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SANTRUMPOS

APS — amonio persulfatas;

aps. — apsisukimai;

a. r. — amino rugstis;

BHI — mitybiné terpé (angl. Brain Heart Infusion);

CA — karboanhidrazé (angl. Carbonic Anhydrase);

dNTP — deoksiribonukleotidas;

DTT — ditiotreitolis;

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

Glu — glutamo ragstis;

hCA — Zzmogaus karboanhidrazé (angl. Human Carbonic Anhydrase);
His — histidinas;

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas;

LB — mitybiné terpé (angl. Lysogeny Broth);

NDS — natrio dodecilsulfatas;

PGR — polimeraziné grandininé reakcija;

SDS - natrio dodecilsulfatas (angl. sodium dodecyl sulfate);

S.0.C - optimali mitybiné terpé (angl. Super Optimal broth with Catabolite repression);
TAE — buferis (angl. TRIS — acetate — EDTA);

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

Thr — treoninas;

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



IVADAS

Karboanhidrazés (CA) — tai metalofermentai, kuriy aktyvigjame centre keturvalentiskai
prisitvirtings Zn®* jonas. Sie fermentai katalizuoja labai paprasta, bet itin svarbia fiziologing reakcija -
CO; hidrolize. CA dalyvauja palaikant pastovy terpés pH, jony mainy reakcijose ir Kituose
fiziologiniuose procesuose. CA yra aptinkami visuose gyvybés karalystése, fiziologiskai labai
skirtinguose organizmuose. Sie fermentai skirstomi j penkias $eimas, o zmoguje aptinkamos CA
priskiriamos a-CA $eimai. Zmogaus organizme §ie baltymai yra randami beveik kiekviename organe
bei audinyje.

Dél didelio paplitimo organizme, bei jy dalyvavimo svarbiuose fiziologiuose procesuose, CA
raiskos sutrikimai tampa jvairiy ligy priezastimi. Zinoma, kad padidéjusi jy raiska sukelia tokias ligas,
kaip glaukoma, osteoporozé, nutukimas, inksty bei vir§kinamojo trakto sutrikimai ir kt. Be to, daznai
padidéjusi CA raiska nustatoma vézinése lastelése. Pavyzdziui, aplink auglj besiformuojanciy,
kraujagysliy lastelése aptinkamas CA 11 raiSkos suaktyvéjimas.

Siuo metu moksliné bendruomené aktyviai domisi ir tyrinéja CA. Tiriama jy struktiira, funkcijos,
raiSkos poky¢iai ir to poveikis Igstelei, slopinimas bei aktyvinimas. Pastarieji tyrimai labai naudingi
bandant sukurti vaistus, kuriy aktyvioji medziaga turéty buti CA aktyviklis ar slopiklis. Siekiant
atrasti efektyvius ir specifiskus vaistus, biitini iSsamis fermento aktyvio centro ir sgveikos su
substratu tyrimai.

Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje tiriamas CA ir ligando sgveikos, kuriami fermenty
slopikliai. Sio darbo tikslas yra sukurti aktyviojo centro mutantus ir i§skirti rekombinantinj baltyma,

kurie véliau bty panaudoti tokiuose tyrimuose.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Gauti CA Il mutanta 1 ir CA II mutantg 2 su norimomis aktyviojo centro mutacijomis; patikrinti
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje sukonstruoto pET15b-6xHis-CAVA (40-305) geno
raiskg ir rekombinantinio CA VA baltymo tirpuma.

Darbo uZdaviniai:

e Sukonstruoti CA II mutantg 1 su aktyviojo centro mutacijomis: V134A, 191R, N62S, T199V;

e Sukonstruoti CA II mutantg 2 su aktyviojo centro mutacijomis: N62T, H64Y, A65L, N67Q,
F130Y, L203T, 191K;

e Patikrinti mutantiniy baltymy (CA Il mutanto 1 ir CA Il mutanto 2) raiSkg Escherichia coli
lastelése;

e Patikrinti pET15b-6xHis-CAVA (40-305) konstrukto geno raiska ir rekombinantinio CA VA
baltymo tirpuma.



I. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karbonhidraziy apzvalga

Karboanhidrazés — tai fermentai katalizuojantys grjztama anglies dioksido (CO,) hidratacijos
reakcija. Sie fermentai buvo atrasti 1932 m., o i$skirti i§ jaucio eritrocity po mety (Meldrum ir
Raughton, 1933). Meldrum ir Raughton su kolegomis ne tik pirmieji iSskyré CA baltyma, bet ir
detaliai aprasé jo ypatybes bei katalizuojamy reakcijy kinetines savybes. Sis jy darbas suteiké
pagrindus tolesniems CA tyrimams ir net praéjus 80-im¢iai mety Sie fermentai yra toliau plaéiai
tyrinéjami ir kelia didelj mokslinés bendruomenés susidoméjima.

CA yra aptinkamos ne tik eukariotuose, bet ir bakterijose, bei archéjose (Saczewski et al., 2006).
Visi Sie fermentai skirstomi j penkias $eimas: a-, -, y-, 6- ir e-CA (Akincioglu et al., 2013).
Zinduoliuose, tame tarpe ir Zmoguje, yra apradyta 16 skirtingy $io fermento izoformy, kurios skiriasi
vieta lasteléje ir pasiskirstymu audiniuose (Gilmour, 2010). Visi $ie fermentai priskiriami a-CA
Seimai. Skirtingos Seimos neturi reikSmingy amino rugsciy (a.r.) seky panasumy, 0 skirstomos, pagal
aktyviojo centro panasumus ar skirtumus (Akincioglu et al., 2013). Bendras daugelio CA bruozas —
Zn®* jonas aktyviajame centre, kuris atlicka svarbiausia vaidmenj CO, hidratacijoje.

CA dalyvauja daugybéje skirtingy fiziologiniy procesy, tokiy kaip kauly kalcifikacija, jony
transportas, fotosintezeé ir kiti (Esbaugh et al., 2006). Sie fermentai siejami su daug ligy ir fiziologiniy
sutrikimy. CA yra labai aktyviai tyrin¢jami, yra ieSkoma slopikliy ar aktyvikliy, kurie keisty raiskos
pokycCiy sukeliamy ligy Vystymasi ar jas stabdyty.

1.1.1. Karboanhidraziy Seimos

CA yra paplite visuose gyvosios gamtos karalystése, fiziologiskai labai skirtinguose organizmuose,
turi skirtingas struktaras ir jas koduoja labai skirtingi genai (Hewett-Emmett, 2000). Visa tai, rodo ne
tik tai, kad $ie baltymai vystési atskirai vieni nuo kity (konvergentiné evoliucija), bet ir kad jie
biologiSkai labai svarbiis (Ferry, 2010).

Kaip jau minéta anks¢iau, gamtoje egzistuoja penkios CA seimos: a-, -, y-, 8- ir e-CA, Kurios
aptinkamos skirtingose organizmy grupése. a-CA randami stuburiniuose gyviinuose, taip pat
augaluose, dumbliuose ir bakterijose. B-CA seima dominuoja augaluose, dumbliuose ir bakterijose, be
to, jy galima aptikti ir kai kuriose stuburiniuose. y-CA yra randami archéjose ir bakterijose (Xu et al.,
2008; Supuran, 2008). Si fermenty Seima aptinkama tik fotosinteze atliekan¢iuose eukariotiniuose
organizmuose (Martin et al., 2009). Jariniuose titnagdumbliuose randami 5-CA ir e-CA ir kol kas

néra zinoma daugiau juos sintetinan¢iy organizmy (Supuran, 2008).



Nors a-CA Seimos fermentai yra monomeriniai, kitoms §io fermento Seimoms biidingas
multimeriSkumas: 8-CA ir e-CA yra dimeriniai, y-CA — trimeriniai, 0 f-CA Seimos baltymai turi
daug oligomeriniy formy (Gilmour, 2010). Kol kas daugiausia istyrinéta yra a-CA Seima, nes jos
fermentai yra sintetinami zmogaus organizme, taciau pastargjj deSimtmetj pradéta aktyviau dométis ir

kitomis §iy fermenty Seimomis.

1.1.2. Zmogaus karboanhidrazés ir ju paplitimas organizme

Iki Siol Zinduoliuose rasta 16 skirtingy CA arba su jomis susijusiy baltymy, priskiriamy a-CA
Seimai. Visi Sie fermentai yra skirtingose 1gstelés vietose ir nevienodai pasiskirste audiniuose
(Akincioglu et al., 2013). Zmogaus CA yra skirstomos j tris grupes. Pirmajai priklauso citoplazminiai
CA: I I, 11, VA,VB, VII ir XIII. Antroji grupé — membraniniai fermentai: 1V, 1X, XII, XIV ir XV.
Duis jy (CA IV ir CA XV) prisitvirting prie lgsteliy plazminés membranos, o like trys yra
transmembraniniai. Visi $ie fermentai formavosi i§ citoplazminiy CA (Esbaugh ir Tufts, 2006).
Trecigjai grupei priklauso fermentai, kurie nebeturi fermentinio aktyvumo, o yra tik su jprastais CA
susij¢ baltymai (ang.CA-related proteins - CA-RP): CA VIII, X ir XI. Kadangi, visy trijy baltymy
raiSka vyksta smegeny lastelése, bei jy erdviné struktiira yra labai konservatyvi, yra manoma, kad jie
atlieka labai svarbig funkcijg, kuri kol kas dar nenustatyta (Gilmour, 2010; Esbaugh ir Tufts, 2006).
CA VI yra vienintelis sekretuojamas baltymas Sioje Seimoje (1 pav.). Toks platus fermenty

pasiskirstymas lgsteléje suteikia galimybe atlikti labai specifiskas funkcijas.

