=Hsp90al{1d}
Hzp30aH{1d}=-6xHis

Consensus

PO7900
6xHis-Hsp90al{1d}
Hzp90aH{ld}-6xHis

Consensus

PO7900
6xHis=Hsp90al{1d}
Hzp90aH{1d}=-6xHis

Consensus

PO7900
6xHis-Hsp90al{1d}
Hzp90aH{ld}-6xHis

Consensus

AKSGS- VYGFYSAYLYREKY TYITKHHODEQYAHESSAGGSF TYRTDTGEPHGRG TKVILHLKEDATEYLEERRIKETYKKHSAF IGYPITLFYEKERDKEYSDDEREEKED
AKSG5————————————— VYGFYSAYLYREKY TYITKHHODEQYAHESSAGGSF TYRTDTGEPHGRG TKVILHLKEDATEYLEERRIKETYKKHSAF IGYPITLFYEKERDKEYSDDEREEKED
AKSGS . sssssssssssenees FBFTSAYLYREKYTYITKHHDDEQYAHESSAGGSF TYRTOTGEPHGRGTKYILHLKEDOTEYL EERRIKEIVKKHSOF IGYPITLFVYEKERDKEYSDDEREEKED

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1
KEEEKEKEEKESEDKPETEDYGSDEEEEKKDGDKKKKKKIKEKYIDOEEL HKTKPTHTRNPODI THEEYGEF YKSL THOHEDHL AYKHF SYEGOLEFRALLFYPRRAPFOLFENRKKKNNIKLYYRRVFL
K

KLEHHHHHH
K B ettttstsesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssttssssssssssssssttttsssneotttsttsssssssssssssssssssssssssssssssssssss
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I I
HDNCEELIPEYLHFIRGYYDSEDLPLNISREHLOOSKILKYIRKNLYKKCLELF TELAEDKENYKKFYEQFSKNIKLGIHEDSOHRKKLSELLRYYTSASGDEHYSLKDYCTRHKENOKHIYYITGETKD

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I I
OYANSAFYERLRKHGLEYIYHIEPIDEYCYOOLKEFEGKTLYSYTKEGLELPEDEEEKKKOEEKKTKFENLCKINKDILEKKYEKYYYSHRLYTSPCCIVTSTYGHTANNERINKAQALRDNS THGYHAR

I |
KKHLEINPDHSIIETLROKAEADKHDKSYKDLYILLYETALLSSGFSLEDPOTHANRIYRHIKLGLGIDEDDP TRDDTSARY TEEHPPLEGDDDTSRHEEYD

3.1 pav. Hsp90a, 6xHis-Hsp90aN(lidless) ir Hsp90aN(lidless)-6xHis seky palyginimas. Raudonai paZzymétos
sutampanéios aminorigstys.
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3.1.1. pET15b-6xHis-Hsp90aN be aktyvaus centro dang¢io klonavimas

Principiné pET15b-6xHis-Hsp90a be aktyvaus centro dang¢io N-galo domeno

klonavimo schema pateikta 3.2 pav.

ColE1 origin 1020...338

KanR 1066...1878
5385 BamHl (1)

i« tac oT4 Ndel (1)
His tag 5329...5346
LacO 5249...5271

pET28a-6xHis-Hsp90a ||
(lidless d115-135a)
7450 bp

M13 origin 2429...1974
F1 ori 2412...2106

> AmpR 407...1066
T7 4907...4888 7/
LacO 4888...4866

pET15b
5708 bp

His tag 4808..4791  p5090q(lidless d115-135a) 4820...2613
ColE1 origin 1164...1846

PGR su pradmenimis

RCH1 ir RCH2
Ndel kirpimo vieta BamHiI kirpimo vieta
\\l > / Restrikcija su

PGR produktas (Hsp90aN(lidless)) EamElIrNdel

Restrikcija su

BamHlI ir Ndel N
=) mp )

AmpR _ ColE1 origin 7 Laco
(730.-1389) (1487..2169) (5553...5572) (5572...5594)

-

6His
Hsp90aN(lidless) (5652...5669]

N\ /

lT4 DNR ligazé

6043 Bamkl (1)
Stop 6040...604:

Hsp90 5380...6042

5374 Ndel (1)
His tag 5329...5346

Start 5317..5319
LacO 5249..5271

AmpR 407...1066

pET15b-6XH|S- vCOIE'i origin 1164...1846

Hsp90aN(lidless)
6366 bp

3.2 pav. pET15b-6x-His-Hsp90a be aktyvaus centro dang¢io N-galo domeno klonavimo principiné schema.

