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SUTRUMPINIMAI

AA — akrilamidas;

AKT - serino/treonino kinaz

APS — amonio persulfatas;

aps. — apsisukimai;

ar. — aminorgstis;

BAA — bisakrilamidas;

BHK — iurk no jauniklio inkst | stels;

CA — karboanhidraz

CHO — kiniSko iurk no kiausid i | stel s;

CMV - citomegalo virusas;

CNS — centrin nerv sistema;

COS-7 — fibroblastus panaSios be d ios inkst | stel s;
Cys — cisteinas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

dNTP — deoksiribonukleotidas;

DTT — ditiotreitolis;

EBNA-1 — EpSteino—Baro viruso branduolio antigebas
EDTA - etilendiamintetraacto gstis;

Fab — antigenprisijungianti Ig dalis;

FAK — fokalin s adhezijos kinaz

FDA — Amerikos maisto ir vaistadministracija;

HEK 293-F — mogaus embriono inkst stel s, pritaikytos augti suspensijoje tej be
serumo;

HEPES - 4—(2-hidroksietil)-1—piperazinetansulforirgstis;
Her2 — epidermio augimo veiksnio receptoriaus Ssimarys;
His — histidinas;

HsHsp90 — mogaus Siluminio Soko baltymas 90;
HsHsp90N — mogaus Siluminio Soko baltymo 90 N galas;
Hsp — Siluminio Soko baltymas;

IPTG — izopropil- -D-tiogalaktopiranozidas;

kb —kilobaz;

MES — 2—{N-morfolino)etansulfoninr gstis;

MET - tirozino kinaz;



PfHsp90 —Plasmodium falciparumiluminio Soko baltymas 90;
PfHsp9ON —Plasmodium falciparumiluminio Soko baltymo 90 N galas;
PIPES — piperazino-N,N*-bis(2-etansulfonin gstis);

PI3K — fosfotidilinozitolio 3 — kinaz

PGR — polimerazingrandinin reakcija;

PKR — baltym kinaz R;

PLK — serino/treonino kinaz

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;

purt. — purtymai;

p53 — navik supresijos baltymas;

Ras — GTPazimaktyvum turintis baltymas;

Raf — serino/treonino kinaz

RIP — su receptoriais geikaujani baltym kinaz s;

SDS - natrio dodecilsulfataar(gl. sodium dodecyl sulfgte

S. O. C. — optimali mitybinterp (angl. Super Optimal broth with Catabolite repressipn
SV40 — be d ioni virusas 40;

TAE — buferis &ngl. Tris—acetate—EDTA)

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

TK — timidino kinaz;

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



VADAS

Nors mokslas spaiai vystosi, XXI amiuje kai kurios ligos vis dar
neisgydomos. Siuo metu stengiamasi ne palengwyus Isimptomus, o rasti ir pasalinti ligos
prie astis, taip u kertant keliligos atsinaujinimui. Vieni is ligos eigaakos turini veiksni
gali b ti ir organizme svarbias funkcijas atliekantys imad&i, tokie kaip karboanhidrag
(CA) ar Siluminio Soko (Hsp) baltymai.

CA - tai fiziologiSkai svarbs fermentai, kurie, katalizuodami gam CO,
hidratacij, palaiko pastov terp s pH, dalyvauja jon main reakcijose ir daugelyje kit
gyvybiSkai svarbi proces. Jos randamos visuose gyvuose organizmuose babsds
daugials i organizm audiniuose ir Istel se.

Hsp — tai visuose gyvuose organizmuose randamiyrbalt kurie padeda
kitiems baltymamsgauti tinkam tretin ir ketvirtin strukt r , reguliuoja gen raisk ir yra
reikalingi baltymo—baltymo wseikai, signaliniams keliams (Corbett ir Berger1@n

D | didelio paplitimo ir svarbos miti baltymai da nai turi takos daugyts lig
eigai — nuo virskinimo sistemos sutrikiniki onkologini susirgim . Pavyzd iui, daugelyje
navik nustatyta padigusi CAIX ir CAXIl raiSka. Sios CA padeda augliuiokoti su
hipoksija. DI savo didels svarbos Isteli prolifercijoje ir signaliniuose keliuose Hsp90
pla iai tiriamas kaip taikinys gydant onkologinius sgsnus. inoma, kad kai kurios
nat ralios med iagos, pavyzd iui, geldanamicinas ir iskolis, slopina Hsp90 veikl o
geldanamicino sintetinis analogas 17—(alilamino}-€Emetoksigeldanamicinas (17-AAG)
Siuo metu yra klinikini tyrim stadijoje. Gauti daug adantys rezultatai, tosi veikli |
med iag tikim si panaudoti kuriant vaistus nueairi onkologini lig (Corbett ir Berger,
2010).

Hsp baltym slopiklius galima naudoti ir kovojant su parazisukeltomis
infekcijomis. Vienas iS panaudojimo ¢6 — maliarijos gydymas slopinarlasmodium
falciparum maliarij sukelianio pirmuonio, Hsp90 aktyvumir taip neleid iant jam vystytis.

Biotermodinamikos ir vaist tyrim skyriuje bandoma kurti Hsp90 ir CA
aktyvumo slopiklius, kurie gal b ti panaudoti kaip veiklioji med iaga vaistk rime.
Baltym ir slopikli s veikos tyrimams reikia didelikieki iSgrynint baltym . J gavimas —
nemenka problema. Naudoti iS gamtidialtini iSskirtus baltymus ki labai brangu, o kai
kuriais atvejais — ir neetiSka, ypalirbant su mogaus baltymais. Viena i$ alternatyv
rekombinantini baltym k rimas. Toks sprendimas Siuo metu yra vienas geriaues,

parinkus tinkamus vektorius, raiskos Seimininkug irauginimo slygas, galima greitai ir



gana nebrangiai gauti didelius kiekius funkcisSkiyai baltym . Taigi labai svarbu kiek

manoma labiau optimizuoti rekombinantirbaltym gavim .



DARBO TIKSLAS IR U DAVINIAI

Darbo tikslas:
Gauti rekombinantinu®lasmodium falciparun$aperono Hsp90 N galo domein mogaus

CAlV katalitin domen.

Darbo u daviniai:
Klonuoti rekombinantiniu$lasmodium falciparun8aperono Hsp90 N galo domen
mogaus CAIV katalitin domen koduojanias gen dalis.
Surasti optimalias $ygas rekombinantini Plasmodium falciparungaperono Hsp90
N galo domeno raiSkdtscherichia colir mogaus CAIV katalitinio domeno raiskai
mogaus HEK 293-F Isteli linijoje.

ISgryninti baltymus.



l. LITERAT ROS AP VALGA

1.1. Taikini terapija medicinoje

Paul Ehrlich — pirmasis mogus, XIX a. apraselektyv molekuli patekim
audinius. Jis aprasonini grandini teorij , kuri dav pradi antigeno — antikno s veikos
supratimui. Sios inios Miau pasitarnavo monoklonini antik n  atradimui ir taikini
terapijos, kuriai naudojami monokloniniai antilai ir ma os slopikli molekul s, atsiradimui
(Gerber, 2008; Dietrich ir Antoniades, 2012). Sa&apijai naudojami vaistai, kurie atrankiai
s veikauja su konkreu taikiniu, da niausiai baltymu, sukusiu lig arba turiniu takos ligos
eigai. Sis baltymas da niausiai yra augimo veiksaygo receptorius, signalinio kelio arba
| stel s ciklo baltymas, apoptog mediatorius. Vio atveju tai gali bti baltymai, svarbs
v ini | steli plitimui arba angiogenezei (Dietrich ir Antoniagd@12).

Taikini terapija ypa pla iai tiriama kaip onkologini lig gydymo bdas. Si
terapija ne tik prailgina serganj gyvenim, bet ir suteikia vilt mon ms, kuriems anksau
nebt taikytas joks gydymas. Pavyzdiui, vyresnio am sawnkologiniams ligoniams
chemoterapija netaikoma lddid iulio Salutinio paveikio, taiau juos galima gydyti geriau
toleruojamais antiknais ir slopikliais. IS 20 naujvaist v io gydymui, kuriuos nuo 2000 m.
patvirtino Amerikos maisto ir vaistadministracija (FDA), 15 yra skirti taikinterapijai ir tik
5 — chemoterapijai. Siuo metu taikinterapija taikoma gydant kiies, arnyno, plaui ,
kasos v , taip pat limfom, leukemij, daugybin mielom (Gerber, 2008).

Taikini terapija atvr nauj — pacientui individualiai pritaikyt vaist — er,
nes vaistai skirti slopinti konkretaus liguk lusio baltymo aktyvum o t pai lig gali
sukelti skirtingos prie astys. Pavyzd iui, ,Hercept yra efektyvus vaistas 25% Kres v i0
atvej . Kitais atvejais Sis vaistas neskiriamas. Beneialidias tokio gydymo privalumas —
ma esnis Salutinis poveikis ir geresni gydymo réatdi. Taiau Sis gydymas brangesnis u
chemoterapij, tod | Siuo metu neskiriamas visiems pacientams. Bek#o, kurie vaistai
slopikli pagrindu dar nauji, ma pakankamai ini apie galim ilgalaik Salutin poveik
(Gerber, 2008).

Slopikliai ir antik nai skiriasi keliomis svarbiomis savyhis. Slopikliai
da niausiai yra geriami, o ne leid iami, tod mon ms nereikia vykti gydymo staig .
Ta iau monoklonini antik n gyvavimo pusperiodis yra ilgesnis nei slopikir antik nus
suleisti reikia kas vien — keturias savaites, o slopiklius reikia gerti dkas. Slopikliai
gaminami chemijos pramoje, o tai yra ymiai pigiau nei gaminti monoklonus antik nus

bioin inerijos b du. Taiau j specifiSkumas ma esnis nei monoklonirantik n . Be to,



daugelis slopikli yra metabolizuojami citochromo P450 fermentod |, prieSingai nei
monokloniniai antiknai gali sukelti nepageidaujamas reakcijas, jeigutojami kartu su
kitais vaistais (Gerber, 2008).

Vieni pirm j vaist, sukurt taikini terapijai, buvo antiknai pries |steli
pavirSiaus ymenis CD20, CD33, CD52, skirti gydiitnfom ir leukemij . Kadangi CD20
randamas ir normaliose limfoidise |stel se, prieS j nukreiptas antiknas veikia vis
imunin sistem. Siuo metu vaistas ,Rituxan®, kurio veiklioji mddga yra antiknas pries
CD20, naudojamas gydyti autoimunines ligas, paviygdreumatoidin artrit , taip pat ne
Hod kino limfom (Gerber, 2008).

1986 m. FDA patvirtino pirnj monoklonin antik n  muromonab-CD3,
kuris blokuoja T Isteli funkcij ir apsaugo nuo orgaratmetimo po transplantacijos. Nuo
tada buvo patvirtinta apie 20 monokloninantik n , pus S j skirti v io gydymui.
Monoklonini antik n Fab fragmentai, kurie atpata antigen ir prisijungia prie jo, yra
atsakingi u Sioms terapijoms Hing itin didel specifiSkum. Monoklonini antik n
geb jimas kovoti su liga pasireisSkia keliais mechanigndie aktyvina Seimininko imunines
funkcijas prie$ taikinio Istel, prisijungia prie receptoriaus arba ligando imptéilokuoja
| steli iSgyvenimui btinas signalines kaskadas arba yra neSikliai megdnas, kurios
nu udo antik no atpaint | stel . Monoklonini antik n minusas yra tai, kad juos tenka
leisti intraveniniu bdu, nes Sie baltymai b denatruoti skrandyje. Kadangi antikai
nemetabolizuojami kepenyse, beveik nepastebinveils su kitais pacient vartojamais
vaistais (Gerber, 2008). Tiau d| savo dydio antiknai negali patekti tam tikras
organizmo vietas, pavyzd iui, CNS (Dietrich ir Amiades, 2012). Tokiais atvejais geriau
naudoti slopiklius.

Ma i slopikliai da niausiai sveikauja su signaliniuose keliuose dalyvaujars
baltymais ir blokuoja j reguliuojamus signalinius kelius. Vienas pifjm ir efektyviausi
slopikli — 2002 m. Itin s mieloidins leukemijos gydymui patvirtintas imatinibas. Sis
vaistas slopina Filadelfijos chromosomos tirozinoak ir tinka 98% pacient (Gerber,
2008). Imatinibas suk tikr leukemijos gydymo revoliucij paversdamas mirtirsusirgim
| tine liga (Danisz ir Blasiak, 2013). Ypaaktyviai kuriami slopikliai prieS PI3K, nes Sio
baltymo signalini keli reguliavimo sutrikim aptinkama tredalyje mogaus navik
(Akinleye ir kiti, 2013). Be Sio baltymo, ieSkom&gikli , galini slopinti Ras ir B-Raf
baltym aktyvum . Sie baltymai dalyvauja daugelyje m se | stel se veikiani signalini
keli . Ras slopikliai Siuo metu tiriami su peiis, tuo tarpu B—Raf slopikliai jau taikomi
gydant melanomir kepen | steli karcinom. Gydant pastaj lig Sis slopiklis — vienas iS
nedaugelio efektyvi vaist (McCubrey ir kiti, 2012). Slopikliai gali patl kovoti su v io
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gydymo eigoje atsirandaiu atsparumu chemoterapijai. &tsparum da niausiai sukelia
epigenetiniai pokyiai, tod | Siuo metu kuriami slopikliai, kuri taikinys — u epigenetinius
poky ius atsakingi baltymai, pavyzd iui, histondeacetilazs. Si baltym raika padida
daugelyje navik ir yra siejama su prastomis gydymo progmos. Histon deacetilazi
slopiklius planuojama naudoti kartu su kitais gyayim dais, pavyzd iui, radioterapija arba
chemoterapija. Kai kurie histordeacetilazi slopikliai tiriami kaip galimi vaistai nuo astmos
ir maliarijos (Hrabeta ir kiti, 2013).

Nors absoliuti dauguma tyrimatliekami siekiant paaboti v , slopikliai
naudojami ir gydant kitas ligas. Pavyzd iuitih obstrukcin plaui liga gydoma naudojant
fosfodiesterazi slopiklius. Tiesa, Sie vaistai turi nema ai Sahuti poveiki (Lee ir Kkiti,
2013). Taip pat tikimasi, kad slopikliai gali paidiSgydyti diabetin retinopatij, vien
da niausi diabeto komplikacij. Siuo metu slopikliai tiriami su iurkmis. Nors kelias iki
vaisto dar ilgas, turimi rezultatai teikia viltigkiu ir kiti, 2013). Slopikliai naudojami ir
policistin s inkst ligos gydymui. Sia liga pasaulyje serga apie 1#joni moni . Nors
ligos vien slopikliais iSgydyti nenanoma, jie padeda sustabdyti ligos progresayifelal,
2013). Taip pat kuriami slopikliai Hsp70 baltymukuris siejamas su Alzheimerio ir
Huntingtono ligomis bei daugeliu vo r Si (Schlecht ir kiti, 2013).

Taigi taikini terapija — gana nauja, bet spar besivystanti biomedicinos
mokslo sritis, galinti paslyti labai specializuotgydym su ma esniais Salutiniais poveikiais.
inoma, tai n ra universalus gydymo blas nuo vis lig (kaip nra ir bet koks kitas gydymo
b das) ir ilgainiui gali iSrySktii neigiam tokio gydymo pasekmj taiau, kaip parod
leukemijos gydymo pavyzdys, Siuo metu kai kuriemmoniems taikini terapija — skirtumas
tarp gyvybs ir mirties. Biotermodinamikos ir vaisttyrim skyriuje kuriami slopikliai,
specifiSkai besijungiantys prie mogaus CA ir Hsgtpm . Sie baltymai turitakos rimt ir
sunkiai pagydom lig , toki kaip v ys, epilepsija, maliarija, eigai. Tikimasi, kadewi

dien m s slopikliai taps pagrindu vaistams priesS Siuo netokiai veikiamas ligas.