ISoriné membrana
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1 pav. CA pasiskirstymas lasteléje (pagal Kiveld et al., 2005)



CA raiSka apsprendziama audinio, kuriame yra lastelé, bet ne Iastelés, kurioje sintetinamas
baltymas (Christie et al., 1997). CA II yra viena kataliziskai aktyviausiy ir daugiausiai zmogaus
organizme paplitusiy CA — jis randamas beveik visuose audiniuose ir organuose (Nardfors et al.,
2010). CA | aptinkama zarnyno epitelio sekretuojanciose (angl. mucosal) lastelése ir kasos
Langerhanso salelése (angl. Langerhans islets) (Parkkila et al., 1994). Be to, CA 1 ir CA Il yra
sintetinamos raudonosiose kraujo Igstelése (Vadnianen et al., 1985). Transmembraninis CA XIlI
baltymas randamas inksty, Zarnyno ir §lapimo piislés audiniy Igstelése. Kitas transmembraninis
baltymas - CA IX yra aptinkamas skrandzio ir Zarnyno audiniuose. Kaip jau minéta anks¢iau, CAVI
yra sekretuojamas fermentas, jis jeina j seiliy sudétj, 0 sintetinamas paausio ir submandibuliarinés
limfinés liauky lgsteliy (Kiveld et al., 1999). CAIV yra plauciy ir inksty lgsteliy membrany baltymas
(Waheed et al., 1992). CA VII raiSka vyksta seiliy liauky lastelése (Tashian, 1989). CA VA baltymas
aptinkamas tik kepeny, tuo tarpu CA VB — beveik kiekvieno audinio lasteliy mitochondrijose (Shah,
2000). Dideli kiekiai CA III sintetinami skeleto raumeny lgstelése (Carter et al., 1979). Toks platus

Siy baltymy paplitimas organizme rodo jy svarbg fiziologiniuose pocesuose.

1.1.3. Karbonhidraziy aktyvusis centras ir katalizuojamos reakcijos
CA Kkatalizuoja labai paprastg grjztama fiziologing reakcijg — anglies dioksido hidratacija iki
bikarbonato. Kadangi Sie fermentai yra vieni grei¢iausiy $iuo metu Zinomy fermenty, Si reakcija
vykdoma ypatingai greitai (Krishnamurthy et al., 2008). Tai naudinga dél svarbiy fiziologiniy
funkcijy organizme, kurios reguliuojamos CO; hidratacijos. I$samiausiai $ios reakcijos mechanizmas
iStyrinétas zmogaus CA II ir dél CA izoformy homologiskumo, daroma prielaida, kad jis toks pat
visuose a-CA Seimos atstovuose.

CA katalizuojama reakcija:

Fermentas ~ Zn** - OH + CO, & Fermentas ™ Zn*" - HCO3 (1)
Fermentas ~ Zn*" - HCO; <& Fermentas ~ Zn*" - H,O + HCO3 (2)

Fermentas ~Zn*" - H,0 + B < Fermentas ~Zn*" - OH + BH'(3)

Hidratacijos pirmojoje stadijoje (1), CO; prisijungia prie CA aktyviojo centro. Hidroksi grupé, kuri
prisijungusi prie Zn** jono nukleofiliskai atakuoja COy ir susiformuoja HCOs" Tada vandens
molekule iSstumia HCO3' 1§ aktyviojo centro (2). Tre€iojoje stadijoje (3) atstatoma pirminé fermento
biisena, atiduodant protong nuo vandens molekulés aplinkoje esanc¢ioms skys¢iy molekuléms

(Akincioglu et al., 2013).



Be CO; hidratacijos a-CA seimos fermentai katalizuoja cianato hidratacija iki karbamido rtigsties,
cianamido iki karbamido, karboksiliniy esteriy hidratacija ir kt. (Supuran ir Scozzafava, 2007).

Detali CA aktyviojo centro struktiira yra zinoma, dél daug mokslininky grupiy atlikty
kristalografiniy, Kryptingos mutagenezés (angl. site — specific mutagenesis) ir kity baltymo struktiiros
tyrimy. Kaip ir katalizuojamos reakcijos tyrimuose, taip ir baltymo struktiiroje, daugiausia iStyrinétas
CA 11, dél to, kad Sis izomeras tirpus, monomerinis, mazas, lengvai iSskiriamas - tai palengvina darba
su juo. Taciau atlikus daugiau tyrimy paaiskéjo, kad visi a-CA yra struktiiriSkai panasts — aptinkama
daug antrinés ir tretinés struktiiros homologijy tarp izomery, tod¢l daroma prielaida, kad visi
fermentai turi panasius aktyviuosius centrus (Krishnamurthy et al., 2008).

CA aktyviojo centro plotis ir gylis yra apie 15A. Cinko jonas yra aktyviojo centro dugne, jis
keturvalentiSkai sgveikauja su trimis histidino lieckanomis (His94, His96 ir His119) ir vandens
molekulés hidroksido jonu (Ghiasi et al., 2012). Tokia Zn** jono saveika su fermento aktyviuoju
centru yra konservatyvus bruozas visiems CA (Sly ir Hu, 1995) (2 pav.).

H.O

P
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HHN MH
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2 pav. CA aktyvusis centras (pagal Springings ir Hall, 2001)

Aktyvusis centras turi hidrofobing ir hidrofiling puses. Svarbig funkcijg atlieka Glu106 ir Thr199
liekanos, baltymo hidrofilinéje dalyje — prie jy jungiasi vandenilis, CO; hidratacijos metu (Sly ir Hu,
1995). Pagal fermento struktiira aisku, kad CO; jungiasi prie hidrofobinés dalies (McCall et al.,
2000). Pats baltymas sudarytas i§ 3 plokstés ir keliy a grandiniy aplink ja (3 pav.). Baltymo grandinés
C-gale formuojasi labai reta ir nejprasta struktiira, vadinama C-galo mazgu (angl. C - terminal knot)

(3 pav.).
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C-galo \

/77, S iall

3 pav.CA 1I struktara (pagal Krishnamurthy et al., 2008)

1.1.4. Karboanhidraziy slopikliai ir aktyvikliai

D¢l daugybeés ligy ir sutrikimy, kuriuos sukelia CA fermenty padidéjusi/sumazejusi raiska, yra
aktyviai ieSkoma efektyviy Sio baltymo slopikliy ar aktyvikliy. Jau daugiau nei 50 mety medicinoje
naudojami pirminiai sulfonamidai - RSO,NH,. Jy pagalba gydoma glaukoma, be to, yra naudojami
kaip diuretikai. Siuo metu slopikliy tyrimai labai suaktyvéjo, dél galimybés jy pagalba gydyti
nutukimg, vézj, naudoti, kaip nuskausminamuosius ar diagnozuojant ligg (Supuran, 2010).

CA slopinimas ir aktyvinimas yra gerai iStyrinétas ir sglyginai aiSkus mechanizmas. Aktyvikliai
jungiasi prie aktyviojo centro jéjimo (angl. entrance of the active site) ir dalyvauja jony pernasoje
tarp vandens molekulés ir reakcijos terpés, taip skatindamas metalo hidroksido susidaryma ir
aktyvuodamas fermentg (Clare ir Supuran, 1994). Kadangi dazniau sveikatos sutrikimus sukelia per
didelé CA raiska, daugiau yra tyrin¢jami slopikliai. CA slopinimas vyksta pagal tris pagrindinius
mechanizmus:

1. Slopiklis tiesiogiai jungiasi prie Zn®* jono ir i§stumia vandens molekule i§ fermento aktyviojo
centro,

2. Slopiklio molekulé tvirtinasi prie vandens molekulés arba hidroksido jono;

3. Slopiklis jungiasi prie aktyviklio jungimosi vietos ir taip uzblokuoja j¢jima j aktyvyji centra.

Kaip jau minéta, sulfonamidai yra seniausiai naudojami CA slopikliai. Siuo metu yra apie
trisdeSimt jau naudojamy vaisty, kuriy veiklioji medziaga yra biitent sulfonamidai (Supuran, 2010).
Jie prie fermento jungiasi per Zn** jona — sulfonamido molekulés azoto jonas sudaro su juo
koordinacing jungtj, taip iStumdamas hidroksi grupe i aktyviojo centro. Be to, susiformuoja

vandeniliniy rysiy tinklas su Thr199 ir Glu106 (4 pav.) (Supuran ir Scozzafava, 2007).
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Aktyviojo centro
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4 pav. CA slopinimo sulfonamidais schema (pagal Supuran ir Scozzafava, 2007).

DidzZiausios problemos, kuriant CA slopiklius bei aktyviklius, yra didelis Sio fermento izoformy
kiekis ir jy platus pasiskirstymas po organus ir audinius. Be to, labai sunku sukurti slopiklius ar
aktyviklius, kurie bity specifiski tam tikrai CA formai (Supuran, 2010). Siuo metu labai aktyviai
tyrinéjami fenoliai, kumarinai ir kitos prie Zn** jono nesijungianc¢ios medziagos, dél savo gebéjimo
jungtis prie konkre¢ios CA izoformos. Fenoliai jungiasi prie aktyviajame centre esancios hidroksi
grupés arba vandens molekulés ir taip stabdo fermentg. Kadangi Sie slopikliai sgveikauja su
skirtingomis amino ragstimis baltymo strukttroje, juos galima sukurti specifiSkus tam tikrai CA

(Innocenti et al., 2009).

1.1.5. Zmogaus karboanhidrazé 11

CA Il —tai citozolinis, katalitiskai vienas aktyviausiy fermenty, kurio greitis apie 10° s*. Sis
fermentas yra 29kDa dydzio monomeras. Pirma kartag CA 11 baltymo, isskirto i§ Zzmogaus eritrocito,
kristaliné struktiira i$siaiSkinta 1972 metais. Baltymas turi sfering struktiirg ir jo pilnas aprasymas
pateiktas skyrelyje ,,Karbonhidraziy aktyvusis centras ir katalizuojamos reakcijos“ (1.1.3.).