Polimerazés grandininés reakcijos metodu padaugintas Hsp90a N-galo domenas be
aktyvaus centro dangcio, kartu jterpiant restrikcijos endonukleaziy BamHI ir Ndel kirpimo
sekas galuose. Naudojami RCH1 ir RCH2 pradmenys (sekos pateiktos 2.1.2. skyrelyje) ir
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plazmidé pET28a-6xHis-Hsp90a(lidless d115-135a.). Polimerazés grandininés reakcijos
programa apraSyta 2.2.1. skyrelyje.

Leidziant elektroforez¢ agaroziniame gelyje patikrinta, ar pavyko padauginti norimag
fragmentg. Po elektroforezés padaugintas DNR fragmentas iSgrynintas naudojant GeneJET™
PCR Purification Kit rinkinj.

DNR, gauta po PGR, karpyta BamHI ir Ndel restrikcijos endonukleazémis. Tomis
paciomis restrikcijos endonukleazémis karpytas ir pET15b vektorius, kuris turi atsparumo
ampicilinui geng (AmpR) ir IPTG indukuojamg raiSkos operatoriy lacO. Po restrikcijos
meéginiai buvo frakcionuoti agaroziniame gelyje, reikiami fragmentai iskirpti i§ gelio ir
iSgryninti naudojant GeneJET™ Gel Extraction Kit.

Hsp90aN(lidless) genas suklonuotas j pET15b plazmid¢ naudojant T4 DNR ligazg.
Liguota 5 min 22 °C temperatiiroje. Kompetentinés E.coli XLI-blue lgstelés transformuotos
ligacijos miSiniu ir iSsétos ant 1ékstelés su agarizuota LB terpe ir ampicilinu (100 pg/ml).
Lékstelé laikyta termostate 37 °C temperatiiroje per naktj.

DNR isskyrimui kelios kolonijos i§ 1ékstelés perkeltos i nedidelius kiekius LB terpés.
Plazmidés DNR iSskirta naudojant GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit. ISskirta DNR
patinkrinta karpant restrikcijos endonukleazémis BamHI ir Ndel. Tikslinio geno seka

patikrinta BTI ,,Sekvenavimo centre®.

3.1.2. pET21b-Hsp90aN-6xHis be aktyvaus centro dang¢io klonavimas

PET21b-Hsp90a-6xHis be aktyvaus centro dang¢io N-galo domeno klonavimo eiga
analogiSka 3.1.1. skyriuje pateiktai eigai. Naudoti RCH1 ir RCH16 pradmenys, pET21b
vektorius, Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazés. Principiné konstrukto schema pateikta 3.3

pav.

M13 origin 5575...6030

F1 ori 5592...5898

Stop 5425...5427
His ta% 5407...5424
401 Xhol (1)}

Hsp90 4741...540
Start 4738...4740
4735 Ndel (1

ColE1 origin 1087...1769
pET21b- Hsp80aN(lidless)-GxHis

6030 bp

3.3 pav. pET21b- Hsp90a-6xHis be aktyvaus centro dang¢io N-galo domeno konstrukto principiné schema.
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3.2. Baltymuy raiskos ir tirpumo patikrinimas
Naudojantis Sveicarijos Bioinformatikos instituto internetiniame puslapyje pateikta
programa ,,ProtParam® apskaiCiuotos baltymy molekulinés masés, teoriniai izoelektriniai

taskai (pl) ir ekstinkcijos koeficientai. Duomenys pateikti 3.1 lentel¢je.

3.1 lentelé. Jvairtis baltymy Hsp90aN be aktyvaus centro dang¢io parametrai.