1.2. Siluminio Soko baltym ap valga

1.2.1. Siluminio oko baltym klasifikacija ir veikimo mechanizmas

Naujai susintetinti baltymai $tel je susiduria su sunkia u duotimi — paversti
linijin aminor gSi sek trij dimensij baltymo struktra. Transliacijos metu molekuliniai
Saperonai (Hsp), naudodami ATP hidrosiznergij, neleid ia agreguoti naujai sintetinamam
baltymui ir padeda jamgauti tinkam tretin ir ketvirtin strukt r (Yam ir kiti, 2005). Tai
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labai konservatyvs baltymai, randami visuose gyvuose organizmuoSepradi buvo
manoma, kad Hsp sintetinami kaip atsakagumin arba oksidacinstres (Kampinga ir kiti,
2009). Dabar inoma, kad Sie baltymai ne tik padéddtymams gauti tinkam tretin ir
ketvirtin strukt r , bet ir reguliuoja genraisk ir yra reikalingi baltymo—baltymo seikai,
signaliniams keliams (Corbett ir Berger, 2010; &alir kiti, 2010).

Hsp skirstomi 6 Seimas pagal molekuliimas: didel s (daugiau nei 90 kDa)
molekulin s mass Hsp, Hsp90, Hsp70, Hsp60, ma os (maiau nei 6Gakinolekulins
mass Hsp ir ubikvitinas. Gausiausios ir konservatysiag yra Hsp70 ir Hsp60 Seimos.
Hsp70 — tai molekulinis Saperonas, antiapoptotagentas bei antioksidantas. Jis padeda
| stel ms toleruoti stres skatina Isteli dalinim si, | stel s griaui formavim si, pa aid
taisym (Li ir kiti, 2011). Skeleto raumenyse Hsp70 regguostreso stimul, nesvarbu,
sukelia jis pa eidim ar ne. Tai gali bti tiek fizinis kr vis, tiek rimti raumen su alojimai.
Hsp70 atsakingas u raumefibrini integralumo palaikymir skatina raumenregeneracij
ir atsigavim. Hsp70 raiSka maja su am iumi ir tai gali bti pagrindin raumen atrofijos
prie astis (Senf, 2013). Hsp60 ir Hsp70 Seirbaltymai aktyvina imunin atsak pries
bakterijas ir mikoplazmas (Li ir kiti, 2011). Dauge organizm aptinkami vis Hsp Seim
baltymai, taiau gali smarkiai skirtis j skai ius. Pavyzd iui, mogus turi 13 Hsp70 Seimos
baltym , o E. coli — tik 3. Manoma, kad suting jant organizmui baltym daugja d |
evoliucijos eigojevykusi gen duplikacij (Kampinga ir kiti, 2009).

Visi Hsp baltymai turi N galo ATP prijungiantr hidrolizuojant domen,
vidurio baltym —substrat prijungiant domen ir C galo dimerizacijos domen ISskyrus
kraut jungt tarp N galo ir vidurinio domen Hsp90 struktra konservatyvi nuo bakterijki
mogaus. Be to, ATP prisijungiarame N galo domene yra iS konservatyaminor gs i
sudarytas ,dangtelis®, kuris u sidaro, kai prijuagias ATP. Vidurio domenas prijungia ne tik
baltym —substrat, bet ir koSaperonus (Li ir Buchner, 2013). Rdasiai iStyrintas Hsp90
veikimo mechanizmas, teu manoma, kad visi Hsp veikia pagal pat ar panas

mechanizm (1 pav.).
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atvira kenformacija ATP prisijungimas

ATP ™
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uidara konformacija

1 pav.Hsp90 veikimo mechanizmas (Li ir Buchner, 2013).

Hsp90 funkcionuoja kaip dimeras, susijusger C galo domenus. Dimeras gali
b ti udaros arba atviros konformacijos, o konfornmaos pokyius sukelia ATP
prisijungimas. Kai ATP neprisijung, N galo ir vidurio domenai yra nutolieni nuo kit
(atvira konformacija). Tokioje patyje hidrofobins sritys atsiduria Hsp90 pavirSiuje ir
pritraukia kitus baltymus (Corbett ir Berger, 201B)IP prisijungimasvyksta staiga, po to
Hsp90 iS Ito pasiekia pirm tarpin b sen (T1), kai ATP ,dangtelis” jau u darytas, bet N
galo domenai dar atviri. N galo domedimerizacija veda antr tarpin b sen (T2), kurioje
vidurio domenai keiia savo konformacij ir s veikauja N galo domenai (Li ir Buchner,
2013). Susiformuoja udara konformacija. VykstantTRA hidrolizei, vyksta Hsp90
konformaciniai pokyiai, kuri pasekoje atpalaiduojamas sulankstytas baltymastratds, o
Hsp, atsikabinus ADP, Vgr ta atvir konformacij (Corbett ir Berger, 2010). Nukleotid
prisijungimas — ne vienintelis dalykas, lemiantispd0 konformacijos pokyus. Juos taip pat
lemia sveika su koSaperonais ir baltymais—substratais. dvtem kad tarp skirting Hsp90
konformacij yra dinamin pusiausvyra ir tai padeda baltymui prisitaikytiepskirting
baltym —substrat (Li ir Buchner, 2013).

1.2.2. Siluminio Soko baltymas 90 (Hsp90)

Hsp90 — tai labai konservatyvus baltymas, svatimkamos baltymo tretirs ir
ketvirtin s struktros gavimui ir baltymo—baltymo seikai. Jis reguliuoja genraiSk ir turi
takos daugelio transkripcijos veiksnitoki kaip AKT, p53, Siluminio Soko veiksnio
aktyvumui. Visi Sie veiksniai susijsu signaliniais keliais, tolHsp90 yra svarbus signalinis

baltymas, turintistakos | steli augimui ir dalinimuisi (Corbett ir Berger, 201QalRwi ir kiti,

13



2010). Daugyb onkogenini baltym , toki kaip Her2, Raf, PLK, RIP, FAK ir MET,
telomerazs, yra Hsp90 baltymai—substratai (Hadden ir Blag@09). Hsp90 nedalyvauja
naujai susintetint baltym sulankstyme, bet yra labai svarbus baltymo galststrukt ros
gavimui (Li ir Buchner, 2013). Tai homodimeras, ikukiekvienas monomeras sudarytas i$S
N galo ATP prijungianio ir hidrolizuojanio domeno, vidurio baltym-substrat
prijungian io domeno ir C galo dimerizacijos domeno (CorbeBerger, 2010; Pallavi ir kiti,
2010). Siuo metu inoma apie 200 baltyrkuriems Hsp90 padedgauti tinkam tretin
strukt r . Manoma, kad Hsp90 savo baltymus—substratus atpgpagal tam tikras strukas,

o ne pagal pirminsek (Li ir Buchner, 2013).

Hsp90 atlieka savo funkcij ne vienas, bet kompleksuose swuairiais
koSaperonais, Siuo metu jinoma apie 20. KoSaperonai lemia Hsp90 specifSkuam
tikriems baltymams—substratams. Be to, Hsp9dingos tam tikros potransliacis
modifikacijos, tokios kaip fosforilinimas, acetiliinas, nitosilinimas ir metilinimas, kurios irgi
reguliuoja baltymo aktyvumkeisdamos tarpdomenirs veik ir Saperon s veikavim su
Hsp90 (Li ir Buchner, 2013).

Pagrindin Hsp90 funkcija — baltym tinkamos tretins struktros gavimas,
taigi ir baltym stabilumo palaikymas, teu Sis Saperonas taip pat susijr su baltym
degradacija. Jis padeda degraduoti tirpius citozbaltymus bei kai kuriuos endoplazminio
tinklo baltymus (Li ir Buchner, 2013).

Kaip ir dauguma baltym svarbi | steli iSgyvenimui, dauginimuisi ir
apoptozei, Hsp90 yra glaud iai susjsu mogaus sveikata ir labai svarbus kai kuig
vystymuisi. Hsp90 raiSka navikuose pagiad2—-10 kart ir tai susij su prastomis gydymo
prognozmis (Wu ir kiti, 2013). Tod Hsp90 plaiai tiriamas kaip vaist taikinys.
Geldanamicinas — pirmasis atrastas Hsp90 slopikéisnat ralus antibiotikas. Jis konkuruoja
su ATP dlI jungimosi N galo domene, o prisijurgystabdo Hsp90 konformacinius pokys
(Pallavi ir kiti, 2010; Li ir Buchner, 2013). Geldamicinas pasiymi prieSvin mis
savyb mis, taiau d | ma o tirpumo ir didelio toksiSkumo Sis junginygmateko klinikinius
tyrimus (Li ir Buchner, 2013). Nors ir netinkamaaifk galimas vaistas, geldanamicinas dav
prad i slopikli k rimui. Naudojant j buvo iSsiaiSkintas slopikli veikimo mechanizmas
(Pallavi ir kiti). Pastelgus prieSv ines geldanamicino savybes buvo susintetinti pizikai,
pavyzd iui, 17—(alilamino)-17—demetoksigeldanamasn(17—AAG), kuris Siuo metu yra
vaist nuo v io lll klinikini  tyrim stadijoje (Pallavi ir kiti, 2010). Tyrimai su pehis rodo,
kad 17-AAG galima naudoti ir gydant enterovirudostikeltas infekcijas. Siuo metu tokios
infekcijos da nai baigiasi mirti, ypavaik iki 5 met tarpe (Tsou ir kiti, 2013). Siuo metu
iSkelta hipotez, kad 17-AAG gali bti naudojamas ir gydant Alzheimerio lig nes

14



netinkamas Hsp90 aktyvavimas gali skatinti Alzheimelig sukeliani agregat
susidarym (Ho ir kiti, 2013). Radisikolis — dar vienas natlus Hsp90 slopiklisin vitro
tyrimuose puikiai stabdé | steli dalinim si. Deja, in vivo tyrimuose joki prieSv ini
savybi nepastelta, greiausiai dl ma o junginio stabilumo (Li ir Buchner, 2013). (i
metu radisikolis v naudojamas tyrimuosia vitro. Manoma, kad jgalima naudoti kartu su
fisetinu, vaisiuose ir dar owse randamu flavanoidu, arnyno o gydymui (Wu ir Kiti,
2013). Taip pat sukurtas chimerinis slopiklis i$dgaamicino ir radisikolio funkcini grupi .
Sis slopiklis tiriamas naudojant kies v io | steles, kuriose jis slopika Hsp90 aktyvum
esant labai ma oms mikromoliarims koncentracijoms. Novobiocinas — tai antibiotjkas
kuris taip pat tiriamas kaip Hsp90 slopiklidomu tai, kad jis jungiasi prie C galo domeno (Li
ir Buchner, 2013).

Arch j genome nerandamas mienas Hsp90 koduojantis genas. Bakterijose
randamas vienas Hsp90 baltymasjaa jis nra gyvybiSkai svarbus ir jo tiksli funkcija dar
ne inoma (Li ir Buchner, 2013). Hsp90 labai svarbuisuose eukariotuose. Jis taip pat
reikalingas infekcijas sukelian mikroorganizm augimui. Vienas iS toki mikroorganizm
— pirmuonisP. falciparum vienas pagrindini maliarijos sukl j . P. falciparum vystosi
dviejuose SeimininkuoseAnopheles spuode ir moguje, tod turi jautriai reaguoti
skirtingus signalus vystymosi metu irstaigiai besikeian ias aplinkos dygas (2 pav.)
(Pallavi ir kiti, 2010). P. falciparum sukelia pai sunkiausi maliarijos form, kasmet
nusineSan ma iausiai milijon gyvybi , ypa besivystaniose Salyse, kur kyla maliarijos
epidemijos. Pasaulyje per metus maliarija u sikaeapie 250 milijjon moni , da niausiali
n S ios moterys ir vaikai. Net ir gydant dabar turimagsstais, nuo Sios ligos mirSta daugiau
nei 20% suaugusji , 15% vaik ir 50% nSi j . Be to, kai kuriuose regionuose, pavyzd iui,
piet Azijoje, randamaP. falciparum atspari visiems dabar naudojamiems vaistams
(Shahinas ir kiti, 2013). Todl ieSkoma nauj vaist, j taikiniu da nai tampaPfHsp90.
Tyrimai suP. falciparumkult romis parod, kad geldanamicinas stabdo plazmodijaus augim
blokuodamasPfHsp90 ir taip sustabdydam#&s falciparumvystym s tropozoito stadijoje
(Corbett ir Berger, 2010; Pallavi ir kiti, 2010).
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2 pav.Plasmodium falciparumystymosi ciklas (Ménard, 2005).

Siuo metu nra inom slopikli , kurie selektyviai jungtsi tik su PfHsp90.
inoma, kad PfHsp90 turi didiausi ATPazin aktyvum i$ vis inom Hsp90. Sis
aktyvumas 6 kartus didesnis u mogaus Hsp®BHsp90) aktyvum. D | Sios prie asties
geldanamicinasPfHsp90 slopina stipriau neHsHsp90. PfHsp90 ir HsHsp90 skiriasi
ma daug 40% baltymo aminogSi sekos. Did iausias skirtumas PfHsp90 turi unikal
jungties domen tarp N galo ir vidurio domen Domen sudaro 30 aminogSi ir jis
reguliuoja ATPazinaktyvum (Pallavi ir kiti, 2010). Tuo tarp&@fHsp90 irHsHsp90 aktyvieji
centrai beveik identiski (3 pav.).

3 pav. PfHsp90 ir mogaus Hsp90 N galo domeiiPfHsp9ON ir HsHsp9ON) palyginimas. Geltona spalva
paym tas prie PfHsp9ON prisijungs ADP (Corbett ir Berger, 2010).

Vis d Ito ir tarp j yra keletas skirtum Tretin je struktroje PfHsp90 173
pad tyje turi izoleucin vietoj HsHsp90 186 padies valino.HsHsp90 52 padies serinas
pakeistasPfHsp90 38 padies alaninu, o 98 patles argininas — 112 paties lizinu. Sie
poky iai padaroPfHsp90 aktyvj centr labiau hidrofobin (Shahinas ir kiti, 2013). Deja,

serino pakeitim alaninu ne visada galima panaudoti kuriant spaati slopiklius. 1S sek
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palyginimo negalima patvirtinti, kad aukStesniejikariotai visada Sioje patyje turi ne
alanin, o serin. NetgiHsHsp90 -izoforma turi alanin (Corbett ir Berger, 2010). Tuo tarpu
kiti du skirtumai bent jau teoriSkai leid ia sukurhed iagas, atrankiai ¥eikaujanias su
PfHsp90, taiau tokie duomenys dar nepublikuojami. Manoma, kadai prieS maliarij ir
kitas pirmuoni sukeliamas infekcijas b galima naudoti sintetingeldanamicino analog
17-AAG (Pallavi ir kiti, 2010). Siuo metu daugiaaix 10 Hsp90 slopikli yra vairiose
klinikini  tyrim stadijose. Dauguma nukreipti prieS v (Li ir Buchner, 2013).

1.3. Karboanhidrazi ap valga

1.3.1. Karboanhidrazi klasifikacija, veikimo mechanizmas ir paplitimas

mogaus organizme

Karboanhidrazs (CA) (EC 4.2.1.1) yra Zf metalofermentai, kurie katalizuoja
gr tam CO; hidratacijos reakcij CO,+ H,O H,CO; HCO; + H (Breton, 2001).

CA priklauso 5 Seimoms ( , , ir ). induoliai turi 16 —CA izoform , 13 iS
j yra aktyvios (CA I-IV, VA, VB, VI, VI, IX, XlI-XV). moguje aptinkamos visos
iISskyrus CAXV (Pastorekova ir kiti, 2006)—CA taip pat randamos augatitoplazmoje,
bakterijose ir virusuose (Supuran ir kiti, 2004jgknamurthy ir kiti, 2008). Da niausiai tai
monomeriniai vienos grandia baltymai, kuri molekulin mas apie 30 kDa (Krishnamurthy
ir kiti, 2008). —CA aktyviajame centre Zfivisada susijung su vandens molekule ir trimis
histidino (His) Soninmis grup mis (Supuran ir kiti, 2004).

Hidratacijos reakcija vyksta dviejingsni ,ping—pong* mechanizmu (4 pav.).
Reakcija iSaiskinta tiriant mogaus CAIl veikimoethanizm, ta iau manoma, kad ir kitos
CA veikia tuo paiu ,ping—pong“ mechanizmu (Krishnamurthy ir kitiQ@8).