CA Il raiska vyksta beveik visy audiniy ir organy lastelése: eritrocituose ir trombocituose, akies
lesiuko ir Miulerio lastelése, virSkinamojo trakto Iastelése, kauly osteoklastuose, inkstuose,
plauciuose, smegeny oligodentrocituose ir choroidinio rezginio epitelio lastelése, kepeny
hepatocituose, seiliy liauky ir plauéiy epitelio lastelese (Supuran et al., 2007; Sly ir Hu, 1995). Sio
fermento atliekama funkcija priklauso nuo audinio, kuriame vyksta jo raiska. Kai kuriose Igstelése,
CA Il yra vienas svarbiausiy riigstiniy baziy (angl. acid base) homeostazés veiksniy. Sie baltymai

prisideda prie skrandZio Iasteliy H" jony sekrecijos, §lapimo riigities gamybos inkstuose. Be to,
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skatina HCO3" sekrecijg lastelése, kurios atsakingos uz kasos sul¢iy, audiniy skyscio,
cerebrospinalinio skyscio, seiliy gamyba. Labai svarbu nepamirsti, kad CA II skatina CO; apykaitg
inkstuose, plauciuose ir eritrocituose (Sly ir Hu, 1995).

CA 11 geno raiskos sutrikimai sukelia kai kurias ligas ir onkologinius susirgimus. Manoma, kas $is
fermentas svarbus augliy vystymesi, nes jo raiska biina padidéjusi neo-kraujagysliy (angl. neovessels)
endotelio lastelése. CA II raiska buna padidéjusi glaukomos pacienty akies audiniuose, dél to sutrinka
akies skys¢iy apykaita ir padidéja jy spaudimas j akies nerva (Vierner et al., 2009). Vienitelé iki Siol
zinoma paveldima CA liga yra CA 11 nepakankamumo sindromas (angl. CA |1 deficiency syndrome).
Sis sindromas paveldimas kaip autosominis recesyvinis pozymis (Sly et al., 1985). CA Il
nepakankamumo sindromo pasekmés yra osteoporoze, inksty acidoze ir cerebraliné kalcifikacija. Be
to, ligoniui budingas sulétéjes vystymasis, Zemas tigis, dazni kauly ltziai bei smegeny kognityviniai
sutirkimai, kuriy pasékmés varijuoja nuo lengvy mokymosi sunkumy iki silpnaprotystés (Shah et al.,
2004).

1.1.6. Zmogaus karboanhidrazé VA

CA VA —tai citoplazminis, Zemo aktyvumo 30kDa dydzio fermentas, aptinkamas kepeny lgsteliy
mitochondrijose. Mitochondrijy CA pirmg kartg iSskirta i§ jaros kiaulytés kepeny lgsteliy (Dodgson,
1987). ISsamesni tyrimai parodé, kad egzistuoja dvi Sio baltymo formos: CA VA aptinkama tik
kepeny lgsteliy, ir CA VB, kuri randama visy kity Igsteliy mitochondrijose. D¢l tokiy fermento
raiskos skirtumy, daroma prielaida, kad Sie du baltymai turi skirtingas fiziologines funkcijas
(Fujikawa-Adachi et al., 1999).

Kadangi VB yra labiau paplite po organizmg, manoma, kad VA kilo i§ VB ir yra skirtas atlikti
specifing funkcijg kepenyse. Iki $iol yra zinoma tik tiek, kad Sis fermentas atsakingas uz HCO3 "
pateikimg j mitochondrijas, kuriy membrana yra nepralaidi $iam jonui. HCO3" jonas reikalingas
piruvato karboksilazei ir karbamilfosfato sintetazei | (Shah et al., 1999). Pirmasis fermentas vykdo
gliukogenezg ir pateikiamg jong panaudoja pirmajai jos fazei. Antrasis fermentas vykdo ureageneze

ir, taip pat, jong naudoja pirmajai reakcijos fazei.

1.1.7. Zmogaus karboanhidraziy funkcijos ir raikos sutrikimy sukeliamos ligos
Kadangi fermentas naudoja ir suformuoja laisvus protonus, bei bikarbonato jonus, jis aktyviai
dalyvauja pH reguliacijoje, jony mainy reakcijose ir jtakoja skys¢iy pernasa. Reguliuojant skysc¢iy
pernasa Sie baltymai netiesiogiai dalyvauja vandeninio tirpalo, cerebrospinalinio skyscio, skrandZio
rugsties ir kasos sul¢iy gamyboje (Sly ir Hu, 1995). Be to, CA dalyvauja daugelio organy, bei audiniy

elektrolity sekrecijoje, kauly kalcifikacijoje, biosintetinimo reakcijose — gliukoneogenezéje,
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lipogenezéje, ureagenezéje (Supuran, 2010). Zinoma, svarbiausia ir pagrindiné $io baltymo funkcija
CO; homeostaze, jo pernasa tarp plauciy audinio ir metabolizuojanciy audiniy. Skirtingy CA formy
funkcija priklauso nuo jy vietos organizme — audinio ar vietos lgsteléje. Skeleto raumeny fermentai —
CA III yra labai svarbus CO; iSneSimui i§ audinio, be to dalyvauja riig§¢iy judéjime per raumeny
lasteliy membranas (Wang et al., 1998). CO; pernasa kraujo lastelése atlieka, ten aptinkami CA I ir
CA 11, tokiu buty palaikydami CO; metabolizmg visame organizme. Inkstuose ekspresuojami CA
dalyvauja riigStiniy grupiy pernasoje, taip regulinvodami terpés pH (Gilmour, 2010). CA VA pateikia
HCOjs jong piruvato karboksilazei ir taip dalyvauja pirmajame gliukoneogenezés etape, bei
karbamilfosfato sintetazei I ir dalyvauja ureagenezés pirmgjame etape (Shah et al., 2000). Kaip jau
minéta anks¢iau, CA VIII, X ir XI raiSka vyksta smegeny glijos lgstelése ir, nors jy funkcija néra iki
galo nustatyta, manoma, kad jos dalyvauja smegeny vystymesi (Sapirstein et al., 2006).

D¢l dalyvavimo daugybéje svarbiy fiziologiniy reakcijy ir pasiskirstymo skirtinguose audiniuose
bei lgstelése, Siy fermenty raiSkos pokyciai gali sukelti jvairias ligas, pradedant inksty veiklos
sutrikimais, vir§kinamojo trakto ligomis, baigiant onkologinémis ligomis. Seniausiai zinoma CA
sukeliama liga yra glaukoma. Glaukomg sukelia padidéjusi CA II ir CA XII raiSka (Puccetti et al.,
2005). Taip pat, CA siejami su tokiomis ligomis, kaip nutukimas (pakitusi CA Il, CAVA ir CAVB
raiska) ir epilepsija (CA VII ir CA II raiSkos padidéjimas) (Puccetti et al., 2005). Osteoporozé
sicjama su CA II raiSkos sumaz¢jimu eritrocituose (Sly et al., 1985). Yra CA formy, kuriy raiskos
padidéjimas ar sumaz¢jimas visada aptinkamas vézinése lgstelése ir tod¢l jos tapo vienos i§ vézio
zymeny. Vienas i8S jy yra CA IX, kurio padidéjusi raiSka daznai aptinkama gaubtinés Zarnos, gimdos
kaklelio, kriities ir inksty augliuose. To paties fermento padidéjusi raiSka aptinkama Slapimo piislés ir
skrandzio vézio atvéjais. Paprastai CA XII raiska padidéja inksty, gaubtinés Zarnos, prostatos, kasos,
kiausidziy, séklidziy, plauciy ir smegeny véziniy susirgimy atvejais.

Taigi, dél CA atlickamy funkcijy ir didelio paplitimo, ji tampa svarbiu veiksniu daugelio ligy
vystymesi.
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II.MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudoti prietaisai, medziagos ir tirpalai

2.1.1. Naudoti prietaisai:

autoklavas;

centrifiga ,,Beckmann*

centrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R*
DNR elektroforezés aparatas ,,Sigma-Aldrich*;
elektroforezés aparatas ,,Bio-Rad*

kaitinimo plytele ,,UCKOPKA*

laminarinis boksas;

magnetiné maiSyklé ,,Biosan®;

mikrobangy krosnelé ,,Gamma*;

pH-metras ,,LaboChema*“;

PGR termocikleris ,,Eppendorf Mastercycler personal®;
purtyklé ,,BIOSAN Multi-vortex V-32¢
spektrofotometras ,,NanoDrop*;
spektrofotometras ,,Jenway 6305°;

svarstykles ,,Kern 572;

termostatas ,,Eppendorf TermoStat plus*;
ultragarso Saltinis ,,Bandolin Sonopuls*;

UV/WL 3galtinis su gelio dokumentavimo sistema ,,MiniBis Pro*.
2.1.2. Naudotos medziagos ir rinkiniai:

Alfa Aesar: gliukozé;

BioRad: TEMED, glicinas;

Fluka: bisakrilamidas, Coomassie Brilliant Blue R — 250, etidzio bromidas, HC1, NaOH,
mieliy ekstraktas, LB mitybiné terpé, BHI mitybiné terpe;

Labochema: karbamidas;

Matheson Coleman & Bell: bromfenikolio mélis;

Peaxum: ZnSOy;
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e Roche: chloramfenikolis, glicerolis;

e Roth: agar — agaras, ampicilinas, APS, NaCl, MgCl,,tetraciklinas, triptonas;

e Sigma: acto rugstis, akrilamidas, DTT, EDTA, etanolis, KCI, NDS, TRIS, SDS;

e Thermo Fisher Scientific: agarozé, IPTG, baltymy dydzio Zymuo (Protein Molecular Weight
Marker), DNR dydziy zymuo (Gene Ruler'™ DNA Ladder Mix), DNR méginiy dazas (6X
orange Loading Dye), dNTP misinys, Ndel, pfu DNR polimeraz¢ ir jos buferinis tirpalas,
MgSQ,. rinkiniai: ,GeneJET™ Gel Extraction Kit“, ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit*,
,GeneJET™ PCR Purification Kit* .