Molekuliné masé, L Ekstinkcijos koeficientas,
Baltymas Teorinis pl L L
kDa M~ cm
6xHis-Hsp90aN(lidless) 27,28 5,05 15930
Hsp90aN(lidless)-6xHis 26,19 4,89 15930

DNR plazmidés buvo transformuotos j kompetentines E.coli BL21 (DE3) lasteles,
patikrinta baltymy raiska ir tirpumas (3.4 pav.). Iki indukcijos lastelés buvo auginamos 37 °C.
Pasiekus 0,5 —0,7 optinj tankj (A = 600 nm) pridéta IPTG (galutiné koncentracija terpéje —
0,1 mM). Toliau auginama 37 °C temperatiiroje 3 valandas. Prie§ indukcijg ir praéjus 3
valandoms po indukcijos paimti méginiai, kurie analizuojami NDS-PAAG. Baltymy tirpumo

patikrinimo metodas apraSytas 2.2.2. skyrelyje.

M

- L5 [ — e

3.4 pav. Hsp90aN(lidless)-6xHis ir 6xHis-Hsp90aN(lidless) baltymy raiskos ir tirpumo patikrinimas. M —
baltymy dydziy standartas; 1, 2 — méginiai prie§ ir po indukcijos (rodykle pazymétas 26 kDa Hsp90aN(lidless)-
6xHis); 3, 4 —  tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijos (rodykle paZzymétas tirpus ir netirpus 26 kDa
Hsp90aN(lidless)-6xHis); 5, 6 -—méginiai prie§ ir po indukcijos (rodykle pazymétas 27 kDa 6xHis-
Hsp90aN(lidless)); 7, 8 — tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijos (rodykle pazymétas tirpus ir netirpus 27 kDa 6xHis-
Hsp90aN(lidless)).
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3.3. Baltymy gryninimas

Uzauginti didesni kiekiai biomasés (7,3 g Hsp90aN(lidless)-6xHis ir 5,67 g 6xHis-
Hsp90aN(lidless)) suardyti ultragarsu. Baltymai gryninti naudojant metalochelating
chromatografing kolonéle. Chromatografijoje vyksta saveika tarp sorbento ligando su
imobilizuotais Ni*? jonais ir baltymo Sesiy histidiny uodegéle susidarant koordinaciniams
rySiams. Nuo kolonélés baltymai desorbuojami palaipsniui didinant imidazolo koncentracijg
nuo 0,05 M iki 0,5 M. Imidazolas pakeicia baltymo $esiy histidiny uodegéle koordinaciniuose
rys$iuose su Ni*2 jonais ir taip iSlaisvina baltymg. Baltymo frakcijos analizuojamos
NDS-PAAG (3.51ir 3.6 pav.).

1160
66,2

45,0

350 |

25,0

18,4
14,4

3.5 pav. Hsp90aN(lidless)-6xHis (26 kDa) gryninimo metalochelatinés chromatografijos metodu rezultatai. M —
baltymy dydZiy standartas; 1 — Hsp90aN(lidless)-6xHis prie§ gryninima; 2 — nesisorbavusi baltymo frakcija; 3 —
9 — frakcijos su tiksliniu baltymu po gryninimo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

116,0
66,2

45,0

35,0

25,0
18,4
14,4
3.6 pav. 6xHis-Hsp90aN(lidless) (27kDa) gryninimo metalochelatinés chromatografijos metodu rezultatai. M —

baltymy dydZiy standartas; 1 — 6xHis-Hsp90aN(lidless) prie§ gryninima; 2 — nesisorbavusi baltymo frakcija; 3 —
8 — frakcijos su tiksliniu baltymu po gryninimo.
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Norint gauti $varesnj baltyma, 6xHis-Hsp90aN(lidless) papildomai grynintas naudojant
jony mainy chromatografing koloné¢le. Baltymas nuo kolonélés desorbuojamas palaipsniui
didinant NaCl koncentracija nuo 0 M iki 1M. Gautos baltymo frakcijos analizuojamos
NDS-PAAG (3.7 pav.)

18,4

14,4

3.7 pav. Hsp90aN(lidless)-6xHis (26 kDa) gryninimo johﬁ fhainq chromatografijos metodu rezultatai. M —
baltymy dydziy standartas; 1 - Hsp90aN(lidless)-6xHis prie§ antrg gryninima; 2 — 9 — frakcijos su tiksliniu

baltymu po gryninimo.

Po gryninimy daugiausiai tikslinio baltymo turincios frakcijos (3 — 5 Hsp90aN(lidless)-
6xHis frakcijos ir 4 — 7 6xHis-Hsp90aN(lidless) frakcijos) apjungtos dializei. Po dializés
baltymai buvo nufiltruoti, steriliai iSpilstyti nedideliais kiekiais ir laikomi -80 °C
temperatiiroje.