Fermento aktyviajame centre yra ZAOH, apsuptas trimis His Sonimis
grup mis (His94, His96 ir His119) (Sly ir Hu, 1995; Kimsamurthy irkiti, 2008). Tai sudaro
tetraedrin struktr . Pirmasis hidratacijos ingsnis — tai nukleofilinataka. Prie Zf
prisijungusi hidroksigrup atakuoja CQ ir susiformuoja su metalu susijurggbikarbonatas,
kuris v liau pakeiiamas vandens molekule (Krishnamurthy ir kiti, 2D08

Antrasis ingsnis vyksta, kai prie Zhprisijungusi vandens molekuperduoda
proton fermento aplinkoje esan skysi molekul ms ir regeneruoja Z+OH. Sis ingsnis
apsprend ia reakcijos greit Protono perdavime dalyvauja His64, kuris atligkatono

perdavjo funkcij (Krishnamurthy ir kiti, 2008).
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4 pav.CA veikimo mechanizmas (Krishnamurthy ir kiti, 2008

N ra tokios gyvybs formos, kurioje nei CA. Augal, gyv n , bakterij
| stel se CA atlieka gyvybiSkai svarbias funkcijas (Kivel&kiti, 2005). Jos ne tik palaiko
pastov pH, bet taip pat dalyvauja kwavimo ir duj main reguliacijoje, regjimo funkcijos
palaikyme, kaul vystimesi ir j funkcijos palaikyme, kalcifikacijoje, metabolizmsignal
perdavime, atminties, raumenr nerv sistemos funkcij palaikyme, seili sekrecijoje,
skrand io ir kasos sul susidaryme, arnyne vykstalme jon transporte, prisitaikyme prie
| stelinio streso (Breton, 2001; Kivela ir kiti, 2Q@&ishnamurthy ir kiti, 2008).

CA randamos visame mogausne (5 pav.). Daugiausiaairi CA izoform
randama raudonosiose kraujstel se, smegenyse, plauose, virskinimo trakte, inkstuose,
kepenyse ir klid se (Pastorekova ir kiti, 2006). Toks didelis CA Igapas rodo neabejotin

j svarb organizmo iSgyvenimui.
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CA X CNS, virgkinimo sistema
B dides OO
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Zemas V. . L
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[} ——— CAl Eritrocituose, virikinimo
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CAIlV Platiai paplitusi
o
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CAVI 3_ :O eiliy ir krity liauknse
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prairiuose navikuose
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navikuose

5 pav.CA paplitimas mogaus organizme (Pastorekova i, R©06).

mogaus aktyvios CA yra transmembrang (CAIX, Xll, XIV), prikabintos
prie membranos per glikozilfosfatidilinozitgCAIV), sekretuojamos (CAVI), citoplazmis
(CAI I, 11, VI, XIII) arba mitochondrin s (CAVA, VB) (Pastorekova ir kiti, 2006).

1.3.2. mogaus karboanhidraz IV (CAIV)

CAIV — labiausiai organizme paplitusi CA iS visnembranini CA. CAIV
sintetinama endoplazminiame tinkle ir yra unikalot kad turi glikozilfosfatidilinozitolio
inkar , kuris po keli potransliacini modifikacij prijungiamas vietoj C galo peptido (285—
312 ar.) (Purkerson ir Schwartz, 2007; Datta ir, RD0O8; UniProt duomenbaz). Tai —
pirmoji atrasta membraninCA (Datta ir kiti, 2010). Baltymas yra 312 amingg i ilgio. J
koduojantis genas yra 17 chromosomoje, CAIV molekunas yra apie 35 kDa (Kivela ir
kiti, 2005). CAIV baltym sudaro 2 ma daug 18 ir 15 kDa dyd io fragmentaijungti dviem
padidina baltymo stabilum (Waheed ir kiti, 1996; UniProt duomenbaz). Baltymas
randamas vairi organ, pavyzd iui, inkst, Sirdies, plau , kasos, skeleto raumen
epitelini ir endotelini | steli plazminje membranoje, aki kapiliaruose (Purkerson ir
Schwartz, 2007; Datta ir kiti, 2008). CAIV atliekagrindin vaidmen reabsorbuojant HCO
inkstuose ir turitakos pH palaikymui inkstkanal liuose (Waheed ir kiti, 1996; Sterling ir

kiti, 2002). CAIV katalizuoja duj mainus ir palaiko vietinplaui pH, katalizuoja C®
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hidratacij raumenyse fizins veiklos metu (Waheed ir kiti, 1996). CAIV ir CAXI—
pagrindin s smegen ekstral stelin s CA, kurios palaiko smegermpH homeostaz(Svichar ir
kiti, 2009). CAIV funkcija glaud iai susijusi su ki membranini CA funkcijomis ir buvo
manyta, kad CAIV funkcija ma svarbi ir j gali pakeisti kitos CA (Datta ir kiti, 2010). Tod
rodymai, kad CAIV mutacijos sukelia sunkias ligasivo netikti. Reik jo daug laiko ir
darbo siekiant paaiskinti ligmechanizmus.

Siuo metu i3aiskintos kelios ligos, kuratsiradimui turi takos CAIV veiklos
sutrikimai. Viena iS lig — retinitis pigmentosaTai grup progresuojan aki lig , kuri
pagrindinis po ymis — apoptos sukeltas fotoreceptorinykimas (Ferrari ir kiti, 2011).
Pacientai kena d | nematymo tamsoje ankstyvoje vaikystir laipsniSko regimo lauko
ma jimo paauglystje, kol visiskai apanka (Datta ir kiti, 2008; Koimkiti, 2008). Sia liga
serga 1 iS 3000-7000 moninepriklausomai nuo lyties. Pirmieji po ymiai pasigkia
paauglystje, o visiSkai apankama sulaukus 40-50 meltiga gali bt paveldima
autosominiu dominantiniu, autosominiu recesyvirgu,X chromosoma susijusiu, sporadiniu
paveldjimo b du arba kaip kito sindromo po ymis. Nors paprasgns po ymiai apsiriboja
akimis, retinitis pigmentosagali b ti USerio (Usher) ir Bardeto—Bidlo (Bardet-Biedl)
sindromo dalimi. Siuo metu su liga siejama virSgth , vienas i$ j koduoja CAIV. Visi
genai ekspresuojami fotoreceptoriuose arba aki&katn s epitelyje (Ferrari ir kiti, 2011).

M s skyriuje CAIV siekiama gauti 2 tikslais. Tikimai rasti slopikl, atrankiai
s veikaujant su Siuo baltymu ir galinttapti vaisto veikliaja med iaga. Be to, mums labai
svarbu turti visas CA, nes tik patikrinus slopikéu visomis mogaus organizme randamomis
CA galima sitikinti jo atrankumu konkraai CA. Tod | net ir neradus CAIV slopiklio, Si CA

pasitarnaut su kitomis CA sveikaujani slopikli tyrimuose.

1.4. Rekombinantini baltym k rimo strategija

Rekombinantiniai baltymai — tai baltymai, sukugén ininerijos b du. Sie
baltymai da niausiai turi prototipus gyvuose organuose, taau yra gaunami IS
rekombinantins DNR. Kuriant rekombinantinius baltymus stengiaingaauti baltym, kuris
funkcionuot taip pat gerai, kaip ir natyvus baltymas. Sisywatis gali turti papildom sek ,
leidian i ] sintetinti kituose, efektyviau tikslinio baltymoingez vykdaniuose
Seimininkuose, lengviau isgryninti, padidinti tirpu, stabilum. Siuo metu rekombinantiniai
baltymai plaiai naudojami daugelyje sii tiek moksliniuose tyrimuose (fermentinio
aktyvumo matavimai, kristalini strukt r nustatymas, antibkh —antigen s veik tyrimai),

tiek ir pramonje (kaip biologiniai tirpikliai, biokatalizatoriaj)nes tai — pigesnis, greitesnis ir

20



paprastesnis ldlas gauti didelius kiekius norimo baltymo nei igskit iS gamtinio Saltinio
(Sevastsyanovich ir kiti, 2010).

Atrodyt , kad rekombinantiniams baltymams nekeliama daukglevim —
gautas baltymas turi atlikti savo funkctiip pat gerai, kaip ir baltymas, iSskirtas iSymatis
Seimininko. Siuo metu apie rekombinantinbaltym k rim inoma daug: yra daugyb
modelini organizm, inomas j genomas, molekulinbiologija, fiziologija, biochemija,
sukurta daugybgen raiskos sistem ta iau rekombinantini baltym k rimas vis dar kelia
nema ai problem (Sevastsyanovich ir kiti, 2010). Pagrindsnproblemos islieka jau daugel
met : rekombinantiniai baltymai yra linkkauptis bakterij citoplazmoje netirpi, intarpini
k neli pavidalu ir/arba yra neaktys.

Rekombinantinio geno k rimas. Pirmasis rekombinantinio baltymo kmo
etapas — baltymkoduojanio geno identifikavimas ir jo sekos tjimas. Siuo metu sukurta
daugyb bibliotek , kuriose yra pilno ilgio baltym genai. Jeigu norimo geno na
bibliotekoje, galima iS baltymsintetinanios | stel s iSskirti iIRNR ir gauti cDNR. Taip pat
galima susintetinti norim gen. Rekombinantiniai baltymai da niausiai kuriami ld@nt
patikrinti kok nors biologin ar biochemin aktyvum, pavyzd iui, ar fermentas katalizuoja
reakcij, ar baltymas jungiasi su ligandu. Tokiems tyrimashasnai nereikia viso baltymo.
U tenka turti u norim baltymo funkcij atsaking domen. Deja, pagal pirmin baltymo
strukt r nemanoma pasakyti, kokio ilgio baltymo fragmenb t geriausia sintetinti.
Vienintel iSeitis — iSbandyti vairius to paties baltymo skirtingo ilgio rekombirigni
baltym variantus. Susanne Graslund iS Structural Geno@mssortium ir Kiti straipsnio
bendraautoriai, klonavdaugiau kaip 400 mogaus baltympateikia kelis pastepmus apie
klonuojamos baltymo dalies pasirinkim Jie silo paSalinti membran perverianius
domenus, stengtis neiSardyti antgrstrukt ros element arba element reikaling baltymui
susisukti globul ir stengtis, kad galuose neatsidunidrofobin s liekanos arba iS daugelio
vienod nukleotid sudaryta seka (Structural Genomics Consortiuntijr2008).

RaiSkos vektoriai. RaiSkos vektoriai perneSa norimDNR segment
Seimininko |steles, kuriose sintetinamas pernesto geno kodagjabaltymas. Vektoriai
da niausiai turi papildomas reguliacines sekas,ygédvui, slopiklius arba stipriklius. Be to,
vektoriai turi turti stiprius promotorius ir baltymo sintez pabaigos kodonus. Vektorius turi
b ti toks, kad nuo jo it galima transkribuoti didelius kiekius iRNR, vadsnar susintetinti
didel baltymo kiek. Patek | stel vektoriai replikuojasi. Vienoje btel je gali b ti nuo
keliolikos iki keli Simt konstrukt. Tai enkliai padidina tikslinio baltymo sintez Kit
vertus, jeigu baltymas toksiSkasstel ms, tai stabdo jaugim (Baneyx, 1999). Naudojant
bakterij raiSkos sistem paprastai pasirenkami vektoriai, turintys T7 leakifago
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promotori, nes jie labai specifiSki T7 RNR polimerazei iugimetu yra sukurta daugyb
kamien, tinkam naudoti su tokiais vektoriais (Dyson ir kiti, 2Q004Da niausiai tai
lizogenin DE3 profag turintysE. coli kamienai, turintys T7 RNR polimeraz geno kopij

ir Sio geno raisk reguliuojant lac represori (Structural Genomics Consortium ir kiti, 2008).
Da nai naudojami pET (Novagen) vektoriai. Jie tliii RNR polimerazs promotori ir lac
operatori. Sie du elementai u tikrina, kad rekombinantinialtygmo sintez iki jo raiskos
indukcijos naudojant IPTG Ib kiek manoma maesn Kol terpje nra IPTG, lac
operatorius neaktyvus, T7 RNR polimeragesintetinama arba sintetinama labai silpnai,
baltymo genas netranskribuojamas (Structural Gec®mmConsortium ir Kkiti, 2008;
Sevastsyanovich ir kiti, 2010).

Tam, kad bt utikrintas | steli, turini reikiam konstrukt, atrankus
augimas, raiSkos vektorius terpiami atsparum antibiotikams (ampicilinui,
choramfenikoliui, kanamicinui) u tikrinantys genddita, ma iau populiari atrankos sistema —
vektorius, turintis gen kurio produkto raiSka lemia dtels t. Konstruojant
rekombinantin baltym , baltymo genaderpiamas | steli t s lygojant gen ir pastarasis
suardomas (Baneyx, 1999).

Viena i$ did iausi rekombinantini baltym k rimo problem — gauti tirp
baltym , tod | vektori da nai terpiamos sekos, koduojaas papildomas baltymo tirpum
didinanias aminorgSi sekas ar baltymus. EksperimentiSkai nustatyta, dsaht baltymo
molekulinei masei apie 22,8 kDa da niausii coli sintetina pakankamkiek tirpaus
tikslinio baltymo be joki papildom sek, taiau norint pagaminti didesnius
rekombinantinius baltymus, gali prireikti jtirpum pagerinti baltymus suliejus su
papildomomais baltymais: gliutationo S—transferd@ST), maltoz suriSaniu baltymu
(MBP), tioredoksinu (Trx), aliai fluorescuojaiu baltymu (GFP) ir kitais (Hammarstrom ir
kiti, 2001; Dyson ir kiti, 2004; Prasad ir kiti, 20). Kai kuriais atvejais trupupagerinti
rekombinantini baltym tirpum padeda 6-10 His ilgio uoddg, prijungta tikslinio baltymo
N arba C gale. Bdama ma a, ji papildomai neapsunkina Seimininkoahetizmo. Be to, ji
labai palengvina baltymgryninim ir leid ia gryninti Svelniomis slygomis, nepa eid iant
baltymo. DI savo ma o dydio ir antigeniSkumo, His uodég da niausiai neturi jokios
takos baltymo struktai ir funkcijai, todl j neb tina pasalinti iSgryninus baltym(Dan ir
kiti, 2009). Kai baltymo masperkopia 51,4 kDa, sulietiniai baltymai tampa e&&fv s, nes
kartu su mase da niausiai dijd baltym strukt ros sudtingumas. Gali bti, kad jiems reikia
eukariot Saperon, kurie padt gauti tinkam strukt r (Dyson ir kiti, 2004).

induoli | steli raiSkos sistemoms pritaikyta daugylvektori , turin i
replikacijos pradios srit skirt padauginti plazmid induoli | stel se, iRNR brendimo
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signalus, multiklonin sek ir atrankos ymenis. Baltymo raiSka priklauso nugarpo
savybi , tod | ne manoma rasti vektoriaus, tinkaa vis baltym raiSkai (Kaufman, 2000).
Magistro darbo metu klonavimo darbams buvo padiampCEP4 vektorius. Tai episominis
induoli  raiSkos sistemoms pritaikytas vektorius, turintteogaus citomegalo viruso
ankstyvj stiprikl /[promotori (CMV), kuris u tikrina auksto lygio rekombinantioi geno
transkripcij . Siame vektoriuje taip pat yra EpSteino—Baro \drusplikacijos prad ios stitis
OriP ir branduolio antigenas, koduojamas EBNA-1agéwurie u tikrina, kad chromosom
neintegruotas vektorius efektyviai replikuomogaus, primat ir Sunini | stel se. Vektorius
turi SV40 poliadenilinimo signa) utikrinant iRNR poliadenilinim. Vektorius turi
atsparumo ampicilinui genbei pUC replikacijos prad ios srit Tai leid ia Siam vektoriui
taikyti ampicilinu pagist atrankos sistemE. colil stel se. pCEP4 taip pat turi higromicino
B atsparumo gen TK promotori ir TK poliadenilinimo signal stabiliai transfekuot! steli
atrankai (Invitrogen). Daugelis vektorturi SV40, Rous sarkomos viruso, adenoviruso arba
citomegalo viruso promotorius, kurie yra labai akty daugelyje iSvairi r Si paimt

| steli linijj . Kai kurie vektoriai turi atrankos sistemas, palyd, fluorescuojanius
baltymus, kurie leidia nustatyti, kokia dalis pd@cijos | steli buvo transfekuotos
(Kaufman, 2000). Be to, vektoriai gali ttir papildom reguliacini element, toki kaip
transkripcijos ar transliacijos stiprikliai, intran kurie padidina kai kuri gen raisk .
Magistro darbo metu taip pat buvo sukurti konst@ykturintys SV40 maj T intron,
transliacijos stiprikl arba abu Siuos elementus. Patartina naudoti kiknoma ma esn
vektori , nes dydis neigiamai veikia stabilumsunkiau gauti didelius plazmisl kiekius
(Geisse ir Fux, 2009). induoli raiSkos sistemose naudojami vektoriai gali paprasti arba
indukuojami. Pastarieji geri tuo, kas transfekuetbstel se geno raiSkgalima indukuoti, kai

| stel s pasiekia norim tank. Taip auganos | stel s apsaugomos nuo galimo toksiSko
gaminam tikslini baltym poveikio (Chaudhary ir kiti, 2011).