2.1.3. Naudotos terpés ir tirpalai:

Skysta LB (Luria/Miller)mitybiné terpé:
25 g terpés istirpinama 1 L distiliuoto vandens. Tirpalas supilamas j kar§¢iui atsparig kolbg ir

autoklavuojama 20 min. 1 atm. slégyje.

Agarizuota LB (Luria/Miller) mitybiné terpé:
] 1 L skystos LB mitybinés terpés dedama 15 g agar-agaro. Tirpalas supilamas j kar$¢iui atspary

indg ir autoklavuojama 20 min. 1 atm. slégyje.

BHI (Brain Heart Infusion) terpé:
17.5 g terpés istirpinama 1 L distiliuoto vandens. Tirpalas supilamas j kar$¢iui atsparig kolbg ir

autoklavuojamas 20 min. 1 atm. slégyje.

S.0.C. terpé:

20 g triptono ir 5 g mieliy ekstrakto iStirpinama 1 L distiliuoto vandens, pridedama 10 mM NaCl ir
3,5 mM KCIL. Tirpalas supilamas j kars¢iui atSpary indg ir autoklavuojamas 20 min. 1 atm. slégyje.
Tirpalui atvésus pridedama 10 mM MgClI; ir 20 mM gliukozés. Terpé filtruojama per 0,2 um
polivinilidino difluorido filtra, i$pilstoma po 900 uL ir laikoma -20°C temperatiroje.

Akrilamido/bisakrilamido tirpalas (30%):
29,2 g akrilamido ir 0,8 g bisakrilamido iStirpinama 70 mL distiliuoto vandens.
Tirpalas filtruojamas per stiklinj filtrg ir supilamas j tamsy, stiklinj indg. Laikoma +4°C

temperatiiroje.
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Akrilamidiniy geliy dazas:

113 mL etanolio, 23 mL acto ragsties ir 0,6 g Coomassie Brilliant Blue R-250 istirpinama

nedideliame kiekyje distiliuoto vandens. Gerai iSmaiSius, tirpalas skiedziamas iki 250 mL. Tirpalas

laikomas kambario temperatiiroje.

Biomasés ardymo buferinis tirpalas:

25 mM TRIS/HCI, 0.1 M NaCl ir TRITON tirpinamas apie 40 mL distiliuoto vandens. Tirpalo pH

koreguojamas iki 7,2. Po to, atskiedziama distiliuotu vandeniu iki 50 mL. Tirpalas laikomas +4°C

temperatiiroje.

Poliakrilamido gelis:
1) Apatinis frakcionuojantis gelis (12%):

30% akrilamido/bisakrilamido tirpalas 2 mL
1,5M TRIS pH 8,8 1,25 mL
10% NDS 50 pL
H.O 1,585 mL
10% APS 25 uL
TEMED 2,5uL
Bendras tiiris: 5mL
2)VirSutinis koncentruojantis gelis (4%):
30% akrilamido/bisakrilamido tirpalas 0,335 mL
1,5M TRIS pH 8,8 0,625 mL
10% NDS 25 uL
H20O 1,5mL
10% APS 12,5 uL
TEMED 2,5uL
Bendras tiiris: 2,5mL
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6x baltymy méginiy dazas:
300 uL 1 M TRIS, 1.2 g SDS, 92.5 mg DTT, 6mL glicerolio, 60 mg bromfenikolio mélio
iStirpinama nedideliam kiekyje distiliuoto vandens. Po to, tirpalas atskiedziamas vandeniu iki 10 mL.

Dazas laikomas -20°C temperatiiroje.

10x TRIS-glicino-SDS elektroforezés buferis:
10 g SDS, 30 g TRIS bazés ir 144 g glicino istirpinama 1 L distiliuoto vandens ir laikoma +4°C

temperatiiroje.
50x TAE elektroforezes buferis:

242 g TRIS bazés, 57,1 mL ledinés acto ruigsties ir 100 mL 0,5 M EDTA istirpinama 1 L distiliuoto

vandens. Buferis laikomas kambario temperatiroje.

2.1.4.Naudoti kamienai, vektoriai ir pradmenys

Pradmenys:
CA 1l mutanto 1 pradmenys:
Pavadinimas: Seka:
V134A 5’>-TTGGGAAAGCTGCGCAGCAACCTGATG-3’
V134A atvirkstinis (atv.) 5’-CATCAGGTTGCTGCGCAGCTTTCCCAA-3’
191R 5’>-CTTACAGATTGAGGCAGTTTCACTTTCAC-3’
191R atv. 5’>-GTGAAAGTGAAACTGCCTCAATCTGTAAG-3’
N62S 5’-GAGGATCCTCAACAGTGGTCATGCTTTC-3’
N62S atv. 5’-GAAAGCATGACCACTGTTGAGGATCCTC-3’
T199V 5’-GGCTCACTGACCGTCCCTCCTCTTCTG-3’
T199V atv. ‘5-CAGAAGAGGAGGGACGGTCAGTGAGCC-3’

CA 1l mutanto 2 pradmenys:

Pavadinimas: Seka:
N62T_H64Y 5’-CCTGAGGATCCTCAACACTGGTTATGCTTTCAACGTGGAG-3’
N62T H64Y atv. 5’-CTCCACGTTGAAAGCATAACCAGTGTTGAGGATCCTCAGG-3’
A65L_N67Q 5’-CCTCAACACTGGTTATCTATTCCAGGTGGAGTTTGATGAC-3’
AB5L N67Q atv. 5’-GTCATCAAACTCCACCTGGAATAGATAACCAGTGTTGAGG-3’
F130Y 5’-GAACACCAAATATGGGGATTATGGGAAAGCTGT-3’
F130Y atv. 5’-ACAGCTTTCCCATAATCCCCATATTTGGTGTTC-3’
L203T 5’-GACCACCCCTCCTCTTACGGAATGTGTGACCTG-3’
L203T atv. 5’-CAGGTCACACATTCCGTAAGAGGAGGGGTGGTC-3’
191K 5’>-GGCACTTACAGATTGAAGCAGTTTCACTTTCAC-3’
191K atv. 5’>-GTGAAAGTGAAACTGCTTCAATCTGTAAGTGCC-3’
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*raudona spalva pazymétos mutacijos

Vektoriai:

pET15b — CA Il vektorius turi T7 promotoriy ir atsparumo ampicilinui geng.

CAll_insert 5324...6208 AmpR 407...1066

LacO 5249...5271
T7 5230...5249

pL0O059 pET15b- ColE1 origin 1164...1846

CAIl (full)
6541 bp

5 pav. pET15b vektoriaus, su pilnu CA 1l genu, struktira.

PET15b — 6xHis - CAVA vektorius turi T7 promotoriy, $esis histidinus koduojanc¢ig nukleotidy
sekg baltymo geno N’- gale, bei atsparumo ampicilinui gena.

CAVA insert 5380...6177 AmpR 407...1066

LacO 5249...5271
T7 5230...5249
pL0188 pET15b-
6xHis-CAVA _
(40-305)
6509 bp

ColE1 origin 1164...1846

6 pav. pET15b vektriaus, su rekombinantiniu CA VA genu, struktara.
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Kamienai:

Escherichia coli XLI-Blue Igstelés: endA1, HSDR17 (rk-, mk+), supE44, thi-1, lambda-, recA1l,
gyrA96, reMAL, lac-, [F, ProAB, laclqgZAM15, TnlO (tetR)].

Lastelés naudotos CA II mutanty konstrukty pET15b - CA Il padauginimui. Kamienas neturi
atsparumo antibiotikams. Sios lastelés labai tinkamos plazmidés klonavimui, nes neturi
endonukleazés, tai padidina iSskiriamos DNR kokybe, ir neatlicka rekombinacijos, tai padidina

ikeliamo geno stabiluma.

Escherichia coli BL21 (DE3): F- ompT gal dcmlonhsdSg(rs” mg’) A(DE3 [lac | lacUV5-T7 genel and
1 sam7nin5).

Lasteles naudotos CA II mutanty baltymamas sintetinti. Kamienas neturi atsparumo antibiotikams.
Sios Igstelés tinkamos baltymo skyrimui, nes neturi OmpT ir Lon proteaziy, kurios gali apsunkinti
baltymo skyrimg. Kadangi j konstruktg yra jjungtas T7 RNR polimarazés genas, lengviau sintetinami
eukariotiniai baltymai.

Escherichia coli Origami™: A( ara—leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK
rpsL F[lac+ lacl )pro] gor522::Tnl0 trxB (KanR, StrR, TetR)4.
Lastelés naudotos rekombinantiniam CA VA baltymui sintetinti. Kamienas turi atsparuma

kanamicinui, streptamicinui ir tetraciklinui.

Escherichia coli Rosetta gami™ (DE3): A( ara—leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC
galE galK rpsL (DE3) F[lac+ lacl q pro] gor522::Tn10 trxB pRARE2 (CamR, KanR, StrR, TetR)4.
Sios lastelés naudotos rekombianantiniam CA VA baltymui sintetinti. Kamienas turi atsparuma
tetraciklinui, kanamicinui, streptamicinui ir chloramfenikoliui. Sios lastelés tinkamos baltymy, su

retai E. coli naudojamais kodonais, raiSkai. Be to, juose yra trxB ir gor mutacijos, kurios jgalina

lastele citoplazmoje formuoti disulfidinius rySius.

Escherichia coli BL21(DE3) pGKJES: genai tokie pat kaip E. coli BL21 (DE3), tik su turi dnaK-
dnaJ-grpE uz araB ir agoEgroET uz Pztl.
Lastelés naudotos rekombinantiniam CA VA baltymui sintetinti. Kamienas turi atsparuma

chloramfenikoliui. Sios lIastelés turi indukuojama $aperono plazmide pG-KJES.