ISgryninty baltymy mases masiy spektrometru patikrino dr. Vytautas Smirnovas.

Nustatytos baltymy masés sutampa su teorinémis.

3.4. Hsp90oN be aktyvaus centro dangcio jungimosi su slopikliais matavimas terminio

poslinkio metodu

Buvo iSmatuotas Hsp90aN be aktyvaus centro dang€io jungimasis su slopikliais
terminio poslinkio metodu. Pirmiausiai buvo atlikti matavimai su sintetiniais slopikliais
ICPD47 ir ICPD62 (slopikliai susintetinti Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir
vaisty tyrimy skyriuje (Cikotien¢ et al., 2009), 3.8 pav.) fosfatiniame buferyje, tam, kad
iSsiaiskintume, kokig jtaka jungimuisi turi histidino uodegélés vieta baltyme (3.9 - 3.12 pav.).
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ICPD47

ICPD62

3.8 pav. Slopikliy ICPD47 ir ICPD62 struktiiros (Kazlauskas et al., 2012)

oTm =59 4 (A3 - 100uM ICPD47 10uM Hsp30ah-6xHis(ld) Pi pHT) OTm = 60.1(C3 - 100uM ICPD47 10uM 6xHis-Hsp30aN(ld) Pi pHT)
40 OTm=58.5 (A4 - 50ul ICPDA4T 10uM Hsp30aN-6xHis(ld) Pi pHT) OTm = 59.2 (C4 - 50uM ICPDAT 10uM 6xHis-Hsp90aN(ld) Pi pHT)
oTm = 57.0 (A5 - 25uM ICPD47 10uM Hsp90aN-6xHis(ld) Pi pHT) 3] ©Tm =576 (C5 - 25uM ICPD4T 10uM ExHis-Hsp30aN(ld) Pi pH7)
Tm = 55.0 (A6 - 12 5uM ICPD47 10uM Hspdah-6xHis(ld) Pi pHT) Tm = 56.2 (C6 - 12.5uM ICPD47 10uM BxHis-Hsp30aN(ld) Fi pHT)
oTm = 50.7 (AT - 6.25uM ICPDAT 10uM Hsp90aN-6xHis(Id) Pi pHT) OTm =541 (CT - 6. 25uM ICPD47 10uM 6xHis-Hsp30aN(ld) Pi pHT)
354 0Tm =441 (A8 - OuM ICPD47:10uM Hsp90aN-6xHis(ld) Pi pHT) Tm = 45.5(C8 - Qul ICPD47 10uM 6xHis-Hsp30ak(ld) Pi pHT)
254
304
204 %\’&
> 25 )
g i
: %
.y 5,
15 *‘
15+
104
104
5,
54
20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 5 60 70 80 90 100
Temperature Temperature
3.9 pav. A - Fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros grafikas, esant skirtingoms ICPD47

koncentracijoms, kai Hsp90aN(lidless)-6xHis koncentracija pastovi, fosfatinio buferio pH=7; B -
Fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros grafikas, esant skirtingoms ICPD47 koncentracijoms, kai
6xHis-Hsp90aN(lidless) koncentracija pastovi, fosfatinio buferio pH=7.
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oTm = 59.9 (A3 - 100uM ICPD62 10uM Hsp30aN-6xHis(id) Pi pHT) 0Tm = 60.8 (C3 - 100uM ICPD62 10uM 6xHis-Hsp30al(ld) Pi pH7)
40 ©Tm=59.3 (A4 - 50uM ICPDG2 10uM Hsp30aN-6xHis(ld) Pi pH7) 221 0Tm =603 (C4 - 50uM ICPD62 10uM 6xHis-Hsp30aN(ld) Pi pHT)
0Tm = 58.0 (A5 - 25uM ICPD62 10uM Hspd0aN-6xHis(ld) Pi pHT) 0Tm = 59.3 (C5 - 25uM ICPD62 10uM 6xHis-Hsp30aN(ld) Pi pHT)
Tm = 55.3 (A6 - 12.5uM ICPD62 10uM Hsp90aN-6xHis(ld) Pi pH7) Tm = 57.5 (C6 - 12.5uM ICPDE2 10uM ExHis-Hsp30aN(ld) Pi pH7)
45| ©Tm=49.9 (A7 - 6.25uM IGPD62 10uM Hsp30aN-6xHis(ld) Pi pH7) 201 ©oTm =558 (C7 - 6.25uM ICRDE2 10uM 6xHis-Hspa0aN(ld) Pi pH7)
1 ©Tm =445 (A8 - 0uM ICPDE2 10uM Hsp30aN-6xHis(Id) Pi pH7) Tm = 46.1 (C8 - OuM ICEDEZ, 10uM 6xHis-Hsp30ah(ld) Pi pHT)
184
30
164
= 25
g 144
= 20
124
154
104
104 5
51 6
200 30 4 50 6 70 80 90 100 20 30 40 50 6O 9