Kuo grie iau reguliuojama geno raiSka, tuairesnius tyrimus galima atlikti.
Taip pat galima gauti toksiSkus baltymus. Norima@eaisk galima indukuoti vairiais
b dais: Siluminiu Soku, steroidiniais hormonais, dupk metal jonais, interferonais,
gele imi ir kitais b dais. Pasirenkant vektorikonkretiems tyrimams svarbasitikinti, kad
induktorius neturs takos tyrim rezultatams (Kaufman, 2000).

Rekombinantinio baltymo raiSkos vairov . Baltym ekspresuojantys
organizmai gali bti labai vair s — nuo bakterij iki induoli . Kiekvienas organizmas turi
privalum ir tr kum (6 pav.) (Dyck ir kiti, 2003). RaiSkos sistema @i pasirenkama
atsi velgiant tai, kokio kiekio baltymo reikia, kokiu metoduSeiminink norima terpti

DNR. Jeigu dirbama su toksiSkais baltymais, lemiaraiksniu gali bti ir tai, ar norimai
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sistemai yra sukurtas vektoriaus, pritaikyto toksi®altym raiSkai (Kaufman, 2000). Kai
kuriems tyrimams reikia ma kieki vairi baltym , kitiems reikia did iuli kieki vieno
baltymo. Ypa didelis terapini baltym poreikis. Dauguma j gaminamiE. coli arba
induoli | steli kult rose (Andersen ir Krummen, 2002). tBnt Sios raiSkos sistemos buvo
pasirinktos baltym gavimui magistro darbe. PaprastesRisisp90ON (1-215 ar.) baltymas
buvo gautas€. coli raiSkos sistemoje, o suthgesn CAIV (19-284 ar.) — mogaus HEK
293-F |stel se. Bakalauro darbo metu buvo bandoma gauti CAI®~284 ar.)E. coli

| stel se, bet gautas baltymas nebuvo aktyvus.
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6 pav. vairi modelini organizm palyginimas (Dyck ir kiti, 2003).

Bakterijos, ypa E. coli, yra vieni da niausiai naudojanseiminink . Ta iau jos
nelabai tinka eukariotini baltym raiSkai, nes Sie bsdami patiria vairias modifikacijas,
kurios bakterijose nevyksta (Dyck ir kiti, 2003)e Bo, eukariot ir prokariot genomuose
sutinkam kodon da nis nesutampa. Yra kodonpavyzd iui, AGA, AGG, AUA, kurie
da ni eukariot genome, bet beveik nesutinkami prokariotuose. prakariot ribosoma
prieina tok kodon, baltymo sintez | t ja. Siekiant iSspisti Si problem kuriami E. coli
kamienai, pavyzdiui, darbe naudotE. coli BL21(DE3)CodonPlus—RIL irE. coli
Rosetta2(DE3), kurigenomai turt papildomas tRNR koduojan gen kopijas. Sios tRNR
atneSa ret kodon koduojamas aminogstis (Rosano ir Ceccarelli, 2008. coli yra vienas
IS da niausiai naudojam Seiminink , nes joje gerai iStyrii baltym raisSkos, tretins
strukt ros formavimosi mechanizmai, pilnai nuskaitytas gmnomas. Sios bakterijos auga
greitai, augimui nereikia brangterpi , tod | toks baltym gavimas palyginti pigus (Baneyx,
1999). Nors ir labai patogi, raiSka bakterijoseimietma, jeigu norima gauti induoli

baltymus, kurie tam tikr brandos etap pereina endoplazminiame tinkle. Tokie baltymai,
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danai fermentai, bakterijose netinkamai sulankstonBe to, bakterijose baltymai
neglikozilinami (Morton ir Potter, 2000).

Kai kuri eukariotini rekombinatini baltym raiSkai naudojami vienas iai
eukariotai (miels, si liniai grybai, dumbliai). J, panaSiai kaip prokariot galima u auginti
didel kiek ir gauti nema ai tikslinio baltymo (Dyck ir kiti2003). Miel s Saccharomyces sp.
ir Pichia sp.br stantiems baltymams gali sukurti tokaplink , kaip ir induoli | stel s,
ta iau nra visiSkai atkartojama mogaus baltymo transliaciiod | gauti baltymai gali bti
imunogeniSki arba prarasti tam tikras savybes &yvakn (Morton ir Potter, 2000; Dyck ir
kiti, 2003). Kai kurios vabzd i | stel s, pavyzd iui,Spodoptera sparbaTrichoplusia spgali
glikozilinti baltymus. Be to, jeigu baltymas tuigealin sek, ji atpa stama taip pat, kaip ir
induoli | stel se. Taiau Sioje sistemoje gaunami baltymai danai yra neérg
glikozilinami. Sprend iant Si problem sukurta nauja vabzdil steli linija iS Estigmene
acrea skirta naudoti kartu su bakulovirusais. Tikimagiad Si linija pads iSspsti
glikozilinimo problem (Morton ir Potter, 2000). Té&au naudojant bakulovirusus gaunami
nelabai dideli baltymo kiekiai. Sis Has netinka pramoniniam naudojimui skirtiems
baltymams gaminti.

Baltymai, gauti induoli | stel se, naudojami tiriant genraiSk, baltym
strukt r ir funkcijas, reguliacinius mechanizmus (Kaufm&000). Ypa dideli baltym
kieki reikia gaminant antiknus, atrenkant med iagas su tam tikromis sawyis (Parham ir
kiti, 1998). Baltymo kiekis, gaunamas iS induoli steli , priklauso nuo daugyi veiksni,
toki kaip DNR patekimo | steles bdas, DNR kopij skai ius, transportavimo efektyvumas,
IRNR brendimas, transportavimas ir stabilumas, dracijos efektyvumas, baltym
brendimas, transportavimas ir stabilumas. Skirtiggn raiSkai svarbs skirtingi veiksniai
(Parham ir kiti, 1998; Kaufman, 2000). Nors induol steles auginti brangu ir suthga
u auginti didesn kiek, jos vis da niau naudojamos baltyngamybai (Dyck ir kiti, 2003).
Skirtingos Isteli linijos skiriasi savo gelimu priimti svetim DNR. Kai kurias linijas,
pavyzd iui, fibroblastus ir mieloidines $teles, transfekuoti sunku, tuo tarpu epitelinsteli
linijas, pavyzd iui, CHO, COS-7, HEK-293, BHK, levg (Parham ir kiti, 1998). induoli
| stels HEK-293 plaiai naudojamos rekombinantinibaltym raiSkai, nes jose galima
sukurti fiziologin aplink , kuri labai panasi induoli baltym natyvi aplink . Sios | stel s
naudojamos ir labai dideliems baltyrkiekiams gaminti, pavyzd iui, terapiniams baltymam
Transfekavus HEK-239 dteles svetima DNR, jose aktyvinamas vidtglinis antivirusinis
PKR signalinis kelias. Tai slopina transliaciy gali b ti viena iS ma o baltymo kiekio
gavimo prie asi . Kai kurie virusai, pavyzd iui, Ebola virusas, tumechanizmus, kurie

neleid ia aktyvuoti PKR signalinio kelio. Todl virusus galima panaudoti siekiant padidinti
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transfekcijos efektyvum(Gantke ir kiti, 2013). Geno raisSkaakos turi ir Kiti veiksniai, tokie
kaip manipuliavimas ktel s ciklu. Norint gauti daugiau tikslinio baltymo,lgaa slopinti kai
kurias histon deacetilazes. Tuomet DNR taip glaud ia neapsivigaplink histonus ir nuo
jos ilgiau transkribuojami genai (Parham ir kitQ9B). Baltym gryninimas iS induoli
| steli kult r ekstrakt yra ilgas ir brangus (reikia specifinio sorbentbaamonoklonini
antik n ), gaunami mai baltymo kiekiai (Morton ir Potte2000). Dalinai Si problem
galima iSsprsti  baltym koduojant konstrukt terpiant sekrecijos signalJeigu norimas
gauti baltymas kils iS aukStesnj eukariot, jo brendimui danai reikia vairi
potransliacini modifikacij . Jas visas galima gauti induolil stel se. Be to, induoli
| stel se baltymaigauna tinkam tretin ir ketvirtin strukt r , tod | yra stabil s. induoli
| stel s naudojamos norint patikrinti, ar konkretus getiasiogiai atsakingas u tam tikro
baltymo sintez, istirti baltymo struktros ir jo funkcijos ssajas, nustatyti baltymo raiSkos
pasekmes ktel ms arba gaminti baltymus (Kaufman, 2000).

Dirbant su Isteli linijjomis galima naudoti laikin arba stabili transfekcij.
Stabilios transfekcijos metu transfekuojama DNRegntiojasi Seimininko genom
Integruojama DNR da nai turi selektyvius markerigggal kuriuos atrenkamosksningai
transfekuotos ktel s ir sukuriama stabiliai transfekuotl steli linija, kuri nuolatos
ekspresuoja turimgen (Kim ir Eberwine, 2010). Taau gauti tokias Isteli linijas brangu ir
uima daug laiko. Be to, naudojant stabiliai tragigiotas Isteli linijas sunku gauti didelius
kiekius tikslini baltym . Pigesn, greitesn ir dideliems baltym kiekiams gauti pritaikyta
alternatyva — laikina transfekcija, naudojant saspgeje augti pritaikytas kteles, da nai
HEK arba CHO Isteli linijjas (Meissner ir kiti, 2001). Suspensines Hig&lima auginti
bioreaktoriuose, tai svarbu terapirbaltym gamybai (Tsao ir kiti, 2001). SuspensrHEK
| stel s buvo gautos iS adhezinl steli , kiekvieno pergimo metu naudojant vis didesn
beserumins terps kiek, kol terpje visai neliko serumo. Tokias dteles prada auginti
kolbose purtant nedideliu graun (Meissner ir kiti, 2001). IS prad isuspensirs HEK | stel s
sudarydavo nemaus agregatus, kurie keisdaveteli metabolizm ir maindavo
transfekcijos efektyvum Si problema buvo iSspsta tobulinant mitybines terpes (Tsao ir kiti,
2001). Siuo metu galimasigyti komercini sistem, pritaikyt suspensini HEK arba CHO
| steli auginimui. Suspensinessteles nesudinga auginti, prireikus galima greitai gauti
didelius j kiekius. Naudojamos beserumntikslios chemins sudties terps, kas u tikrina
rezultat atsikartojamum bei tinkamum terapini baltym gamybai.

Transgeniniai augalai, gymai ir vabzd iai taip pat gali ki naudojami kaip
raiSkos sistemos, teu ilgai utrunka juos sukurti. Be to, sunku vatdwpugimo greit ir
susintetinto baltymo kiek Transgeniniai gywai ar pauk3ai ypa tinkami gydymui
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naudojam rekombinantini baltym gamybai, nes gali juos sekretuotpien, kiauSinius.
Siuos produktus lengva surinkti, laikyti, transpti, j pagaminami dideli tiai. Pagrindin
problema — tinkami gywnai, ypa karv s, o kos labai Itai auga (Dyck ir kiti, 2003).
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Il MED IAGOS IR METODAI

2.1. Darbe naudoti prietaisai, med iagos, tirpalaiir kitos priemon s

2.1.1. Naudoti prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:
centrifuga ,Herolab HiCen SR Superspeed”;
CO; inkubatorius—purtykl ,Eppendorf New Brunswick S41i
DNR elektroforezs aparatas ,,SIGMA-ALDRICH®;
gryninimo sistema ,AKTA purifier*;
gryninimo sistema ,LKB BROMMAY;
kaitinimo plytel ,, “
laminarin spinta ,NUAIRE Biological Safety Cabinets®;
magnetin maisykl ,BIOSAN®;
mikrobang krosnel ,Gamma®;
mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415R*;
PGR aparatas ,,Eppendorf Mastercycler personal*;
poliakrilamido gelio elektrofores aparatas ,BIO—RAD*;
purtykl ,BIOSAN Multi—vortex V-32°
purtykl ,Excella E24%;
purtykl —termostatas ,BIOSAN ES-20;
spektrofotometras ,Agilent 8453
spektrofotometras ,NanoDrop*;
svarstykls ,KERN 572%
Sviesini fazi kontrasto mikroskopas ,Olympus®;
termostatas ,Eppendorf TermoStat plus®;
termostatas , TC — 8042

UV/WL S&altinis su geli dokumentavimo sistema ,MiniBis Pro“.

2.1.2. Naudoti fermentai, rinkiniai ir chemin s med iagos

Acr s organics: NiGl

BioRad: TEMED, glicinas, 2—merkaptoetanolis.
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Fisher Scientific UK: imidazolas.

Fluka: Coomassie Brilliant Blue R-250, etid io bratas, HCI, bisakrilamidas, NaOH,
PIPES, GHsNaG,, NaClQ,, NaCl, KH,POy, Ko;HPO,.

GE Healthcare: ,Ni Sepharo%e6 Fast Flow".

Invitrogen: FreeStyl®" MAX transfekcijos reagentas, FreeSt)e293 ir OptiPRGM
SFM terps, tripano milis.

Matheson Coleman & Bell: bromfenolio fis.

Roth: agar—agaras, LB terp ampicilinas, APS, akrilamidas, triptonas, mieli
ekstraktas, NaCl, Cag;lchloramfenikolis, glicerolis, HEPES.

Sigma: TRIS baz SDS, KCI, acto rgstis, EDTA, DTT, MES, p-
aminometilbenzensulfonamido agaroz

ThermoFisher (Fermentas): agaro#PTG, DNR ilgio ymuo ir DNR 6x mgini
da as, baltym dyd io ymuo, restrikcijos endonukleag Ndel, Hindlll, Bglll, Ncol,
PfIMI, Dralll, BamHI, Vspl, Nhel, Dral, EcoRI, KpnXhol, Pfu DNR polimeraz ir
jos buferinis tirpalas, T4 DNR ligazr jos buferinis tirpalas, SAP Sarmifosfataz ir
jos buferinis tirpalas, dNTP mi8inys, rinkiniai: ¢BeJETY Gel Extraction Kit,
,GeneJET  Plasmid Miniprep Kit, ,GeneJET PCR Purification Kit*,
,GeneJETY Plasmid Maxiprep Kit*.

Peax :ZnSQ, MnCl,.

2.1.3. Naudotos terps ir tirpalai

Skysta LB (Luria/Miller) terp (1 1): 25 g sausos terp iStirpinami 1 | dejonizuoto vandens.
Terp autoklavuojama 20 min +120 °C 1 papildomos atrg\ge.

Agarizuota LB (Luria/Miller) terp (1 1): 25 g sausos LB terp istirpinami 1 | dejonizuoto
vandens. Pridedami 15 g agar—agaro. Tewptoklavuojama 20 min +120 °C 1 papildomos

atm sl gyje.

S.0O.C.terp (1 1):
20 g triptono;

5 g mieli ekstrakto;
10 mM NacCl;

3,5 mM KCI.
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Terp ruoSiama dejonizuotame vandenyje. Paruosta tarpoklavuojama 20
min +120 °C 1 papildomos atm glje. AtSald ius pridedama Mggiki 10 mM ir gliukoz s
iki 20 mM. Terp filtruojama per 0,2 um polivinilidino difluoridailfr , iSpilstoma nedideliu

t riu ir laikkoma -20 C temperatoje.

FreeStyle™ 293 terp : parduodama jau paruodta. Tespsudtis — komercin paslaptis.
Terp sintetin, tikslios chemins sudties, be fetalinio serumo. Terfaikoma +4 °C tamsoje.