Escherichia coli BL21(DE3) pLysS: F- ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm (DE3) pLysS (CamR)
Lastelés naudotos rekombinantiniam CA VA baltymui sintetinti. Kamienas turi atsparumag

chloramfenikoliui. Neturi neturi OmpT ir Lon proteaziy.
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Escherichia coli BL21(DE3) Codon Plus — RIL:E. coli B F ompThsdS(rg” mg’) decm’ Tet” gal A (DE3)
endA The [argUileYleuW CAM’].
Lastelés naudotos mutantiniam CA VA baltymui gauti. Kamienas turi atsparuma

chloramfenikoliui.

2.2. Metodai
2.2.1. CA Il mutanty plazmidZiy kiirimas

Mutacijy j plazmide jkélimas

Mutacijos | plazmide jkeliamos pagal 8 pav. paveizduotg schemg. Visy pirma nusprendziama, kurig
a.r. sekoje norima pakeisti. Tada konstruojamas pradmuo, kuris turi atitikti kryptingos mutagenezés
protokole (PGR aprasymas) pateiktus reikalavimus. Atliekamos PGR rekacijos ir susintetinama nauja
dukteriné grandiné su norima mutacija. Pagal anks§¢iau apraSyta DNR restrikcijos protokola,

sukarpoma matriciné plazmide ir atliekama transformacija.

® amino rlgstis, kurig
norima pakeisti.
# Matricing (metilinta) DNR

i

Denatdruojama plazmidé ir
prilydomi pradmenys , su
norima mutacija @ .

1. Plazmidés paruosimas

2. PGR

Susintetinama nauja DNR.
~ Duktering DNR

3. Restrikcija
Metilinta (motining)

grandiné sukarpoma Dpnl
fermento pagalba.

4. Transformacija

8 pav. Mutacijos jkélimo | plazmidg schema.
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Polimeraziné grandininé reakcija

Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) naudota mutacijy j plazmide jvedimui ir reikiama baltyma
koduojan¢ios DNR padauginimui.

Buvo naudotas M. Zoller ir M. Smith sukurtas kryptingos mutagenezés metodas. Norint sukurti
mutacija geno sekoje, sukonstruojamas oligonukleotidinis pradmuo, kuris biity komplementarus sekai
aplink ta vieta, kur yra norima pakeisti baze. Be to, savo sekoje turéty baze, kurig norima jterpti j
geno seka (Zoller ir Smith, 1983). Pradmuo paprastai biina apie 20 nukleotidy ilgio. Vykstant PGR,
toks pradmuo prisikabina prie matricinés DNR ir DNR polimerazé susintetina likusig dukterinés
DNR dalj. Tokiu bidu sukuriama plazmidé su baziy neatitikimu, toje sekos vietoje, kur turéty buti
norima mutacija. Tokia plazmidé transformuojama j lastele. | seky neatitikimg Iastelé reaguos, kaip j
mutacija, todél plazmidé bus reparuojama. Reparacijos baltymai gali iStaisyti mutacijg ir padaryti
geng laukinio tipo, arba iStaisyti laukinio tipo geng ir paversti jj mutuotu. DNR sekvenavimo pagalba
galima i$siaiskinti, ar reparacija jvyko taip, kaip tikétasi. Procesg pavaizduojanti schema pateikta 7

pav.
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Pradmuo su norima
mutacija

| vektoriy
jlungtas genas

Baziy neatitikimas

Vektorius

Baziy neatitikimas

DNR transformuojama j
Igsteles, kurios istaiso
baziy neatitikima

Sukurta mutacija Seka iStaisoma j laukinio tipo.

7 pav. Kryptingos mutagenezés schema (pagal Brooker, 2009)
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Reakcijos miSinj sudaro (50uL):
1x Pfu DNR polimerazés buferinio tirpalo su MgSO4 (2%);
0,2 mM dNTP miSinio;
25 ng matricinés DNR;
0,5 mM tiesioginio pradmens;
0,5 mM atvirkstinio pradmens;
1,25 fermenty aktyvumo vienety Pfu DNR polimerazés;
34 uL distiliuoto vandens.

Naudota amplifikacijos programa:
1. Kaitinimas: 5 min. 95°C temperatiiroje;
2. Denattracija: 30 s. 95°C temperatiiroje;
3. Pradmeny prisikabinimas: 2min. Temperatiira parenkama pagal pradmen;j™;
4. Sintezé: 1min. 72°C temperatiiroje;
2-4 kartojami 18 karty.

5. Galutinis galy sintetinimas: 10 min. 72°C temperatiiroje.

*Pradmeny prilydimo temperatiirg parenkama pagal pradmens ilgj. Prilydymo temperatiira turi biiti
3 - 5°C mazesné uz lydymosi temperatiirg. Prandmens lydymosi temperatiirg (Tm) apskai¢iuojama

pagal formule: Tm (°C) =2 (A+T) + 4 (G + C).

Elektroforezé

PGR reakcijos produktai analizuojami 1,5% agarozes gelyje. Gelis ruostas iStirpinant agaroze 1x
TAE buferiniame tirpale ir jdedant etidzio bromido, kurio koncentracija galutiniam tirpale turi biiti
0,5 uL/mL.

DNR méginiai maiSomi su 6x Orange Loading Dye daZu ir uZneSami ant gelio. Atliekant analize¢
naudotas GeneRuler™ DNA Ladder Mix Zymuo. Elektroforezé vykdoma naudojant 1x TAE buferinj
tirpalg su 0,25 uL/mL etidZio bromido.

Elektroforezé vykdoma esant 8 V/cm® jtampai. Gelis analizuojamas UV $viesoje.

PGR produkto restrikcija su Ndel endonukleaze
] visa PGR reakcijos produkta (50 uL) dedamas 1pL Ndel fermento. Sis fermetas atpaZjsta ir kerpa

metilinta DNR grandine. Reakcija vykdoma laikant misinj 37°C temperatiiroje 1 val.
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Transformacija
Transformacijai naudojamos Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy laboratorijoje paruostos

kompetentinés lgstelés (laikomos po 100 pL, -80°C temperatiiroje).

Eiga:
1. 1 50 uL kompetentiniy Igsteliy miSinio pilama 5 uL PGR produkto arba 1 pL plazmidés.
Inkubuojama ant ledo 30 min.
2. Keliama j 42°C termostatg ir laikoma 90s.
3. Vél inkubuojama ant ledo 2min.
4. ] mégintuvélj pilama 400 puL S.O.C. tirpalo lgsteliy gaivinimui ir jos purtomos 220 aps./min.
greiciu 37°C temperatiroje 1 val.
5. Po to, lastelés nucentrifuguojamos 2 min. 6000 aps./min. grei¢iu. Terpé nupilama. Terpés likutyje
lastelés suspenduojamos ir uzsé¢jamos ant Perti I€kSteliy su agarizuota terpe bei reikalingais

antibiotikais ir auginama 12 val. 37°C temperatiroje.

DNR gryninimas

Norint padauginti plazmidg, transformacija atlickama j XLI-Blue E. coli lgsteles. IS Perti lekstelés
viena kolonija keliama j mégintuvélius su 5 mL LB terpés ir 100 pL/mL ampicilino. Lastelés
auginamos per naktj 37°C temperatiiroje purtant 220 aps./min. Uzauginta kolonija centrifuguojama 2
min. 6000 aps./min. grei¢iu. DNR i$skiriama naudojant ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit* rinkinj,

pagal gamintojy pateikta protokola.
2.2.2. CA II mutanty rai§kos gavimas E.coli Igstelése

Baltymo raiskos tyrimas Escerichia coli BL21 (DE3) Iastelése:

Tikslinio baltymo raiSkos tyrimui BL21 (DE3) lastelése, atliekama transformacija ir i§ Petri
léksteliy viena kolonija keliama j kolbg su 50 mL LB mitybinés terpés, sumaisytos su antibiotikais
(parenkami pagal vektoriy ir Igsteliy kamieny atsparuma). Kultira auginama per naktj (apie 16h)
termostatingje purtykléje +37°C temperattiroje purtant 220 aps./min.

Ryte kolonijos keliamos ] paruostas kolbas su 400 mL LB mitybinés terpés, sumaisytos su
antibiotikais ir 0,05 mM ZnSO, , kuris reikalingas baltymo aktyviajam centrui susiformuoti. Naktinés
kulttros keliama tiiriy santykiu 1:50. Kolonija auginama tokiomis pat salygomis, kaip per naktj iki
tol, kol tirpalo optinis tankis pasiekia 0,7 ( A=600nm ).

Pasiekus norima lasteliy kiekj, indukuojama baltymo raiska — j terpe pridedama 1 mM IPTG ir 0,5

mM ZnSQO, . Po tikslinio baltymo indukcijos, lastelés vél auginamos per naktj, tik temperatiira

25



Sumazinama iki 20°C.
Ryte lastelés centrifuguojamos +4°C temperatiiroje 6000 aps./min. grei¢iu, 20 min. Terpé iSpilama,

o biomas¢ laikoma -20°C temperatiroje.

Analizei paruosiami du Igsteliy lizaty méginiai. Vienas méginys paimamas pries baltymo raiskos
indukcija, antrasis prie§ centrifuguojant lasteles. RuosSiant pirmgjji méginj paimama 300 plL Iasteliy
tirpalo, centrifuguojama (2 min. 6000 aps./min greiciu), terpé nupilama, o nuosiédos suspensuojamos
30 puL 1x baltymy elektroforezés dazo ir verdamos 5 min. +95°C temperatiiroje. Antrasis méginys
ruoSiamas analogiskai, taciau imamas atitinakamai mazesnis kiekis lgsteliy tirpalo, kad abiejuose

meéginiuose biity mazdaug vienodas kiekis lasteliy.