Temperature

Temperature

3.10 pav. A — Fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiros grafikas, esant skirtingoms ICPD62

koncentracijoms, kai Hsp90aN(lidless)-6xHis koncentracija pastovi,

fosfatinio buferio pH=7; B

Fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros grafikas, esant skirtingoms ICPD62 koncentracijoms, kai
6xHis-Hsp90aN(lidless) koncentracija pastovi, fosfatinio buferio pH=7.

70

65

60 -

55 -

Tm, °C

50 -

45

# Hsp90aN(ld)-6xHis, 50mM Pi, pH7: Kd ~ 0.0040uM
6xHis- Hsp90aN(ld), 50mM Pi, pH7: Kd ~ 0.0071uM

40

1.00E-07 1.00E-06 1.00E-05 1.00E-04 1.00E-03

Lt, [M]

3.11 pav. Hsp90aN(lidless)-6xHis ir 6xHis- Hsp90aN(lidless) T, priklausomybé nuo ICPD47 koncentracijos

37 °C temperatiiroje.
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® Hsp90aN(ld)-6xHis, 50mM Pi, pH7: Kd ~ 0.0040puM
65 M 6xHis- Hsp90aN(ld), 50mM Pi, pH7: Kd ~ 0.0043uM

40 T T T T 11107 T T T T TT1TT] T T T T TTTT] T T T T TTTT

1.00E-07 1.00E-06 1.00E-05 1.00E-04 1.00E-03
Lt, [M]

3.12 pav. Hsp90aN(lidless)-6xHis ir 6xHis- Hsp90aN(lidless) Ty, priklausomybé nuo ICPD62 koncentracijos
37 °C temperatiiroje.

Matome, kad abiejy baltymy jungimosi konstantos panasios (su ICPD47 — 0,0040 uM ir
0,0071 uM; su ICPD62 — 0,0040 uM ir 0,0043 puM), todél galima spresti, kad histidino
uodegélés vieta baltyme jungimuisi su slopikliu jtakos neturi.

Tolimesniems matavimams pasirinktas baltymas, su histidino uodegéle baltymo N-gale
ir ICPDA47 slopiklis. Atlikti matavimai su slopikliu 50 mM fosfatiniame buferyje keic¢iant pH
vertes kas 0,5 intervale nuo 6,5 iki 8,0 (3.13 — 3.14 pav.).

A B

OTm = 56.3 (B3 - 25uM ICPD47, 10uM Hsp20aN(lidless), 50mM Pi, 100mM NaCl, pH.5)
Tm = 53.9 (B4 - 12.5uM ICPD47, 10uM Hsp30aN(lidless), 50mM Pi, 100mM NaCl, pH6.5)
] ©Tm=508(85-6 ICPD47, 10uM Hsp30aN(lidless), 50mM Pi, 100mM NaCl, pH6.5) g
Tm =49.1(B6 3, 1 ICPD47, 10uM Hsp30aN({lidiess), 50mM Pi, 100mM NaCl, pH6 )
©Tm =43.1 (B7 um

(
E
Tm =551 (E4 - 12.5uM ICPD47, 10uM Hsp30aN(lidless), 50mM Pi, 100mM NaCl, pHS)
(
(
(

Hsp90al(lidless). 50mM Pi, 100mM NaCl, pH8)
h

Intensity

0Tm = 57.4 (B1 - 100uM ICPDA7, 10uM Hspd0aN(lidless), 50mM Pi, 100mi NaCl, pHE.5) OTm = 59.8 (E1 - 100uM ICPD47, 10uM Hsp90aN(lidless), 50mM Pi, 100mM NaCl, pHg)