OptiPRO™ SFM transfekcijos terp : parduodama jau paruo$ta. Stisl — komercin
paslaptis. Terpsintetin, tikslios chemins sudties, be fetalinio serumo. Terpaikoma +4°C

tamsoje.

30% akrilamido/bisakrilamido tirpalas (70 ml):
29,2 g akrilamido;
0,8 g bisakrilamido.
Tirpalas ruoSiamas dejonizuotame vandenyje, nufijamas per stiklo filtr ir

laikoma +4 C temperatoje.

10x TRIS—glicino—SDS elektroforezs buferis (1 1):
10 g SDS;
30 g TRIS bazs;
144 g glicino.
Buferis ruoSiamas dejonizuotame vandenyje ir lauéis +4 °C temperatoje.

50x TAE elektroforez s buferis (1 1):
242 g TRIS baz;
57,1 ml ledins acto rgsties;
100 ml 0,5 M EDTA.
Buferis ruoSiamas dejonizuotame vandenyje ir laée kambario

temperatroje.

Akrilamidini  geli daas (250 ml):
113 ml etanolio;

23 ml acto rgsties;

0,6 g Coomassie Brilliant Blue R-250.
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RuoSiant tirpal etanolis ir acto rgstis pilama nedidel kiek dejonizuoto

vandens. Tada pilamas l&vanduo iki 250 ml. Tirpalas laikomas kambario ppenat roje.

1,5 M TRIS-HCI (100 ml): 18,15 g TRIS istirpinama 70 ml dejonizuoto vandentpal
lasinama HCI, kol pH pasiekia 8,8. Tada pripilanegodizuoto vandens iki 100 ml. Tirpalas
filtruojamas per stiklo filtr ir laikomas +4 °C temperabje.

1 M TRIS-HCI (100 ml): 12,1 g TRIS istirpinama 50 ml dejonizuoto vandensrpal
lasinama HCI, kol pH pasiekia 6,8. Tada pripilanegodizuoto vandens iki 100 ml. Tirpalas
filtruojamas per stiklo filtr ir laikomas +4 °C temperabje.

6x m gini da as baltym elektroforezei (10 ml):
300 ul 1 M TRIS;
1,2 g SDS;
92,5 mg DTT,
6 ml glicerolio;
60 mg bromfenolio mio.
Da as ruoSiamas dejonizuotame vandenyje, iSpilammedideliu triu ir

laikomas -20 C temperatoje.

0,5 M PIPES (100 ml): 15,1 g PIPES istirpinama 80 ml dejonizuoto vandenstpal
laSinama 5 M KOH, kol pH pasiekia 6,7. Tada pripiéadejonizuoto vandens iki 100 ml.
Tirpalas filtruojamas per 0,2 um polivinilidino dibrido filtr , iSpilstomas nedideliu tiu ir

laikomas -20 °C temperabje.

Bendras transformacijos buferis (1 I):

Kiekis Galutin koncentracija
MnCl,-4H,0 10,88 g 55 mM
CaCh-2H,0 2,20 ¢ 15 mM
KCI 18,659 250 mM
0,5 M PIPES 20 ml 10 mM
dejonizuotas vanduo iki 11

Tirpalas be PIPES filtruojamas per 0,2 pum polidgmo difluorido filtr ,
iSpilstomas nedideliu tiu ir laikomas -20 C temperatoje. PIPES pridedama prieS pat

naudojim.
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Poliakrilamido gelis:
Apatinis frakcionuojantis 12% gelis (4,9| VirSutinis koncentruojantis 4% gelis (2,5

ml): ml):

2 mL 30% AA/BAA, 335 L 30% AA/BAA;
1,25 mL 1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8; 625 pL 1 M TRIS-HCI, pH 6,8;

50 L 10% SDS;

1,58 mL HO; 1,5 mL HO;
25 L 10% APS; 12,5 L 10% APS;
5 L TEMED. 5 L TEMED.

25 L 10% SDS;

PfHsp90N (1-215 ar.) gryninimui naudoti buferiai:

Pavadinimas Sudtis pH

| buferis 50 mM HEPES 8
0,5 M NacCl
10% glicerolio

Il buferis 50 mM HEPES 8
0,5 M NacCl
10% glicerolio
0,6 M imidazolo

Dializ s buferis 50 mM MES 6,5
10% glicerolio
0,5mM EDTA
1 mMDTT

CAIV (19-284 ar.) gryninimui naudoti buferiai:

Pavadinimas Sudtis pH

[l buferis 20 mM HEPES 7,5
0,15 M NaCl

IV buferis 0,1 M GH3NaG, 6,5
0,5 M NaClQ

Dializ s buferis I 10 mM HEPES 7,5
50 mM NaCl

Kadangi baltymai gryninami i$ skirtingoiomass arba terps kieki , kiekvienu

atveju gaminami skirtingi buferit riai, tod | buferius einani med iag kiekiai gramais
nepateikiami. Atsverta med iaga iStirpinama nedi@®le tryje Salto vandens. tirpal
laSinamas NaOH arba GEIOOH, kol pasiekiamas norimas pHada pripilama Salto

dejonizuoto vandens iki reikiamorto. Visi gryninimo buferiai laikomi +4 °C.
Fosfatinis buferis (250 ml):
2 g NaCl;

0,05 g KCl;
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0,05 g KHPQy;
0,2475 g kHPQO,.
Buferis ruoSiamas dejonizuotame vandenyje. Paasdaferis autoklavuojamas

20 min +120 °C 1 papildomos atmgyje. Buferis laikomas kambario temperaje.

2.1.4. Naudotos kitos priemons

Naudoti E. coli kamienai ir mogaus | steli linija

Tyrimo metu naudoti E. coli kamienai XLI-blue, BL21(DE3),
BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)CodonPlus—RIL, BL21 StarDE3) One Shot ir
Rosetta2(DE3). Visi kamienai, iSskyrus BL21 StaiE@) One Shot,sigyti iS ,Novagen*
kompanijos. Pastarasisigytas is ,,Invitrogen*.

E. coli XLI-blue — tai atsparumo antibiotikams neturirkk@nienas, skirtas DNR
pagausinimui. Kamienas neturi endonuklesagdame nevyksta rekombinacija (Novagen).

Kiti min ti E. coli kamienai skirti rekombinantiniams baltymams gahti.coli
BL21(DE3) kamienas neturi atsparumo antibiotikasdamienas turi lizogenin profag
DE3 ir T7 RNR polimerazs gen. Be to, Sis kamienas neturi Lon ir OmpT proteakurios
gal t suskaidyti sintetinambaltym smulkesnius peptidus (Novagen).

BL21(DE3)pLysS kamienas skiriasi nuo BL21(DE3) kanu savo atsparumu
chloramfenikoliui. Kamienas pasi ymi grie tesne siknio baltymo geno raiSkos kontrole ir
yra tinkamas Seimininko $telei nuoding rekombinantini baltym gen raiSkai (Novagen).

BL21(DE3)CodonPlus—RIL — tai chloramfenikoliui agspsE. coli kamienas.
Jis koduoja papildomas tRNR, atpstanias retai prokariot genome sutinkamus arginino
kodonus AGA ir AGG, izoleucino kodonAUA ir leucino kodon CUA, kurie yra dani
eukariot genome. Si kodon nebuvimas da niausiai stabdo eukariotinbaltym
transliacij, ypa jeigu rekombinantini baltym natyv s analogai randami organizmuose,
kuri genomas turi daug AT sekKamienas neturi Lon ir OmpT proteaZNovagen).

BL21 Star (DE3) One Shot — tai atsparumo antibatik neturintisE. coli
kamienas, skirtas heterologinigen raikai. Siame kamiene sintetinama neaktyvi
ribonukleaz E, kurios funkcija — iIRNR skaidymas. Kadangi fentas neaktyvus, iRNR
ilgiau iSlieka nesuardyta. Tailggoja didesn gen raiSk (Invitrogen).

Rosetta2(DE3) — chloramfenikoliui atsparus kamienagintis papildom
kodon AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA ir CGG, kuribeveik nebnaE. coli bakterij
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genome, taau jie da nai sutinkami eukariotuose. Kamienadgkiytas btent eukariotini
baltym gen raiSkai (Novagen).

Tyrime naudota HEK 293—-F mogaussteli linija. HEK 293-0ji imortalizuota
| steli linija gauta pirmin mogaus embriono inkstl steli linij transformavus mogaus
5-0jo tipo adenoviruso DNR. Istel se esario adenoviruso E1A geno produktas aktyvina kai
kuriuos virusinius promotorius. Tai leid ia dtel ms sintetinti didelius baltym kiekius.
L stel s pritaikytos augti suspensijoje (Invitrogen). HE2Q3—-F |stel s, pritaikytos augti
FreeStylé" 293 terpje, sigytos i$ ,Invitrogen®.

Naudoti klonavimo vektoriai

pET15b (Novagen) — vektorius, turintis T7 promotoir SeSis histidinus
koduojani nukleotid sek multiklonin s sekos N gale (7 paw.ektorius turi atsparumo
ampicilinui gen. Jis skirtas baltymraiskaikE. colil stel se (Novagen).
Bpu1102 l(267)

BamH ljz19)
Xho lj324)

EcoR lis7o8)
Aat lljse3s), 1Cla li24)

Ssp st | I", III.Hind Iz _[_::(ljgalg[?:m
\ - ! —— = -
Sca lis103) e - S
- » T __-Bal lljao4
Pvu lis083) SgrA Icssé]
Pst li4n58) —Sph lee)

— EcoM [i751)
Bsa lj4774)

Ahd li4713) \
'{7/ .."'\\ '\
."" - \ Miu li1218)
/ % \( Bel lj123m)
| ® 1 |
| g | | BStE lig1387)
AlwN li4z228 pET-1 Sb > l
uzao) | (5708bp) g || [Apatae
|I \9." 'rlll
'.‘ - / ;BssH ll{1827)
= FL
= [~
)’_,17 "'c)p ; !, Hpa lj1722)
I /= /
/%, /
BspLU11 l{3sz20) /
Sap liatos)
Bst1107 l3591) = PshA lizo81)
Acc lg35e0) «
BsaA |(3572) x.f Eag li2284)
Tth111 li3s65) / - '“‘x_____ _— N Nru l2319)
TEES T—t.;' ‘\EspM l(2309)
(

7 pav.Vektoriaus pET15b strukta (Novagen).

pCEP4dS — vektorius, skirtas baltymmaiSkai induoli | stel se. Vektorius
padarytas iS pCEP4 vektoriaus $n laboratorijoje (Invitrogen). Jis turi CMV promotorir
atsparumo ampicilinui gen Siekiant sumainti pCEP4 vektoriaus dydNrul ir Sall
restriktazmis iSkirpta vektoriaus dalis nuo 7960 iki 9947 laaitido. Sioje dalyje yra TK
promotorius, higromicino atsparumo genas ir TK adinilinimo signalas. Si vektoriaus dalis

mums nereikalinga, nes higromicino atrankos sisteail@ma kuriant stabiliai transfekuot
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| steli linijas, o mes naudojame laikiransfekcij. Siekiant palengvinti baltymo gryninim

u CMV promotoriaus buvoterpta peli Ig grandins V-J2—C regiono sekrecijos signalo
seka (8 pav.). Si modifikacija leido susintetibiltym gryninti i5 terps praleid iant | steli
ardymo etap. pCEP4dS vektoriaus gamyba p#éu apraSyta Dovis Dekaminavii t s

straipsnyje (priimtas spaudai 2013 m.).

CMVY promotorius

Multikloniné seka

Sekrecijos signalas

Multikloniné seka

5V40 poliadenilinimo signalas

pUC replikacijos pradzios sritis

Atsparumo ampicilinui genas

pCEP4dS
H263 bp

OriP replikacijos pradiios sritis

8 pav.Vektoriaus pCEP4dS struks.

Naudoti pradmenys

T7Prom - tiesioginis pradmuo 5-TAATACGACTCACTATA®3', skirtas
plazmid i , sukonstruot naudojant pET15b vektori sekvenavimui.

T7Term — atvirkstinis pradmuo 5-GCTAGTTATTGCTCAG&G-3', skirtas
plazmid i , sukonstruot naudojant pET15b vektori sekvenavimui.

pCEP4i_Fwd — tiesioginis pradmuo 5'-GGATCGATCCAGATGATAAG-3,
skirtas plazmid i, sukonstruot naudojant pCEP4 vektorir turin i intron , sekvenavimui.

pCEP4i_Rev — atvirkstinis pradmuo 5-CTTCTGTGGTCACATAATTG-3',
skirtas plazmid i, sukonstruot naudojant pCEP4 vektorir turin i intron , sekvenavimui.

pCEP_Fwd - tiesioginis pradmuo 5-GGCACCAAAATCAAGHAC-3,
skirtas plazmid i, sukonstruot naudojant pCEP4 vektorisekvenavimui.

pCEP_Rev - atvirkstinis pradmuo 5-CTGCATTCTAGTTGGTTTG-3',
skirtas plazmid i, sukonstruot naudojant pCEP4 vektorisekvenavimui.

PET15b PfHsp90ON_F — tiesioginis pradmuo 5-TCCAACATGTCAACGGA
AACATTC-3', skirtas pET15b—6xHidRfHsp90N (1-215 ar.) konstrukto gavimui. Pradmuo
turi ATG geno transliacijos pradios kodonm lynas) ir Ndel kirpimo viet (pabraukta

aliai).
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PET15b PfHsp90N_R — atvirkstinis pradmuo 5'-CAGATGCCTCGAGATT
TTTCATTTTGCC-3, skirtas pET15b—6xHig&fHsp90N (1-215 ar.) konstrukto gavimui.
Pradmuo turi TAA geno transliacijos pabaigos kod@tvirkstinis komplementarus kodonas

m lynas) ir Xhol kirpimo viet (pabraukta aliai).

Rekombinantini baltym suk rimui naudotos kompiuterin s programos

ApE — A plasmid Editor v1.17 — programa, naudotaiteam konstrukto sukimui;
MultAlin  (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalihy — programa, skirta keli
nukleor gsi ar aminorgSi sek palyginimui;

pDRAW32 — programa, naudota nustatyti atviro skagy meliams konstrukte;
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) — rmanogq, skirta baltymo

parametrams su inoti.

2.2. Metodai

2.2.1. Rekombinantini gen klonavimas

PfHsp90N (1-215 ar.) koduojanios geno dalies konavimas

1. PfHsp9ON (1-215 ar.) baltymkoduojanti DNR padauginam@GR metodu PGR
miSin sudaro:
1,25 fermento aktyvumo vienePfu rekombinantins DNR polimerazs;
1 ng matricins DNR,;
0,5 M tiesioginio pradmens pET15BfHsp90N_F;
0,5 M atvirkstinio pradmens pET15PfHsp90N_R,;
0,2 mM dNTP misinio;
1x Pfu DNR polimerazs buferio su MgS@
34 | dejonizuoto vandens.