Baltymy elektroforezé denaturuojanciomis salygomis natrio dodecilsulfato poliakrilamido
gelyje:

Analize poliakrilamido gelyje atlieckama siekiant nustatyti tikslinio baltymo raiska — leidZiamas
méginys pries indukcija, bei po jos, arba tiriant baltymo tirpuma — leidZiami tirpios ir netirpios
frakcijos méginiai.

Poliakrilamido gelis ruoSiamas tarp dviejy Svariai nuvalyty ir 70% spiritu nudezinfekuoty
elektroforezés stikly. Apatinis frakcionuojantis gelis pilamas paliekant mazdaug 1,5 cm tarpg iKi
vir§aus Ir paliekamas stingti 30 min. Iki stikliuky virSaus pripilama distiliuoto vandens, kad gelio
virSus biity lygus. Apatiniam geliui sustingus vanduo nupilamas, nusausinama ir uzpilamas virsutinis
koncentruojantis gelis, jdedamos ,,Sukutés®, su norimu Sulinéliy kiekiu, ir palickama stingti dar 30
min.

Geliui sutingus surenkamas elektroforezés aparatas, blokas uzpilamas 1x TRIS—glicino—SDS
elektroforezés buferio ir i$ gelio iSimamos ,,Sukutés® . Elektroforezé vykdoma esant 50 mA stiprio
srovei.

Gelio dazymas: pasibaigus elektroforezei aparatas iSardomas, stikliukai atskiriami ir gelis keliamas
i poliakrilamido gelio daza (dazoma 20 min. esant 70 aps./min.) Po to, gelis blukinamas verdant

distiliuotame vandenyje 10 min.

2.2.3. Rekombinantinio CA VA baltymo tirpumo patikrinimas

Baltymo tirpumo tyrimas:
1 g bakterijy biomasés tirpinama 6 mL biomasés ardymo buferinio tirpalo maiSant 1 val. +4°C
temperattiroje. Po to, lastelés ardomos ultragarsu 10 min. (60 s ardoma, 60 s — ne), vibracijos

amplitudé 50%. Ardymo metu lastelés laikomos Saltai, kad nedenatiiruoty baltymas.
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Po ardymo ultragarsu, lasteliy lizatas centrifuguojamas 18 000 aps./min. greiciu, +4°C

temperatiiroje. Tirpalas nupilamas, o nuosédos tirpinamos 2 mL 8M karbamido tirpale.

Paruosiami tirposios ir netirpiosios frakcijy méginiai:
30 pL baltymo tirpalo sumaiSoma su 6 pL 6x baltymy elektroforezés dazo ir kaitinama +95°C
temperatiiroje 5 min. Norint suzinoti kokj baltymo kiekj nesti ant gelio, tirpaly koncentracijos

nustatomos Bredfordo metodu (Bradford, 1976).
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I11. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje yra atlickami iSsams
CA aktyvumo, jungimosi su slopikliais tyrimai. Tam tikslui sintetinami rekombinantiniai CA

fermentai ir konstruojami jy mutantai su norimomis aktyviojo centro mutacijomis.
3.1. CA Il mutanto 1 konstravimas ir geno raiska

Remiantis turimomis Ziniomis apie zmogaus CA II baltyma ir jo aktyvyjj centra,
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje buvo sukonstruotas teorinis CA Il mutanto 1 konstruktas
su norimomis mutacijomis. Buvo panaudota kompiuterine programa: Accelrys Discovery Studio.

CA II mutantui 1 sukurti buvo panaudotas pET15b vektorius su } jj jjungta pilna CA II baltymo
seka. Pagal bioinformatiniais metodais sukonstruota, teorinj CA II mutanto 1 modelj, buvo norima
padaryti keturias taskines mutacijas jo aktyviajame centre: V134A, I91R, N62S, T199V. Tam buvo
atlieckami PGR, S$ios reakcijos miSiniai buvo rengiami, pagal metoduose pateiktg reakcijos misinj.
Rezultatai analizuoti 1,5% argarozés gelyje. 9 pav. parodyti pirmosios reakcijos rezultatai su N62S

pradmenimis.

1.
- -
-
- -
-
- —
pu—
D

9 pav. PGR produkto elektroforezé su N62S pradmenimi. 1 takelis — DNR ilgio Zymuo, 2 tak. - PGR produktas, 3 tak. -
PGR produktas (su papildomais 2% MgSQ,).

Ruosiant PGR reakcijos miSinius kartais pridedami papildomi 2% MgSO,. Taip sickiama sumazinti
pradmeny prisijungimo prie DNR temperatiira, kadangi ji labai artima elongacijos temperattrai -
tokiu atvejy gaunamas labai mazas PGR produkto kiekis. Visoms PGR reakcijoms naudota vienoda
ampilifikacijos programa, tik kei¢iama tempearatiira pradmeny prilydimui.

Buvo atlieckama PGR produkto restrikcija su Ndel fermentu, kaip aprasSyta metodingje dalyje. Su

likusiu produktu atlikta transformacija j E. coli XLI — Blue lastelés, kaip aprasSyta metodinéje dalyje.
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E. coli XLI — Blue kamienas labai tinkamas plazmidés klonavimui, nes neturi endonukleazés, tai
padidina i$skiriamos DNR kokybe, ir neatliecka rekombinacijos, tai padidina jkeliamo geno stabiluma.
Naudotas vektorius pET15b suteikia atsparuma ampicilinui, todél j LB mitybing terpe pridedama 100
ug/mL Sio antibiotiko. Taip atlickama atranka ir iSgyvena tik tos lastelés, kurios turi konstrukta. E.
coli XLI — Blue lIgstelés, po tranformacijos, atlieka DNR reparacija, kadangi PGR reakcijos metu
plazmid¢ lieka nesujungta j ziedg. Uzauginus lasteles, i$ jy iSgryninama plazmidé (paprastai
iSgryninama i§ dviejy skirtingy kultiiry), kuri turi norimg mutacijg ir yra be triikkiy. Su iSskirta
plazmide kartotas PGR ir jvesta kita mutacija. Kadangi noréta sukurti keturias mutacijas, visas

procesas buvo kartojamas tol, kol gautos visos norimos mutacijos (PGR produkty elektroforezés
nuotraukos priede).

Atlikus paskuting PGR reakcijg ir patikrinus rezultatus elektroforezés gelyje (10 pav.), atliktas
DNR gryninimas, DNR koncentracija pamatuota ,,NanoDrop* spektrofotometru (A=260 nm). Tada
kontruktas siystas sekvenavimui. Gauti duomenys parodé, kad konstruktas turi visas norimas
mutacijas: N62S, 191R, V134A ir T199V ( 10 pav.)

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1

ATGTCCCATCACTGGGGGTACGGCARACACARCGGACCTGAGCACTGGCATARGGACTTCCCCATTGE
. GGTAGACGGGATACATTCCCTCTAGARTARTTTTGTTTARCTTTARGARGGAGATATACCATATGTCCCATCACTGGGGGTACGGCARACACARCGGACCTGAGCACTGGCATARGGACTTCCCCATTGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

|
- CARGGGAGAGCGCCAGTCCCCTGTTGACATCGACACTCATACAGCCARGTATGACCCTTCCCTGARGCCCCTGTCTGTTTCCTATGATCARGCARCTTCCC
. CARGGGAGAGCGCCAGTCCCCTGTTGACATCGRCACTCATACAGCCARGTATGACCCTTCCCTGARGCCCCTGTCTGTTTCCTATGATCARGCAACTTCCC

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

AACGTGGAGTTTGATGACTCTCAGGACAARGCAGTGCTCARGGGAGGACCCCTGGATGGCA Mﬁm
. ARCGTGGAGTTTGATGACTCTCAGGACARRGCAGTGCTCARGGGAGGACCCCTGGATGGCA i CHTTCACTGGGGTTCACTTGATGGACARGGTTCAGAGCATACTGTGG
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I

1
ATARARAGARRTATGCTGCAGAACTTCACTTGGTTCACTGGARCACCARATATGGGGAT T TGGGARAGCTROGCAGCARCCTGATGHACTGGCCGTTCTAGGTATTTTTTTGARGGT TGGCAGCGCTAR
ATAARRAGAARTATGCTGCAGAACTTCACTTGGTTCACTGGARCACCARATATGGGGATTY TGGGARAGC TRUGCAGCARCCTGATGHACTGGCCGTTCTAGGTATTTTTTTGARGGT TGGCAGCGCTAA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1

HCCGGGECTTCRGHHHGTTGTTGRTGTGCTGGHTTCCHTTRHRRCHHHGGGCRRGHGTGCTﬁHCTTCﬂCTHﬂCTTCGRTCCTCGTGGCCTCCTTCCTGRRTCCCTGGHTTHCTGGRCCTHCCCEGCTCH
. ACCGGGCCTTCAGRARGTTGTTGATGTGCTGGATTCCATTARRACARRGGGCARGAGTGCTGACTTCACTARCTTCGATCCTCGTGGCCTCCTTCCTGRATCCCTGGATTACTGGACCTACCC

Y

[y

N =

N o=

N o=

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

|
.ETGRE CCTCCTCTTCTGHARTGTGTGACCTGGATTGTGCTCARGGAACCCATCAGCGTCAGCAGCGAGCAGGTGTTGARRTTCCGTARACTTAACT TCARTGGGGAGGGTGARCCCGARGAACTGA
. CTGACCGTCCCTCCTCTTCTGEARTGTGTGACCTGGATTGTGCTCARGGARCCCATCAGCGTCAGCAGCGAGCAGGTGTTGARATTCCGTARRCTTARCTTCARTGGGGAGGGTGARCCCGARGRACTGA

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1

|
TGGTGGACARCTGGCGCCCAGCTCAGCCACTGAAGARCAGGCARRTCARAGCTTCCTTCARATAR
. TGGTGGACARCTGGCGCCCAGCTCAGCCACTGARGARCAGGCARATCARAGCTTCCTTCARATARGATGGTCCCATAGTCTGTATCCARATARTGARTCTTTCGGGTGTTTCCCTTTAGCTARGCACAGA

(=Y

N =

10 pav. pET15b — CA Il mutanto 1 ir laukinio tipo CA II seky palyginimas. 1 eiluté — CA Il mutanto 1 seka su norimomis

mutacijomis, 2 eiluté — sekvenavimo rezultatai (Zalia spalva pazymétas pradmuo, juoda spalva — mutacija).