N i | ©Tm=58.0(E2 - 50uM ICPD47, 10uM Hsp30aN(idiess), S0mM Pi, 100mM NaCl, pHg)
161 OTm =566 (B2 - 50uM ICPDAT, 10uM HspS0aN(idless), S0mM Pi 100mM NaCl, pH6.5) 94 [ - 2oy (237 56 M 1GPDAT 10uM HepaoaN(idlsss) 50mM Pi. 100m NaCl. pHB)

4 10uM Hsp30aN(lidless), 50mM Pi, 100mM NaCl, pH8)
0uM Hsp80aN{lidless), 50mM Fi, 100mM NaCl, pH8)

20 30 40 s 6 70 B0 G0 100 0 3 4 0 60 70 80 90 100

Temperature Temperature
3.13 pav. A — Fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiros grafikas, esant skirtingoms ICPD47
koncentracijoms, kai 6xHis-Hsp90aN(lidless) koncentracija pastovi, fosfatinio buferio pH=6,5; B -

Fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiros grafikas, esant skirtingoms ICPD47 koncentracijoms, kai
6xHis-Hsp90aN(lidless) koncentracija pastovi, fosfatinio buferio pH=8.
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3.14 pav. 6xHis- Hsp90aN(lidless) Ty, priklausomybé nuo ICPD47 koncentracijos 37 °C temperatiroje, esant
skirtingoms pH reikSméms.

Matome, kad jungiantis baltymui ir ligandui, baltymas stabilizuojamas. I§ gauty kreiviy
nustatytos jungimosi konstantos, i§ jy, naudojantis formule A,G = —RTInkK,, apskaiiuota

laisvoji Gibso energija, kai baltymo iS$sivyniojimo entalpija (i§ eksperimentiniy duomeny)
540,32 kJ/mol (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. 6xHis-Hsp90aN(lidless) jungimosi su ICPD47 esant skirtingoms pH reik§méms terminio poslinkio
metodu gauti parametrai

pH Kpestens M Ky, NM Ab-senG, KI/mol
6,5 1,4-10° 7,14 -48,37
7,0 5,5-10" 18,2 -45,98
75 7,010’ 14,3 -46,57
8,0 2,310’ 435 -43,72

I$ 8iy duomeny matome, kad baltymas su slopikliu stipriausiai jungiasi, kai pH=6,5 —
jungimosi konstanta Kp.ser = 1,4:10° M™%, ApevG = -48,37 kd/mol; silpniausiai, kai pH=8,0 —
Koesteb = 2,3-10" M, Ap.stenG = -43,72 k/mol.
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3.5 Hsp90aN be aktyvaus centro dangcio jungimasis su slopikliu tyrimas izoterminio

titravimo kalorimetrijos metodu

Hsp90aN be aktyvaus centro dangcio jungimosi su ICPD47 slopikliu metu iSsiskyrusi

Siluma buvo iSmatuota izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu. Jungimasis matuotas

50 mM fosfatiniame buferiniame tirpale, pH vertéms kintant kas 0,5 intervale nuo 6,5 iki 8

(3.15 pav), esant 37 °C temperatiirai.
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3.15 pav. Hsp90aN be aktyvaus centro dangéio jungimosi su ICPD47 fosfatiniame buferiniame tirpale kreivés,
gautos ITK metodu. A — duomenys gauti, kai pH=6,5; B — pH=7,0; C — pH=8,0. VirSuje patekti pirminiai

duomenys, apacioje - integruoti duomenys.

Baltymo jungimosi su slopikliu parametrai pateikti 3.3 lentel¢je.

3.3 lentelé. Hsp90oN be aktyvaus centro dang¢io jungimosi su ICPD47 fosfatiniame buferiniame tirpale esant
skirtingoms pH vertéms 37 °C temperatiiroje ITK metodu gauti parametrai.

pH Kop-stebs M™* Kg, "M AH, kd/mol
6,5 1,845-10" 54,2 -38,19
7,0 4,91-10° 203,7 -46,15
7,5 1,59-10 62,9 -34,44
8,0 1,04-10° 95,2 -25,56