Reakcijos tris 50 |. Reakcija vykdoma PGR aparate pagal grogram: |
ingsnis: kaitinimas +95 °C temperabje 5 min, Il ingsnis: DNR grandini
atskyrimas +95°C temperabje 30 s, Il ingsnis: pradmen prilydymas +57 °C
temperatroje 1 min, IV ingsnis: DNR sintez+72 °C temperatoje 2 min. Programa
kartojama nuo Il iki IV ingsnio 30 kart Jai pasibaigus, vykdomas DNR grandin

gal prisintetinimas +72 °C temperabje 10 min.
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. Gauti PGR produktai analizuojanii,5 % agarozs gelyje Agaroz iStirpinama
1XTAE buferyje. Jam atgus pridedama etid io bromido. Galutiretid io bromido
koncentracija — 0,5g/ml. Elektroforezei naudojamas 1xTAE buferis, kure etid io
bromido galutin koncentracija yra 0,25g/ml. Gelyje analizuojamas minys 6
kartus praskied iamas DNR 6x mini dau. Horizontali elektroforez vykdoma
esant 6 V/crh tampai. Gelis analizuojamas UV &viesoje.
. Padauginta DNR, reikalinga tolesniems klonavimopatas, iS PGR miSinio
i§skiriama naudojant ,GeneJEY PCR Purification Kit“ rinkin, laikantis gamintojo
pateikt nurodym. ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,NanoDrop”
spektrofotometru 260 nm). DNR laikoma -20 C temperaje.
. PfHsp9ON (1-215 ar.) koduojaid konstrukto klonavimui naudojama®GR
produktas ir vektorius kerpami Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleamnis. Si
restrikcijos endonukleaziatpa stamos nukleotid sekos yraterptos PGR produkto
galus. Jos taip pat yraekspresijos vektoriuje. Restrikcijai naudojama 5Q0DNR ir
po 10 fermento aktyvumo vieneNdel ir Xhol restrikcijos endonukleaziReakcijos
t ris 20 I. Reakcija vykdoma 2 val +37 C tempernatje. Po reakcijos restrikcijos
endonukleazs inaktyvuojamos palaikius misia5 min +80 C temperatoje.
. Vektoriaus defosforilinimo metu Sarmin fosfataz paSalina fosfato grup nuo
perkirpto vektoriaus 5' galo. To reikia, kad restijos metu perkirptas vektorius
savaime nesusijungtatgal iedin strukt r . Vektoriaus defosforilinimas vykdomas
vektoriaus restrikcijos miSirpo restrikcijos pridius 1 fermento aktyvumo vienet
Sarmins fosfatazs ir reikiam kiek 10x Sarmins fosfatazs buferio. Reakcija
vykdoma 15 min +37 C temperabje. Reakcijai pasibaigus fermentas
inaktyvuojamas palaikius miSii5 min +80 C temperatoje.
. Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atliekamektoriaus ir PGR produkto
elektroforez 1,5% agaroz s gelyje M giniai paruoSiami kaip apraSyta aniesl.
. Sukarpyti PGR produktas ir vektoriusskiriami iS agaroz s gelio naudojant
,GeneJET™ Gel Extraction Kit* rinkin pagal gamintoj pateiktus nurodymus.
ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,NanoDropelgpofotometru (=260 nm).
DNR laikoma -20 C temperatoje.
. Kitas klonavimo etapas — baltynkoduojanios DNR ir raiSkos vektoriauggavimas
siekiant gauti konstrukt kuriuo bus transformuotE. coli kamienus. Ligavimui
reikiamas DNR kiekis apskauotas pagal formut S x (terpiamosDNR ilgis

(kb)/linearizuoto vektoriaus ilgis (kb)) x vektous kiekis (ng) = DNR kiekis (ng), kur
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9.

S yra terpiamos DNR moliarinis santykis vektoriaus aigwl. Mano darbe naudotas
terptos DNR ir vektoriaus moliarinis santykis —.3:igavimomiSin sudaro:
25 ng vektoriaus;
11,6 ng PGR produkto;
1x T4 DNR ligazs buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligaz
5,8 | dejonizuoto vandens.
Reakcijos tris 20 |. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas misinys berpiamos
DNR. Reakcija vykdoma 5 min +22 C temperaije.

Gautu konstruktaransformuojamos E. coli XLI-blue | stel s (apraSyta toliau).

10.1S bakterij iSskiriama DNR (aprasyta toliau).

11.Plazmidi , turini statyt fragment, atrankai i$ pavieni E. colikolonij iSskirtos

plazmids karpomos klonavimo metu naudotomis Ndel ir Xhdastrikcijos
endonukleazmis. Restrikcijos produktai analizuojami 1,5% agasogelyje. Gautas
PET15b—6xHis-PfHsp90N(1-215 ar.konstruktas sekvenuojamas.

CAIV klonavimas pCEP4dS vektori

Bakalauro darbo metu buvo sukurtas pET15b—6xHidMCA-284 ar.)

konstruktas, skirtas CAIV (19-284 ar.) raiSkaicoli | stel se. CAIV (19-284 ar.) koduojanti
geno dalis pET15b vektori buvo terpta naudojant Ndel ir Xhol restrikcijos endoregdes.

Norint perklonuoti CAIV (19-284 ar.) pCEP4dS vektori paaiSkjo, kad Ndel restrikcijos
endonukleaz § vektori kerpa 19 kart Tod | vien vektoriaus ir CAIV (19-284 ar.) gal

teko ,bukinti”. Klonavimo darbams naudoti greitorggmo fermentai.

1.

Atliekama pET15b—6xHis—CAIV(19-284 argstrikcija naudojant 10 pg DNR ir 25
fermento aktyvumo vienetus Ndel restrikcijos enddeaz s. Reakcija vykdoma 15
min +37 C temperatroje. Po reakcijos restrikcijos endonukleanaktyvuojama
palaikius miSin 15 min +80 C temperatoje.

Atliekama pCEP4dSestrikcija naudojant 10 pg DNR ir 25 fermento aktyvumo
vienetus Hindlll restrikcijos endonukleaz Reakcija vykdoma 15 min +37 C
temperatroje. Po reakcijos restrikcijos endonukleaaaktyvuojama palaikius misin
15 min +80 C temperatoje.

.Bukinant“ perkirptus pCEP4dS vektoriaus ir pET15b—6xHis—C@ARA284 ar.)
konstrukto galus restrikcijos miSinius pridedama po 25 fermentoyaktno vienetus
Klenovo fragmento ir po 0,05 mM dNTP miSinio. Reigkowykdoma 15 min +37 C
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temperatroje. Po reakcijos Klenovo reagentas inaktyvuojampakikius misin 15
min +80 °C temperatoje.

4. CAIV (19-284 ar.) koduojanti geno dai&kerpama is pET15b vektoriaus naudojant
Xhol restrikcijos endonukleaz Sia endonukleaze kerpamas ir pCEP4dS vektorius.
Tam tikslui reakcijos miSinius pridedama po 25 fermento aktyowienetus Xhol ir
inkubuojama 15 min +37 C temperabje. Po reakcijos fermentas inaktyvuojamas
palaikius misin 15 min +80 °C.

5. pCEP4dS vektoriudefosforilinamas, kaip aprasSyta anksu, tik miSin pridedama
2,5 fermento aktyvumo vieneBarmin s fosfatazs.

6. Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atliekap@EP4dS vektoriaus ir pET15b—
6xHis—CAIV(19-284 ar.) konstruktelektroforez 1,5% agarozs gelyje M giniai
paruoSiami kaip apraSyta ankesu.

7. CAIV (19-284 ar.) geno dalis ir pCEP4dS vektorigskiriami iS agaroz s gelio
naudojant ,GeneJETY Gel Extraction Kit* rinkin pagal gamintoj pateiktus
nurodymus. ISskirtos DNR koncentracija matuojamanbDrop“ spektrofotometru
( =260 nm). DNR laikoma -20 C temperadje.

8. CAIV (19-284 ar.) geno dalis ir pCEP4dS vektorligtiojami. Ligavimo miSin
sudaro:

100 ng pCEP4dS vektoriaus;
30 ng CAIV (19-284 ar.);
1x T4 DNR ligazs buferis;
7,5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligaz
0,9 ul dejonizuoto vandens.
Reakcijos tris 30 I. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas misinys be @AL9—
284 ar.). Reakcija vykdoma 30 min +22 °C tempemé.

9. Gautu konstrukt@ransformuojamos E. coli XLI-blue | stel s (apraSyta toliau).

10.1S bakterij iSskiriama DNR (apraSyta toliau).

11.DNR, turinios statyt fragment, atrankai iS pavieni E. coli kolonij iSskirtos
plazmid s karpomos Hindlll ir Xhol, Ncol, PfIMI restrikcipp endonukleaznis.
Restrikcijos produktai analizuojami 1,5% agamzgelyje. GautaspCEP4dS-
CAIV(19-284 ar.) konstruktas sekvenuojamas.
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Introno klonavimas pCEP4dS vektori

SV40 maasis T intronas ir polyA signalinseka buvo iskirpti iS pCMV
SPORT-gal vektoriaus naudojant Vspl ir Nhel restrikcij@ndonukleazes. pCEP4dS
vektorius buvo kerpamas Dralll ir BamHI restrikgj@endonukleazes. Tiek vektoriaus, tiek
introno po karpymo atsiradgalai ,bukinami®. Dralll restrikcijos endonukleakerpa CAIV
(19-284 ar.) klonuojam geno dal tod | vektori iS pradi buvo terptas intronas, po to
klonuota CAIV (19-284 ar.) geno dalis, kaip apragyties tai. Klonavimui naudojami greito
karpymo fermentai.

1. Atliekama pCMV SPORT-gal vektoriausrestrikcija naudojant 10 ug DNR, 25
fermento aktyvumo vienetus Vspl ir 25 fermento akiyo vienetus Nhel restrikcijos
endonukleazi. Reakcija vykdoma 15 min +37 C temperaje. Po reakcijos
restrikcijos endonukleag inaktyvuojamos palaikius misSinl5 min +80 C
temperatroje.

2. Atliekama pCEP4dS vektoriausestrikcija naudojant 10 pg DNR, 25 fermento
aktyvumo vienetus Dralll ir 25 fermento aktyvumoewnetus BamHI restrikcijos
endonukleazi. Reakcija vykdoma 15 min +37 C temperaje. Po reakcijos
restrikcijos endonukleagz inaktyvuojamos palaikius misSinl5 min +80 C
temperatroje.

3. ,Bukinant” lipnius pCEP4dS vektoriaus ir introno galusrestrikcijos miSinius
pridedama po 25 fermento aktyvumo vienetus Klenbagmento ir po 0,05 mM
dNTP miSinio. Reakcija vykdoma 15 min +37 C tengtemje. Po reakcijos Klenovo
reagentas inaktyvuojamas palaikius midis min +80 °C temperatoje.

4. pCEP4dS vektoriusdefosforilinamas, kaip darant pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.)
konstrukt .

5. Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atliekap@EP4dS vektoriaus ir introno
elektroforez 1,5% agaroz s gelyje M giniai paruoSiami kaip apraSyta aniesl.

6. Sukarpyti intronas ir pCEP4dS vektoriisskiriami iS agaroz s gelio naudojant
,GeneJET™ Gel Extraction Kit* rinkin pagal gamintoj pateiktus nurodymus.
ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,NanoDropelgpofotometru (=260 nm).
DNR laikoma -20 C temperatoje.

7. Intronas ir pPCEP4dS vektoriliguojami. Ligavimo misin sudaro:

100 ng pCEP4dS vektoriaus;
21 ng introno;
10% PEGqoq
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1x T4 DNR ligazs buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligaz
1 pl dejonizuoto vandens.
Reakcijos tris 10 |. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas miSinys be DNR

Reakcija vykdoma 1 val +22 °C temperaje.

8. Gautu konstrukt@ransformuojamos E. coli XLI-blue | stel s (apraSyta toliau).

9. IS bakterij iSskiriama DNR (aprasSyta toliau).

10.DNR, turinios statyt fragment, atrankai iS pavieni E. coli kolonij iSskirtos
plazmid s karpomos Dral, EcoRlI ir BamHI restrikcijos endkieaz mis. Restrikcijos
produktai analizuojami 1,5% agarszgelyje. Gautas pCEP4dSi konstruktas.

11. pCEP4dSi konstrukt terpiama CAIV (19-284 ar.) geno dalis taip pat,pkai
pCEP4dS vektori Gautas pCEP4dS—-i—CAIV(19-284 ar.) konstruktas

sekvenuojamas.

Transliacijos stipriklio klonavimas pCEP4dS vektori

Transliacijos stipriklis buvo u sakytas i$ ,Linedoéra“ ir tur jo Bglll bei Kpnl
restrikcijos endonukleazi kirpimo vietas. Siais fermentais buvo kerpamag@EP4dS—
CAIV(19-284 ar.) konstruktas. Bglll restrikcijos donukleaz kerpa pCEP4dS dvejose
vietose, todl buvo atliekama dalin restrikcija. Klonavimui naudojami greito karpymo
fermentai.

1. Atliekama transliacijos stiprikliorestrikcija naudojant 10 pg DNR, 25 fermento
aktyvumo vienetus Bglll ir 25 fermento aktyvumo metus Kpnl restrikcijos
endonukleazi. Reakcija vykdoma 15 min +37 C temperaje. Po reakcijos
restrikcijos endonukleag inaktyvuojamos palaikius misSinl5 min +80 C
temperatroje.

2. Atliekama pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstrukeéstrikcija naudojant 10 pg DNR,
25 fermento aktyvumo vienetus Bglll ir 25 fermenatyvumo vienetus Kpnl
restrikcijos endonukleazi Reakcija vykdoma 2, 3, 4 arba 5 min +37 C
temperatroje. Po reakcijos restrikcijos endonuklemzinaktyvuojamos palaikius
miSin 15 min +80 C temperatoje.

3. pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstruki@efosforilinamas.

4. Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atliekanpgCEP4—-CAIV(19-284 ar.)
konstrukto ir transliacijos stipriklielektroforez 1,5% agarozs gelyje M giniai
paruoSiami kaip apraSyta ankasu.
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5. Sukarpyti transliacijos stipriklis ir pCEP4—CAIV(2984 ar.) konstruktagsskiriami
i§ agaroz s gelio naudojant,GeneJET" Gel Extraction Kit“ rinkin pagal gamintoj
pateiktus nurodymus. ISskirtos DNR koncentracija tungma ,NanoDrop*
spektrofotometru 260 nm). DNR laikoma -20 C temperaje.

6. Transliacijos stipriklis ir pCEP4dS—CAIV(19-284 )arkonstruktas liguojami.
Ligavimo miSin sudaro:

100 ng pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstrukto;
1,6 ng transliacijos stipriklio;
1x T4 DNR ligazs buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligaz
3,6 ul dejonizuoto vandens.
Reakcijos tris 10 |. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas misinys berpiamos
DNR. Reakcija vykdoma 15 min +22 °C temperaje.

7. Gautu konstrukt@ransformuojamos E. coli XLI-blue | stel s (apraSyta toliau).

8. IS bakterij iSskiriama DNR (aprasSyta toliau).

9. DNR, turinios statyt fragment, atrankai iS pavieni E. coli kolonij iSskirtos
plazmids karpomos Bglll ir Kpnl restrikcijos endonukleass. Restrikcijos
produktai analizuojami 1,5% agaraez gelyje. GautapCEP4dS—-e—CAIV(19-284

ar.) konstruktas sekvenuojamas.
Konstrukto, turin io intron ir transliacijos stiprikl , k rimas

Konstruktas, turintis CAIV (19-284 ar.) koduojangeno dal bei transliacijos
stiprikl ir intron , buvo sukurtas iS pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) iEpP@dS—e—CAIV(19-
284 ar.) konstrukt sukarpius juos EcoRI ir Hindlll restrikcijos enddieaz mis.

1. Atliekama pCEP4dS—-i—-CAIV(19-284 ar.) ir pCEP4dS-AM{19-284 ar.)
konstrukt restrikcija naudojant 10 pg DNR, 25 fermento aktyvumo vien&uosRl
ir 25 fermento aktyvumo vienetus Hindlll restrilasj endonukleazi Reakcija vyksta
15 min +37 C temperatoje. Po reakcijos restrikcijos endonukleaimaktyvuojamos
palaikius miSin15 min +80 C temperatoje.

2. pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) konstruk@efosforilinamas

3. Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atliekap@EP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) ir
pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) konstrukelektroforez 1,5% agarozs gelyje
M giniai paruoSiami kaip apraSyta anics.
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4.

Norimos sukarpyt konstrukt dalys iSskiriamos iS agarozs gelio naudojant
,GeneJET Gel Extraction Kit* rinkin pagal gamintoj pateiktus nurodymus.
ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,NanoDropeélgpofotometru (=260 nm).
DNR laikoma -20 C temperatoje.
Konstrukt dalysliguojamos. Ligavimo misin sudaro:
100 ng pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) konstrukto dakesCAIV (19-284 ar.) ir
intron koduojania DNR;
103 ng iS pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) iSkirptosdliagijos stiprikl koduojanios
DNR;
1x T4 DNR ligazs buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligaz
2,8 ul dejonizuoto vandens.

Reakcijos tris 20 |. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas miSinys be DNR
Reakcija vykdoma 15 min +22 °C temperaie.
Gautu konstruktaransformuojamos E. coli XLI-blue | stel s (apraSyta toliau).

7. 18 bakterij iSskiriama DNR (aprasSyta toliau).

DNR, turinios statyt fragment, atrankai iS pavieni E. coli kolonij iSskirtos
plazmids karpomos EcoRI ir Hindlll, BamHI, Bglll ir Kpnl estrikcijos
endonukleazmis. Restrikcijos produktai analizuojami 1,5% agasogelyje. Gautas
pCEP4dS-ei—CAIV(19-284 ar.konstruktas sekvenuojamas.