Tada buvo atlieckamas konstrukto tikslinio baltymo raiskos patikrinimas. Biomasés auginimui
naudotos E. coli BL21(DE3) lgstelés, nes jos neturi OmpT ir Lon proteaziy, kurios gali apsunkinti
baltymo skyrima ir j plazmide¢ yra jjungtas T7 RNR polimarazés genas, dél kurio lengviau sintetinami
eukariotiniai baltymai. Sis kamienas, taip pat neturi atsparumo antibiotikams, todél j augimo terpe

buvo dedama tik 100 pg/mL ampicilino. Naktiné kultira perséjama j kolbg su 400 mL LB mitybinés
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terpés, sumaisytos su 100 ug/mL ampicilino ir 0,05 mM ZnSQO,. Lastelés augintos, kol terpés tankis
pasieké 0,7 ( A=600 nm).

Pries geno raiskos indukcijg biomasé augo pakankamai greitai ir jau po 4 val. buvo atlikta indukcija
su 1 mM IPTG. Auginant biomasg, baltymo skyrimui biitina j mitybing terpg jdéti ZnSO,, kad
tinkamai susiformuoty CA aktyvusis centras. Lastelés buvo augintos per naktj +20°C temperatiiroje,
purtant 220 aps./min. greiciu.

Pagal metodinéje dalyje pateikta aprasa, buvo paruosti méginiai baltymy elektroforezei ir patikrinta

tikslinio baltymo raiSka.

35S kDa {

25 kDa

11 pav. Baltymy raiskos patikrinimas poliakrilamido gelyje (rodyklé rodo baltyma) 1 takelis — baltymy dydzio Zymuo
(kDa), 2 tak. — lasteliy lizatas prie§ CA II geno rai$kos indukcija, 3 tak. — Igsteliy lizatas po CA II geno rai$kos indukcijos.

Po CA II mutanto 1 geno raiSkos indukcijos matomas stiprus baltymo sintezés suaktyvéjimas (11

pav.). Padaryta iSvada, kad pET15b — CA Il mutanto 1 konstruktas tinkamas baltymo gryninimui.
3.2. CA Il mutanto 2 konstravimas ir geno raiska

Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy laboratorijoje buvo padarytas pET15B — CAll konstruktas:
pET15b vektoriy buvo jjungta CA II baltymo seka. | tokia plazmidg jjugtos keturios kutacijos: N62T,
H6Y, A65L ir N67Q naudojant atitinkamus pradmenis. AS atlikau tris PGR reakcijas ir baigiau
mutantinés plazmidés pET15b — CA Il mutantas 2 konstravima. Kaip ir su CA 1l mutantu 1, atliktos
PGR ir i plazmide jjungiami pradmenys su norimomis mutacijomis: F130Y, L203T ir 191K (12 pav. —
PGR, su 191K pradmenimi, produkto elektroforezé).
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12 pav. . PGR produkto elektroforezé. 1 takelis — DNR ilgio Zymuo, 2 tak. - PGR produktas.

Véliau atliktas sekos sekvenavimas. Rezultatai parodé, kad plazmidé pET15b — CAIl mutantas 2
turi visas norimas mutacijas: N62T, H64Y, A65L, N67Q, 191K, F130Y ir L203T (13 pav.).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
1. ATGTCCCATCACTGGGGGTACGGCARACACARCGGACCTGAGCACTGGCATARGGACTTCCCCATTGCC
2. GETAGACGGAACARTTCCCCTCTAGARTATTTTGTTTARCTTTARGARGGAGATATACCATATGTCCCATCACTGGGGGTACGGCARACACARCGGACCTGAGCACTGGCATARGGACTTCCCCATTGED

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

1. ARGGGAGAGC GCCAGTCCCCTGTTGACATCGACACTCATACAGCCARGTATGACCCTTCCCTGARGCCCCTGTCTGTTTCCTATGATCARGCARCTTOCCTGAGGARCC TCARCACTGG TCTFI
TC|

2. ARGGGAGAGCGCCAGTCCCCTGTTGACATCGACAC TCATACAGCCARGTATGACCCTTCCCTGAAGCCCCTGTCTGTTTCCTATGATCARGCAACTTOCCTGAGGARCL TCARCACTGGTTATCTA|

|

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
+ 1

1. TTGATGACYCTCAGGACARAGCAGTGCTCARGGGAGGACCCCTGGA IGEGETTEHETTGHTEGHEHHEETTCHEHEEHTHETETGEH
2 TTGATGACYCTCAGGACARAGCAGTGCTCARGGGAGGACCCCTGGA GGEGGTTCACTTGATGGACAAGGTTCAGAGCATACTGTGGA
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
1. TRARARGAAATATGC TGCAGARCTTCACTTGGTTCACTGHARCACCAAATATGGGGAT E GGGAAAGCTGTRCAGCARCCTGATGGAC TGGCCGTTCTAGGTATTTTTTTGARGGTTGGCAGCGC TARA
2. TARAARGARATATGC TGCAGAACTTCACTTGGTTCACTGGAACACCARATATGGGGAT ANGGGARAGC TG TACAGCAACCTGATGGACTGGCCGTTCTAGGTATTTTTTTGARGGTTGGCAGCGC TARA
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1
1. CCGGGCCTTCAGARAGTTGTTGATGTGCTGGATTCCATTARARCARAGGGCARGAGTGCTGACTTCACTARCTTCGATCCTCGTGECCTCCTTCCTGAATCCCTGGAT TACTGGACCTACCCAGGCTCAC
2. CCGGGCCTTCAGARAGTTGTTGATGTGC TGGATTCCATTARARCARAGGGCARGAGTGCTGACTTCACTARCTTCGATCCTCGTGGCCTCCTTCCTGARTCCCTGGATTACTGGACCTACCCAGGCTCAC

651 131 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
1 1
1.TGACCACCCCTCCTCT E GARTGTGTGACCTGRATTGTGCTCARGGAACCCATCAGCGTCAGCAGCGAGCAGGTGTTGARRTTCCGTAARCTTARCTTCARTGGGGAGGGTGAACCCGARGAACTGAT
2. TGACCACCCCTCCTCTTACGGAATGTGTGACCTGRATTGTGCTCARGGARCCCATCAGCGTCAGCAGCGAGCAGGTGTTGARRTTCCGTAARRCTTARCTTCARTGGGGAGGGTGAACCCGARGAACTGAT
781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

| |
1. GETGGACAACTGGCGCCCAGCTCAGCCACTGARGAACAGGCAARTCARAGCTTCCTTCARATAR
2. GGTGGACAACTGGECGCCCAGCTCAGCCACTGAAGAACAGGCAAATCARAGC TTCCTTCARATAAGATGETCCCATAGTCTGTATCCARATARTGAATCCTTCGGGTGTTTCCCTTTAGC TAAGCACAGAT

13 pav. pET15b — CA Il mutanto 1 ir laukinio tipo CA II seky palyginimas. 1 eiluté — CA Il mutanto 2 seka su norimomis

mutacijomis, 2 eiluté — sekvenavimo rezultatai (Zalia spalva pazymétas pradmuo, juoda spalva — mutacija).

Atlikta transformacija j E. coli BL21(DE3) lasteles ir uzauginta biomasé. Visos salygos buvo tokios
pat kaip ir CA Il mutanto 1. Baltymy elektroforezés poliakrilamido gelyje rezultatai parodé, kad
baltymo sintezé po geno indukcijos vyksta (14 pav).
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35 kDa J

25 kDa

14 pav. Baltymy raiskos patikrinimas poliakrilamido gelyje (rodyklé rodo baltymg). 1 takelis — baltymy dydZio zymuo
(kDa); 2 tak. — lasteliy lizatas pries CA II geno raiskos indukcija; 3 tak. — lasteliy lizatas po CA II geno raiskos

indukcijos.

Biomasé atiduota baltymo gryninimui.
3.3. Rekombinantinio CA VA baltymo raiskos ir tirpumo patikrinimas.

Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje buvo sukurti du rekombinantinés CA VA
konstruktai: pET21a-CAVA-6xHis (34-305) ir pET15b-6xHis-CAVA (40-305). pET21a-CAVA-
6xHis (34-305) konstrukte buvo pasalintos SeSios a.r. CA VA baltymo geno sekos N‘- gale ir
prijungta Sesiy His uodega sekos C*- gale. Atliktas Sio konstrukto baltymo raiskos ir tirpumo
patikrinimas. Gauti rezultatai parodé, kad sintetinamas tirpus baltymas. Pabandzius isgryninti
baltyma, gautas labai mazas jo kiekis, todél toliau atlikti bandymai su pET15b-6xHis-CAVA (40-
305) konstruktu, tikintis, kad bus gauta daugiau baltymo. Sis konstruktas turi pilna CA VA baltymo
geno seka, o jo N°- gale prijungta $esiy His uodega.