IS gauty duomeny matome, kad baltymas su slopikliu stipriausiai jungiasi, kai
PH=6,5 — Kp.sen=1,845-10" M"; silpniausiai, kai pH=7,0 — Kpsex=4,91-10° M. Terminio

poslinkio ir ITK metodais nustatytos jungimosi konstantos palygintos 3.4 lenteléje.
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3.4 lentelé. Jungimosi konstanty, nustatyty teminio poslinkio ir izoterminio titravimo kalorimetrijos metodais,

palyginimas

-1
Kb—steb: M

Izoterminio titravimo

pH Terminio poslinkio metodas ) B
kalorimetrijos metodas

6,5 1,4-10° 1,845-10"

7,0 5,5:10" 4,91-10°

75 7,0-107 1,59-10

8,0 2,3-10" 1,04-10°

Matome, kad jungimosi konstantos skiriasi. Tam, kad jvertintume, kurios konstantos

patikimesnés, skaiCiuojame ¢ = nM_ K, faktoriy (aprasyta 1.6 skyriuje). ITK metodu

nustatytos jungimosi konstantos nebepatenka j intervalg tarp 5 ir 500. Todél patikimesnémis

laikome terminio poslinkio metodu nustatytas jungimosi konstantas.

3.6. Hsp90aN ir Hsp90aN be aktyvaus centro dangcio jungimosi konstanty palyginimas

[Smatuotus jungimosi parametrus galima lyginti su Hsp90a N-galo domeno jungimosi

parametrais (Kazlauskas et al., 2012), nustatytais izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu

(3.5 lentelé).

3.5 lentelé. Hsp90aN ir Hsp90aN be aktyvaus centro dangéio jungimosi su ICPD47 gauti parametrai 37 °C

temperatiiroje. Nurodytos Hsp90aN(lidless) jungimosi konstantos gautos terminio poslinkio metodu,
skliausteliuose — ITK metodu.
Hsp90aN(lidless) Hsp90aN
Kg, "M 7,14 (54,2) 4,13
pH=6,5
Ap-sepH, kd/mol -38,19 -39,9
Kg, NM 18,2 (203,7) 6,80
pH=7,0
Ap-sepH, kd/mol -46,15 -40,7
Kg, "M 14,3 (62,9) 6,17
pH=75
Ap-sepH, kd/mol -34,44 -42,6
Kg, "M 43,5 (95,2) 14,5
pH=8,0
Ap-stepH, kJ/mol -25,56 -40,1

Matome, kad Hsp90aN ir Hsp90aN be aktyvaus centro dangcio jungimosi konstantos

skiriasi 2 — 3 kartus. Remiantis Siais duomenimis galima teigti, kad aktyvaus centro dangtis

turi nedidele jtakg baltymo jungimuisi su slopikliu.
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4. ISVADOS

Sukonstruotos dvi plazmidés skirtos Hsp90o N-galo domeno be molekulinio
dangcio baltymo ekspresijai.

ISgryninti Hsp90a N-galo domeno be molekulinio dang¢io baltymai.

Terminio poslinkio ir izoterminio titravimo kalorimetrijos metodais nustatyta, kad
Hsp90aN be aktyvaus centro dangio su ICPD47 slopikliu stipriausiai jungiasi
esant pH = 6,5 (jungimosi konstanta K, = 1,4-10° M™).

Palyginus Hsp90aN be aktyvaus centro dangcio ir Hsp90aN jungimosi konstantas
galima teigti, kad aktyvaus centro dangtis turi nedidelg jtaka baltymo jungimuisi su
slopikliu.
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Cloning and Purification of Lidless Chaperone Hsp90aN and the
Measurements of Inhibitor Binding

SUMMARY

Molecular chaperone Hsp90 is a highly conserved protein that helps in maturation of a
wide range of client proteins. There are two cytosolic Hsp90 isoforms — o and . Under
normal conditions Hsp90 constitutes around 1 — 2 % of all cellular proteins. However, in
cancerous or stressed cells the amount of Hsp90 increases approximately 2 to 3 times. The
energy of ATP binding and hydrolysis is used to fold client proteins. Various inhibitors can
bind to ATP binding pocket and inhibit the function of Hsp90.

Lidless Hsp90oa N-terminal domain (amino acids 115 to 135 were deleted) was
produced and binding with inhibitors was measured. Inhibitor ICP47 bound to lidless
Hsp90aN with highest affinity at pH 6.5 of the tested range of 6.5 — 8. Binding constants of
native Hsp90aN and lidless Hsp90aN were compared and it was determined that the absence

of lid had minor but detectable effect on the binding thermodynamic parameters.
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