Transformacija

[ —

Kompetentini | steli paruoSimas

. E. colil stel s us jamos ant Petri kStel s su kieta agarizuota LB terpe ir auginamos

pernakt +37 °C temperabs termostate, kol susiformuoja pavierkolonijos.

Kit dien viena | steli kolonija perkeliama 10 ml LB teps 50 ml talpos kolboje.
L stel s per naktauginamos +37 °C temperabje purtant 220 aps./min grai.

Ryte 2,5 ml Isteli kult ros perkeliama 250 ml LB terps 1 | talpos kolboje. Lstel s
auginamos +37 °C temperabje purtant 220 aps./min grei, kol optinis tankis
( =600 nm) pasiekia 0,55.

4. Kolba 10 min inkubuojama ant ledo.

5. Uaugusi |steli kult ra centrifuguojama 10 min 2589 greiiu +4 °C

temperatroje. Terp nupilama.
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6.

L stel s resuspenduojamos 80 ml Salto bendro transforasaloijferio.

. Suspensija centrifuguojama 10 min 28Q0grei iu +4 °C temperatoje. Buferis

nupilamas.

L stel s resuspenduojamos 20 ml Salto bendro transforasaoijferio.

9. Pridedama 1,5 ml DMSO. Bakterisuspensija pamaiSoma ir inkubuojama ant ledo 10

10.

o gk~ w DN R

min.

L stel s iSpilstomos 1,5 ml talpos mgintuv lius, u Saldomos skystame azote ir
laikomos -80 °C temperatoje. Jei reikalinga iSkart atlikti transformagij 50 |
kompetentini | steli dedama 51 ligavimo miSinio po DNR ligavimo. Jei reikalinga
padauginti plazmid 50 | kompetentini | steli dedama 11 iS bakterij iSskirtos

plazmid s.

Transformacijos eiga

Kompetentini | steli ir plazmid s miSinys inkubuojami lede 30 min.

M gintuv lis 90 s laikomas +42 C temperabje.

Po to 2 min inkubuojama ant ledo.

L steli gaivinimui pridedama 400l S. O. C. terps.

L stel s gaivinamos-37 C temperatroje 45 min jas purtant 220 aps./min grei

L stel s centrifuguojamos 2 min 3389 grei iu. Dalis terps nupilama. Jos likutyje
(madaug 50 |[) | stels suspenduojamos ir uj@mos ant prieS tai +37 C
temperatroje pasildyt Petri | kSteli su agarizuota terpe su 100 pg/ml ampicilino ir
per nakt auginamos +37 C temperabs termostate.

DNR iSskyrimas i$ bakterij

Norint iSskirti gryn konstrukt ar/ir gauti jo didesnkiek, reikaling atlikti

tolimesnes procedas (pavyzd iui, DNR sekvenaviny, konstruktu transformuojamos XLI—

blueE. colil stels.

Po transformacijos per naku augusios paviers transformant kolonijos

perkeliamos m gintuv lius su 5 ml LB terps ir 100 g/ml ampicilino. L stel s auginamos
per nakt +37 C jas purtant 220 aps./min grei Pasibaigus auginimo laikuerp su
| stel mis perpilama 1,5 ml talpos mgintuv lius ir centrifuguojama 600 grei iu 2 min
kambario temperatoje. Terp nusiurbiama. m gintuv | v | pilama apie 1 ml kultros ir

procedra kartojama, kol nucentrifuguojama visa u augibéomas. DNR iSskiriama
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naudojant ,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit* rinkin pagal gamintoj pateiktas
rekomendacijas. DNR koncentracija matuojama spfktometru ,NanoDrop“ (=260 nm).
DNR laikoma -20 C temperatoje.

Baltym gavimui eukariot raiSkos sistemose iSskiriami dideli DNR kiekiai.
Skyrimo iSvakarse pavien transformant kolonija perkeliama kolb su 200 ml LB terps ir
100 g/ml ampicilino. L stel s auginamos per nakt37 C jas purtant 220 aps./min grei
Pasibaigus auginimo laikuierp su | stel mis centrifuguojama 500@ greiiu 10 min
kambario temperatoje. Terp nupilama, DNR iSskiriama naudojant ,GeneJET™ Pldsm
Maxiprep Kit* pagal gamintoj pateiktas rekomendacijas. DNR koncentracija matuaj
spektrofotometru ,Agilent 8453 £260 nm; 280 nm; 320 nm). Santykis tarp optinickian
gauto esant 260 nm ir 280 nm bangos ilgiui, tuti daugiau kaip 1,8. DNR filtruojama ir

laikoma -20 C temperatoje.

2.2.2. Rekombinantini baltym raiSka

Transformant biomas s auginimas

Toliau aprasyta metodika buvo naudojaRfelsp90N (1-215 ar.) geno raisSkos
gavimui.

1. Rekombinantinio baltymo raiSkai gauii. coli BL21(DE3), BL21(DE3)CodonPlus—
RIL, BL21(DE3)pLysS, BL21 Star (DE3) One Shot, Rts2(DE3) kamienai
transformuojamiPfHsp90N (1-215 ar.) baltymkoduojaniu konstruktu ir u sjami
ant Petri |kStel s su selektyvia, antibiotikturin ia agarizuota LB terpe. Auginant
transformuotas BL21(DE3) ir BL21 Star (DE3) One Skamieno Isteles LB terp
dedama 100 pg/ml ampicilinduginant kit kamien transformuotas kteles dedama
100 pg/ml ampicilino ir 34 pg/ml chloramfenikolio.

2. IS uaugusi pavieni transformant kolonij atrenkama viena kolonija ir perkeliama
kolb su 100 ml terps ir atitinkamu antibiotiku. Auginant konstruktwafisformuotas
BL21(DE3) ir BL21 Star (DE3) One Shotskeles terp dedama 100 g/ml
ampicilino. Auginant kit kamien | steles dedama dar ir 34/ml chloramfenikolio.

3. L stel s auginamos per nakt37 °C temperatoje purtant 220 aps./min grei. Ryte

kolbas su 400 ml terp pridedama atitinkamantibiotik bei pilama po 8 ml per
nakt augintos bakterij kult ros. Bakterijos auginamos +37 C temperaje purtant

220 aps./min greiu, kol j optinis tankis (=600 nm) pasiekia 0,8. Geno raiSka
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indukuojama pridedant 1 mM IPTG. Bakterijos auginam20 val +20 °C
temperatroje purtant 220 aps./min gréi.

4. Rekombinantinio baltymo raiSkai patikrinti ruoSiamsteli lizat m giniai, kurie
analizuojami atliekant elektroforez12% SDS—poliakrilamido gelyje. ktel
auginimo metu joms pasiekus optiank ( =600 nm) 0,8 paimamas 300 | steli
m ginys prie$ tikslinio baltymo indukcij Norint sitikinti, kad terp prid jus
tikslinio baltymo raiSkos induktoriaus IPTG vykokonbinantinio baltymo raiSka
| stel se, pasibaigus $teli auginimo laikui vl imama | steli suspensija (apie 1 ml)
ir matuojamas jos optinis tankis{600 nm). Po tikslinio baltymo raiSkos indukcijos
paimamas tokio tio | steli m ginys, kad prieS ir po baltymo raisSkos indukcij
paimtuose mginiuose Isteli kiekis bt toks pats. Mginiai centrifuguojami 2 min
3300xg grei iu. Skystis nusiurbiamas. Miniai suspenduojami 501 1x SDS-
poliakrilamido gelio pavyzd io da o ir 5 min palagkni +95 C temperaroje.

L steli biomas 20 min centrifuguojama 408Q greiiu +4 C temperatroje.
Skystis nupilamas. Biomagaikoma -20 Ctemperatroje iki gryninimo.

Transfekcija ir geno raiSka induoli | stel se

CAIV (19-284 ar.) baltymas buvo gautas mogawgdli linijoje HEK 293—F
naudojant ,FreeStyf¥ MAX 293 Expression System“. ktel s auginamos ir transfekcija
atliekama pagal ,Invitrogen“ pateiktas rekomendegijL stel s auginamos 125 — 500 ml
t rio Erlenmejerio kolbose su 30 — 120 ml ,FreeStle93* terps CQ inkubatoriuje—
purtykl je, kuriame palaikoma +37 °C temperat ir 8% CQ koncentracija. Lstel s
purtomos 135 aps./min grai. L stels persjamos kas 48 — 72 val, kiekvierkart
praskied iant kultr tiek, kad Isteli tankis bt 0,3 — 0,5 - 10| st/ml. L steli
gyvybingumas ir tankisvertinamas mikroskopiSkai naudojant hemacitom@tvitrogen) ir
tripano ml . Nedidelis Isteli suspensijos kiekis 5 — 8 kartus praskied iamadatosu
buferiu. Skiedim skaiius nustatomas eksperimentiSkai, praskieststells turi padengti
hemacitometr vienu sluoksniu. Lsteli gyvybingumui nustatyti praskiest | steli
suspensij pridedama tripano nlio (galutin koncentracija 0,04%). Tripano Is praeina per
negyv | steli membranas ir nuda o jas tynai. Kad transfekcija i efektyvi, | steli
gyvybingumas turi bti virs 90%.

L stel s transfekuojamos, kai jtankis 1 - 10 | st./ml. Prie$ transfekcij
mikroskopu vertinama Isteli b kl : turi nebti daug agregat 30 ml | steli suspensijai
naudojama 37,5 pg DNR, 37,5 pl ,FreeStfleMAX* transfekcijos reagento ir 1,2 ml
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,OptiPRO™ SFM*“ terps. 1,5 ml talpos mgintuv lius pilama po 600 pl ,OptiPR®
SFM* terps. vien iS | pridedama 37,5 pug DNR, kit — Siek tiek sumaiSyto 37,5 pl
,FreeStylé™ MAX“ transfekcijos reagento. Terpir transfekcijos reagentas sumaisomi ir
supilami ant terps su DNR. MiSiniai sumaiSomi ir 10 min inkubuojarkembario
temperatroje. Po inkubacijos miSinys sulaSinamas antail maiSom | steli. Po
transfekcijos Istel s gamina baltym 5 dienas, iSskirdamos | terp. Rekombinantinio
baltymo raiSkai patikrinti ruoSiami d$teli augimo terps m giniai, kurie analizuojami
atliekant elektroforez 12% SDS—poliakrilamido gelyje. Paimama apie 100 | steli
suspensijos ir ji nucentrifuguojama 5 min 108§0 grei iu kambario temperatoje.
Surenkama kteli terp, | pilama 6x SDS—poliakrilamido gelio pavyzdio dao% min
palaikomi +95 C temperatoje.

Baltym elektroforez poliakrilamido gelyje

Baltym elektroforez vykdoma siekiant pamatyti tikslinio baltymo gersosk .
Tarp gelio u pylimo stikl pilamas apatinis frakcionuojantis 12% poliakrildmigelis, kurio
pavirSius padengiamas keliais mililitrais dejonituwvandens. Gelis stingsta apie 40 min
kambario temperatoje. Geliui sustingus vanduo nupilamas. Vietoj jpilamas
koncentruojantis 4% poliakrilamido gelis.u pilt gel statomos ,Sukus® ir paliekama
stingti 40 min kambario temperabje.

Geliui sustingus surenkamas elektrofoseaparatas, pripilambx Tris—glicino—
SDS elektroforez buferio ir iS gelio iSimamos Sukst Sulin lius neSami 5 min +95 C
temperatroje pakaitintas baltymdyd io ymuo ir anks iau aprasSytu bdu paruosti mginiai.
Elektroforez vykdoma esant 50 mA stiprumo ir 200 tdmpos srovei. SroviSjungiama, kai
da as i$S gelio iSeinabufer. Po elektroforez gelis 20 min da omas paruostais akrilamidini
geli daais +25 C temperatoje j purtant 70 purt./min greiu. Tada 10 min blukinamas

verdaniame distiliuotamezandenyje.
Baltymo tirpumo tikrinimas ir gryninimas

PfHsSpOON (1-215 ar.) baltymas gryninamas pagal mietpdiprasyt Kevin
Corbett ir James Berger straipsnyje (2010 m.). (Bgma metalochelatiis chromatografijos
b du naudojant ,AKTA purifier* sistem Gryninimui naudoti buferiai pateikiami 2.1.3
skyrelyje.

Toliau apraSyta baltymo tirpumo tikrinimui ir gipmmui naudota metodika.
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1. Tikrinant baltymo tirpum 1 g biomass u pilamas 6 ml | buferio. Pridedama 1 mM
PMSF ir 1 mM merkaptoetanolio. MaiSoma 1 val +4&t@ magnetins maisykl s.

2. Biomas ardoma ultragarsu 7 kartus po 30 s darant 30tsap&as.

3. Baltym tirpalas iSpilstomas1,5 ml talpos mgintuv lius ir 30 min centrifuguojamas
16000<g grei iu +4 Ctemperatroje. Tirpi frakcija surenkamam gintuv | .

4. M gintuv liuose likusios nuoglos istirpinamos 500 pl 8 M karbamido.

5. Tirpios ir netirpios frakcijos baltym koncentracija nustatoma Bradfordo metodu
(Bradford, 1976).

6. Baltym elektroforezei imama po 10 pg baltymo. Baltymm giniai paruoSiami ir
analizuojami 12% SDS—poliakrilamido gelyje, kaipragyta ankstesniame skyrelyje.
Didesnio biomass kiekio auginimui pasirenkamas tas baktekpmienas, kuriame
gauta daugiausiai tirpaus baltymo.

7. PfHsp9ON (1-215 ar.) gryninamas iS 12 g biorsadJ pilama 72 ml | buferio,
pridedamas 1 mM PMSF, 1 mM merkaptoetanolio ir 1 m@&iSoma +4 °C ant
maisykl s.

8. Ardoma ultragarsu 5 kartus po 60 s darant 60 squedas.

9. Centrifuguojama 30 min +4 °C tempernatje 126069 grei iu.

10.Baltymo tirpalas surenkamas ir leid iamas per kolonu pildyt 10 ml chelatins
sefarozs su Nf* jonais (Ni Sepharos¥ 6 Fast Flow). Prie$ leid iant baltym
kolon | pusiausvyrinama plaunant 10rit | buferio su 1 mM merkaptoetanolio.
Tek jimo greitis — 1,5 ml/min.

11. Prie chelatins sefarozs su Nf* jonais neprisijung baltymai i$plaunami naudojant |
bufer. Plaunama tol, kol iS koloh s iStekaniame buferyje nebra baltym. Tai
suinoma analizuojant chromatogramir matuojant frakcijose esan baltym
koncentracij Bradfordo metodu (Bradford, 1976).

12.Baltymas desorbuojamas nuo kolbrs naudojant Il bufer su 1 mM
merkaptoetanolio.

13.Baltymo koncentracija nustatoma Bradfordo metodwadBord, 1976).

14.RuoSiami baltym m giniai, kurie analizuojami 12% SDS—poliakrilamidelge.

15.Frakcijos, kuriose matomas tikslinis baltymas beempaiS, apjungiamos ir
dializuojamos per nakdializ s buferyje, vliau — 2 val dializs buferyje be EDTA.

16.Nustatoma baltymo koncentracija Bradfordo metoduadBrd, 1976). Baltymas
iSpilstomas 1,5 ml talpos mgintuv lius ir saugomas -80 °C tempernatje.
CAIV (19-284 ar.) buvo gaminama induolil stel se ir iSskiriama terp .

Terp je nesimat joki nuosd , taigi baltymas buvo tirpus ir jo tirpumo tikrintiereik jo.
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Baltymas grynintas giminingumo chromatografijosdb naudojant ,LKB BROMMA*"

gryninimo sistem. Gryninimui naudoti buferiai pateikiami 2.1.3 skiyje.

N

N o 0 A

Baltymas grynintas pagal toliau aprasgtetodik .

. L steli suspensija centrifuguojama 10 min 48QQrei iu kambario temperatoje.

terp pridedama 10% Il buferio ir 4 ml afininio sorbent p—
aminometilbenzensulfonamido agarsz Terp su lll buferiu ir sorbentu per nakt
maisoma +4 °C temperaoje.