Visy pirma, nuspresta patikrinti, kaip terpé keicia baltymo raiskg ir tirpuma. Konstruktas
tranformuotas j E. coli BL21(DE3) lasteles ir biomasé auginta dviejose skirtingose terpése : LB
mitybingje terpéje ir BHI mitybingje terpéje. Po baltymo geno raiSkos indukcijos su 1 mM IPTG,
lastelés augintos per naktj 20°C temperatiiroje, purtant 220 aps./min. greiciu. Ryte Iastelés
centrifliguotos ir pagal metodinéje dalyje aprasyta protokola, paruosti meéginiai baltymo geno raiskai
patikrinti (15 pav.). Nuotraukoje matoma, kad abiejy baltymy raiska vyksta, nepriklausomai nuo

mitybinés terpés, kurioje auga biomase.
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35 kDa {

25 kDa

15 pav. Baltymy raiskos patikrinimas poliakrilamido gelyje (rodyklé rodo baltyma). 1 takelis — baltymy dydzio Zymuo
(kDa), 2 tak. — lasteliy, auginty LB mitybingje terpéje, lizatas prie§ rekombinantinés CA VA geno rai$kos indukcija , 3
tak. — lasteliy, auginty LB mitybingje terpéje, lizatas po rekombinantinés CA VA geno raiskos indukcijos; 4 tak. — Iasteliy,
auginty BHI mitybinéje terpéje, lizatas prie§ rekombinantinés CA VA geno raiskos indukcija; 5 tak. — lasteliy, auginty

BHI mitybingje terpéje, lizatas po rekombinantinés CA VA geno raiskos indukcijos.

Po to, atliktas lgsteliy biomasés ardymas pagal metodinéje dalyje pateikta apraSyma. Paruosti

méginiai ir paleista baltymy elektroforezé (16 pav.)

16 pav. Baltymy tirpumo patikrinimas poliaktrilamido gelyje (rodyklés rodo baltyma). 1 takelis — baltymy dydZio Zymuo
(kDa), 2 tak. — tirpi frakcija, kai auginta LB mitybinéje terpéje, 3 tak. — netirpi frakcija, kai auginta LB mitybinéje terpéje,
4 tak. — tirpi frakcija, kai auginta BHI mitybingje terpéje, 5 tak. — netirpi frakcija, kai auginta BHI mitybinéje terpéje.

Tirpumo testas parodé, kad abiejose terpése sintetinamas netirpus baltymas.

Tada nuspresta atlikti transformacijas j skirtingus E. coli kamienus. Pasirinkti penki skirtingi
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Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje naudojami kamienai. Buvo naudota LB mitybiné terpe, |
ja pridedama 100pg/mL ampicilino ir kity antibiotiky priklausomai nuo auginamo kamieno:

- E. coli Origami™: 12,5 pg/mL kanamicino, 12,5 pg/mL tetraciklino ;

- E. coli Roseta gami'™: 12,5 pg/mL kanamicino, 12,5 pg/mL tetraciklino, 50 pg/mL
streptociklino;

- E. coli BL21(DE3) pGKJES: 34 nug/mL chloramfenikolio;

- E. coli BL21(DE3) pLysS: 34 ug/mL chloramfenikolio;

- E. coli BL21(DE3) Codon Plus — RIL: 34 pg/mL chloramfenikolio.

E. coli Roseta gami™ kamieno naktiné kultira neuzaugo, todél toliau auginti like keturi kamienai.
Perkélus kultiiras § 400 mL kolbas su reikiamais antibiotikais ir 0,05 mM ZnSO,, 1astelés buvo
auginamos, kol optinis tankis pasieké 0,7 ( A=600nm ). Kultiry augimo laikas labai skyrési: E. coli
BL21(DE3) pLysS lastelés reikiama optinj tankij pasieké uz 2 val., tuo tarpu E. coli Origami™ tik po
6 val. Taigi, pastargsias lgsteles po indukcijos auginta per naktj, 18°C temperattroje, likusias — 4 val.
30°C temperatiiroje. ParuoSus Igsteliy lizato méginius, buvo paleista baltymy elektroforezé baltymo

raiskai patikrinti (17 pav.).

35 kDa / / J g

25 kDa

17 pav. Baltymo raiskos patikrinimas poliakrilamido gelyje (rodyklés rodo batyma). 1 takelis — baltymy dydzio Zymuo
(kDa); 2 tak. — E. coli BL21(DE3) pLysS lasteliy lizatas pries rekombinantinés CA VA geno raiskos indukcija; 3 tak. — E.
coli BL21(DE3) pLysS lasteliy lizatas po rekombinantinés CA VA geno rai$kos indukcijos; 4 tak. — E. coli BL21(DE3)
Codon Plus — RIL Igsteliy lizatas prie$ rekombinantinés CA VA geno raiskos indukcija; 5 tak. - E. coli BL21(DE3) Codon
Plus — RIL lasteliy lizatas po rekombinantinés CA VA geno raiskos indukcijos; 6 tak. - E. coli BL21(DE3) pGKJES8
lasteliy lizatas prie§ rekombinantinés CA VA geno raiskos indukcija; 7 tak. - E. coli BL21(DE3) pGKJES lasteliy lizatas
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po rekombianantinés CA VA geno raiskos indukcijos; 8 tak. - E. coli Origami™ Igsteliy lizatas prie§ rekombinantinés CA
VA geno raiskos indukcija; 9 tak. - E. coli Origami™ lasteliy lizatas po rekombinantinés CA VA geno raiskos indukcijos.

Kadangi, baltymo raiska vyko visuose E. coli kamienuose, atliktas biomasiy ardymas ultragarsu ir

paruosti tirpios ir netirpios frakcijy méginiai. Paleista baltymy elektroforezé (18 pav.).

35 kDa J J f J

25 kDa

18 pav. Baltymo tirpumo patikrinimas poliakrilamido gelyje (rodyklés rodo baltyma). 1 takelis — baltymy dydzio Zymuo
(kDa); 2 tak. — E. coli BL21(DE3) Codon Plus — RIL lasteliy tirpi frakcija; 3 tak. — E. coli BL21(DE3) Codon Plus — RIL
lasteliy netirpi frakcija; 4 tak. — E. coli Origami™ lasteliy tirpi frakcija; 5 tak. - E. coli Origami™ lasteliy netirpi frakcija;
6 tak. - E. coli BL21(DE3) pLysS lasteliy tirpi frakcija; 7 tak. - E. coli BL21(DE3) pLysS lgsteliy netirpi frakcija; 8 tak. -
E. coli BL21(DE3) pGKJES Igsteliy tirpi frakcija; 9 tak. - E. coli BL21(DE3) pGKJES lasteliy netirpi frakcija.

Tirpumo testo rezultatai parodé, kad visuose keturiuose kamienuose sintetinamas netirpus

rekombinantinis CA VA baltymas.
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ISVADOS

Sukonstruotas CA Il mutantas 1 su aktyviojo centro mutacijomis: V134A, 191R, N62S ir
T199V;

Sukonstruotas CA Il mutantas 2 su aktyviojo centro mutacijomis: N62T, H64Y, A65L, N67Q,
F130Y, L203T ir 191K;

Rezultatai parodé, kad pET15b - CA Il mutanto 1 ir pET 15b - CA 1l mutanto 2 konstrukty
tikslinio baltymo raiska vyksta;

Patikrinus pET15b-6xHis-CAVA (40-305) konstrukto baltymo raiska, rezultatai parodé, kad ji
vyksta, taciau sintetinamas netirpus baltymas. Paméginus gauti tirpy baltyma kituose
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje naudojamuose Escherichia coli kamienuose

i$siaiSkinta, kad visuose sintetinamas netirpus rekombinantinis CA VA baltymas.
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recombinant VA protein

Bachelor’s thesis

SUMMARY

The carbonic anhydrases (CA) are a superfamily of metalloenzymes, which efficiently catalyzes
carbon dioxide (CO,) hydration to bicarbonate (HCO3) and protons (H"). These proteins are
widespread and present in all life kingdoms. Currently, there are described five types of CAs (a, 3, v,
3, €), all human CAs belongs to a- CA family. These enzymes implicate in a wide array of
physiological processes and their inhibitors are used to treat many diseases, such as glaucoma, obesity
and even cancer. The development of new therapeutic agents requires explicit understanding of
catalytic mechanism and structure of active site.

The aim of this research project was to construct two carbonic anhydrase 11 (CA Il) active site
mutants, check if it is expressed and to do protein solubility test for recombinant VA protein. These
proteins later would be used for biophysical investigation. There were constructed two CA 1l mutants
with chosen active site mutations. Sequencing results showed that all mutations were inserted so
constructs were transformed into cells. Protein expression test revealed that both mutants are
expressed and protein can be purified. Solubility tests for recombinant VA protein showed that
culture medium and strains it is expressed in do not influence the solubility of protein and it was

insoluble.
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PRIEDAS

CA 1l mutanto 1 PGR produkty eketroforezés nuotraukos:

V134A mutacija. T199V mutacija. 191R mutacija.

—
—
—_—
Ju——
p——
- -
e
-

| CURIm (. -

19 pav.PGR produkto elektroforezé. 20 pav. PGR produkto elektroforezé. 21 pav. PGR produkto
elektroforezé

1tak. — DNR ilgio zymuo;

2tak. — PGR produktas(1még.);

3 tak. — PGR produktas (1 még. +2% MgSO,);
4 tak. — PGR produktas ( 2 még.);

5 tak. — PGR produktas (2 még. +2% MgSOy,).

CA Il mutanto 2 PGR produkty elektroforezés nuotraukos:

F130Y mutacija. L203T mutacija.

22 pav. PGR produkto elektroforezé. 23 pav. PGR produkto elektroforezé.

1 tak. — DNR ilgio Zymuo;
2 tak. — PGR produktas.
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PADEKA

Esu be galo dékinga dr. Daumantui Matuliui uz suteiktg galimybe atlikti bakalauro darbg VU
Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje. Nuosirdziai dékoju darbo
vadovui David D. Timm uz suteiktas Zinias, pagalba ir neiSsenkancig kantrybe. Be to, dékoju dr.
Vaidai Jogaitei uz naudingus patarimus ir pagalba. Ir Zinoma, noriu padékoti visam kolektyvui uz
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