Ryte terp su sorbentu perkeliamakolon | . Nesorbuoti baltymai iSplaunami is
kolon | s naudojant Il bufer

CAIV (19-284 ar.) desorbuojama nuo kolbrs naudojant 1V bufer

Baltymo koncentracija iSmatuojama spektrofotométr280 nm).

RuosSiami baltym m giniai, kurie analizuojami 12% SDS—poliakrilamidelgje.
Frakcijos, kuriose matomas tikslinis baltymas beemgiS, apjungiamos ir
dializuojamos per nakdializ s buferyje II.

Nustatoma baltymo koncentracija spektrofotometraltyBnas iSpilstomas ma ais

t riais ir saugomas -80 °C tempenaje.
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. REZULTATAI

3.1. RekombinantinioPfHsp90N (1-215 ar.) klonavimas ir raiSka

Biotermodinamikos ir vaist tyrim skyriuje kuriami slopikliai, kurie tut
konkuruoti su ATP jungdamiesi prie baltymo aktyvaestro. IS literatros duomen inoma,
kad PfHsp90 aktyvusis centras yra Sio baltymo N galo dwnéod| buvo nusprsta gaminti
ne piln baltym , o tik N galo domen IS prad i buvo bandyta gauti rekombinantimaltym
panaudojant ankg|u laboratorijoje sukonstruot pET15b—6xHisPfHsp9ON(1-246 ar.)
konstrukt, koduojantis 6xHis ymenN gale, N galo domenir dal krautos jungties, iS viso
246 ar. ilgio baltym. Buvo iSbandytos vairios slygos PfHsp9ON (1-246 ar.) gauti.
PfHspO9ON (1-246 ar.) bandyta gautE. coli BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS,
BL21(DE3)CodonPlus—RIL, Rosetta2(DES3) ir BL3tar (DE3) One Shot kamien stel se.
Geno raiSka buvo indukuota naudojant 0,25-1 mM IPP@ indukcijos Istel s buvo
auginamos 3-20 val +20-37 °C tempemgje. PfHsp9ON (1-246 ar.) geno raiSkavyko
gauti tik konstruktu transformuotas BL21(DE3)pLys3BL21 Star (DE3) One Shot $teles
auginant +20 C temperabje 18 val LB terpje purtant 220 aps./min gr&i po tikslinio
baltymo raiSkos indukcijos 1 mM IPTG. Gauta laba angeno raiSka, o baltymo iSgryninti

nepavyko (9 pav.).

116 kDa

66,2 kDa

45 kDa

35kDa

25 kDa

18,4 kDa

144kDa

9 pav. E. coli baltym elektroforezs vaizdas poliakrilamido gelyje (raudonai apitas apie 30 kDa dyd io

PfHsSp9ON (1-246 ar.))1 takelis— baltym dydio ymuo #SM0431;2 takelis— BL21 Star (DE3) One Shot
| steli lizatas prie®fHsp90N geno raiSkos indukcjj3 takelis— BL21 Star (DE3) One Shot $teli lizatas po

PfHsp90ON geno raiSkos indukcijod;takelis— BL21(DE3)pLysS Isteli lizatas priePfHsp90N geno raiskos
indukcij ; 5 takelis— BL21(DE3)pLysS Isteli lizatas pdPfHsp90N geno raiskos indukcijos.
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Analizuojant pET15b—6xHig2fHsp90N(1-246 ar.) konstrukto koduojamo
baltymo sek buvo pastelia, kad koduojamo baltymo C gale yra labai daugkpa®jan i
kr v turin i glutamo rgsties liekan. Gali b ti, kad daugyb pasikartojani kodon lemia
transkripcijos arba transliacijos klaidas, tbdaltymas nesintetinamas. Analizuojant literat
pastebta, kad norint tirtiPfHsp9ON kuriami konstruktai, koduojantys baltymu® rduiki 215
ar. (Corbett ir Berger, 2010; Pallavi ir kiti, 2010Buvo nusprsta sukurti konstrukg
koduojant PfHsp90ON (1-215 ar.) (10 pav.). Sis baltymas neturkstesnio konstrukto

koduotos krautos jungties dalies (11 pav.).

Multikloninés selos
pabaiga (T7T Term)
Atsparumo
PiHsp2ON % N ampicilinui genas
GxHis Zymue
Multikloninés selos

pradiia (T7 Prom) pET15b-ExHis-
PiHspI0N(1-
215
B353 bp

10 pav.pET15b—6xHisPfHsp90N(1-215 ar.) raiSkos konstruktas.

1 10 20 30 40 50 1] 0 a0 90 100 110 120 130
| I
Hsp30_Uniprot HSTETFAFNADIRALHSLITHTFYSHKETFLRELISHASOALOKIRYESITOTAOKL SAEPEFFIRTITPOKTHHTL TIEDSGIGHTKHDLIHHLGTIARSGTKAFHEATOA
Hsp30{1-246} HGSSHHHHHHSSGLYPRGSHHSTETFAFNADIRALHSLIINTFYSHKETFLRELISHASDALDKIRYESITOTOKLSAEPEFFIRTIPDKTHHTL TIEDSGIGHTKHDLINHLGTIARSGTKAFHEATOA
Hsp30{1-215) HGSSHHHHHHSSGLYPRGSHHSTETFAFNADIRALHSLIIHTFYSHKETFLRELISHASDALDKIRYESITOTAKLSAEPEFFIRTIIPDKTHHTLTIEDSGIGHTKHDLINHLGTIARSGTKAFHEATOA

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

| I
Hsp90_Uniprot  SGOISHIGAFGYGFYSAYLYADHYYYISKNHODEQYYHESARGGSF TYTKDETHEKLGRGTKITLHLKEDOLEYLEEKRIKDLYKKHSEF ISFPIKLYCEROHEKEI TRSEEEEGE GEGEREGEEEEEKK
Hsp90{1-246} SGOISHIGAFGYGFYSAYLYADHYYYISKNNODEQYYHESARGGSF TYTKDETHEKLGRGTKITLHLKEDOLEYL EEKRIKDLYKKHSEF ISFPIKLYCEROHEKET TRSEEEEGE GEGEREGEEEEEKK
Hsp90{1-2156) SGOISHIGAFGYGFYSAYLYADHYYYISKHNDDEQYYHESARGGSF TYTKDETHEKLGRGTKITLHLKEDALEYLEEKRIKDLYKKHSEF ISFPIKLYCERGHEK

261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 an 380 390

| I
Hsp30_Uniprot KKTGEDKNHDESKEENEDEEKKEDNEEDDNKTDHPKVEDVTEELENHEKKKKEKRKKKIHTUEHEHEELNrQKPLHHRKPEEVTNEEYH5FYKSLTNDHEDHLHUKHFSVEGQLEFKHLLFIPKRHPFDH
Hsp90{1-246} KKTGED

Hsp90{1-215)
Tkrauta jungtis

31 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| I
Hsp90_Uniprot.  FEMRKKRHNIKLYYRRVFIHDDCEEIIPEMLHFVKGYYDSEDLPLHISRESLOONKILKYIKKHLIKKCLDHFSELAENKENYKKFYEQF SKHLKLGIHEDHANRTKITELLRFOTSKSGDEHIGLKEYY
Hsp90{1-246)
Hsp90{1-215)

Vidurio domenas

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

| I
Hsp30_Uniprot DRHKENQKDIYYITEESINHUSNSPFLEHLTKKEFEVIYHUDPIDEYHUQQLKDFDEKKLKDDWKEELDIDDSEEHKKDFETLKHEYEELDKUIKDVLHEKUEKUUUGQRITDSPEULUTSEFEHSHNHE
Hsp30({1-246) |

Hsp30(1-215)

651 660 670 680 630 F00 710 720 730 740 750 760 765

|
Hzp30_Uniprot RIHKHUHLRDNSHTSYHLSKKIHEINHRHPIISHLKUKHDHDKSDKTUKDLIHLLFDTSLLTSEFHLEEPTTFSKRIHRHIKLELSIDEEENNDIDLPPLEETUDHTDSKHEEUH
Hsp30{1-246)
Hsp30(1-215)

C galo domenas

11 pav.Rekombinantini PfHsp9ON (1-215 ar.RfHsSp90N (1-246 ar.) ir laukinio tipPfHsp90 aminorgs i
sek palyginimas.

Kuriant pET15b—-6xHisPfHsp90N(1-215 ar.) raiSkos konstrukt visi

klonavimo darbai buvo atlikti pagal standartiniustpkolus. DNR seka, koduojarRfHsp90
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nuo 1 iki 215 ar., buvo padauginta PGR metodu, t&irpldel ir Xhol restrikcijos
endonukleazmis ir klonuota tomis paiomis restrikcijos endonukleamis kirpt pET15b
vektori . Pradmen sekos pateiktos ,Med iagir metod “ skyriuje.

Rekombinantinis PfHsp9ON (1-215 ar.) buvo auginamas BL21(DE3),
BL21(DE3)CodonPlus—RIL, BL21 Star (DE3) One Shogs&®ta2(DE3) kamienl stel se
LB terp je. BL21(DE3)pLysS kamientaip pat norta naudoti baltymo gavimui, teu po
transformacijos ant Petri kStel s neu augo n viena BL21(DE3)pLysS kteli kolonija.
Tikslinio baltymo raiSka indukuota su 1 mM IPTG. iAdukcijos | stel s buvo auginamos 18
val +20 C temperatroje purtant 220 aps./min grai. Tokios bakterij auginimo slygos
buvo pasirinktos remiantis Kevin Corbett ir Jamesrd@r straipsniu bei laboratorijos
patirtimi. Pastelta, kad auginant indukuotassteles ilgesnlaik emesnje temperatroje
da niau gaunamas teisingos strukds tikslinis baltymas. Auginant dteles tokiomis
s lygomis buvo gauta labai ma BRfHsp9ON (1-246 ar.) geno raiSka. 26535,9 Da dyd io
PfHsp9ON  (1-215 ar.) (ProtParam duomen baz) gautas BL21(DE3),
BL21(DE3)CodonPlus—RIL ir BL21 Star (DE3) One Skamienuose (12 pav.).

1 : 3 4 5 6 7 8 g
16 kDa [

66,2 kDa

25 kDa

184 kDa

144 kDa

12 pav.E. coli baltym elektroforezs vaizdas poliakrilamido gelyje (raudonai apitas apie 26 kDa dyd io
PfHsp9ON (1-215 ar.)]l takelis— baltym dyd io ymuo #SM0431;2 ir 3 takeliai— BL21(DE3) I steli lizatas
pries (2) ir po (3PfHsp90N geno raiSkos indukcijos;ir 5 takeliai— BL21(DE3)CodonPlus—RIL steli lizatas
pries (4) ir po (5PfHsp90N geno raisSkos indukcijod;r 7 takeliai— BL21 Star (DE3) One Shotsteli lizatas
pries (6) ir po (7PfHsp9ON geno raiskos indukcijo8;ir 9 takeliai— Rosetta2(DE3) bteli lizatas pries (8) ir
po (9)PfHsp9ON geno raiskos indukcijos.

BL21(DE3), BL21(DE3)CodonPlus—RIL ir BL21 Star (DE3One Shot

kamienai buvo pasirinkti tolesniam darbuPfHsp9ON tirpumo tikrinimui ir gryninimui.
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3.2. RekombinantinioPfHsp90N (1-215 ar.) tirpumo tikrinimas ir gryninimas

Baltymo tirpumo tikrinimui buvo naudojama BL21(DE3donPlus—RIL,
BL21(DE3) ir BL21 Star (DE3) One Shot kamien steli biomas. Tirpumo tikrinimas

aprasSytas med iagir metod skyrelyje. Gauti rezultatai pateikti 13 pav.

13 pav.E. coli baltym elektroforezs vaizdas poliakrilamido gelyje (raudonai apita apie 26 kDa dyd io
tirpi PIHSp9ON (1-215 ar.) frakcijal takelis— baltym dyd io ymuo #SM0431;2 takelis— | steli lizatas po
PfHsp90N geno raiskos indukcijo3;ir 4 takeliai— BL21(DE3) | steli lizato tirpi (3) ir netirpi (4) frakcijosb
ir 6 takeliai — BL21 Star (DE3) One Shot steli lizato tirpi (5) ir netirpi (6) frakcijos;7 ir 8 takeliai —
BL21(DE3)CodonPlus—RIL kteli lizato tirpi (7) ir netirpi (8) frakcijos.

IS 13 pav. matosi, kad did ioji dalis baltymo yreetirpi nepriklausomai nuo
bakterij kamieno. Kadangi iS 1 g biomasbuvo gautas §/ginai didelis tirpaus baltymo
kiekis, buvo nuspista baltym gryninti ir tik neskm s atveju ieSkoti bd tirpumui padidinti.
Didesnis biomass kiekis gryninimui buvo auginamas BL21(DE3)CodarsRRIL | stel se,
nes jose buvo matomas didiausias tirpaus baltyneki& PfHsp9ON (1-215 ar.) buvo

gryninamas pagal aprasymmed iag ir metod skyrelyje. Rezultatai pateikiami 14 ir 15 pav.
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14 pav. PfHsp90N (1-215 ar.) gryninimo chromatograma.ly¥ia kreiv rodo baltymo sugerties intensyvum
280 nm bangos ilgyjel pikas— nesorbuoti baltymai2 pikas— sorbuotas netikslinis baltyma3; pikas —
sorbuotas tikslini®fHsp90N (1-215 ar.) baltymas.

15 pav. PfHsp9ON (1-215 ar.) gryninimo vaizdas poliakrilamidelyje. 1 takelis— baltym dydio ymuo
#SMO0431;2 takelis— nesorbuoti baltymai (1 pikas3;takelis— nesorbuoti baltymai tarp ir 2 piko;4 takelis—
;?;2:)(_”% netikslinis baltymas (2 pikaS)10 takeliai— sorbuotas tikslini®fHsp90ON (1-215 ar.) baltymas (3
IS 14 pav. matosi, kad sorbuotas baltymas iSeipka&ls. Desorbcijos prad ioje
desorbuojamas ka koks bakterijsintetinamas baltymas (2 pikas), kuris savo payes
tikriausiai turi kelis His ir sveikauja su kolon je esaniais N jonais. Kelis His turintys
baltymai desorbuojami esant ma ai imidazolo koncaeifai, tuo tarpu baltymai su 6xHis
uodegle — kai imidazolo koncentracija 0,2—1 M. Atlikualtym elektroforez 12% SDS—
poliakrilamido gelyje, 4 takelyje, kuriame analifaimi 2 piko baltymai, matomas apie 25
kDa dyd io baltymas, kurio rra kituose takeliuose (15 pav.). Giausiai Sis baltymas ir yra

kelis His turintis baltymas. 5 ir 6 takeliuose, kiose analizuojamaBfHsp90ON (1-215 ar.)
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baltymas, matomas dar vienas apie 66,2 kDa dydaltylimas. Kadangi tikslinio baltymo
iISgryninta daug (piko koncentracija 16 mg/ml), kelgje matoma baltymo frakcija nebuvo
paimta tolimesniems tyrimams. 6-10 takeliuose matnfrakcijos buvo apjungtos ir
dializuojamos. Po dializ dalis baltymo iskrito nuosdas. Gali bti, kad baltymas agregavo
d | labai didels jo koncentracijos. Gryninant kikart reik t didinti kolon| s tr arba
ma inti biomass kiek, kad bt gautas ma esrs koncentracijos baltymas. Net ir praradus
baltym d I nuosd liko 93 mg baltymo.

Siuo metu doktorantas Egidijus Kazlauskas vetioéermodinaminius baltymo
parametrus bei jo seik su laboratorijoje sintetinamais junginiais. Tikisnekad jam pavyks
rasti slopikl, kuris atrankiai jungsis s@fHsp9ON. Tok slopikl ateityje gal bt galima

naudoti kaip vaist nuo maliarijos veiklij med iag .

3.3. Rekombinantin s CAIV (19-284 ar.) klonavimas ir raiSka

Bakalauro darbo metu remiantis turimais duomeniap® vektoriaus pET15b
(Novagen) ir mogaus CAIV geno (UniProt duomerbaz) sekas bei naudojantis
programomis ,,ApE“ (A plasmid Editor v1.17) bei pDRVM32 buvo teoriSkai sukonstruotas
PET15b—6xHis—CAIV (19-284 ar.) konstruktas, kodatg CAIV nuo 19 iki 284 ar. (16

pav.).

16 pav. Rekombinantins mogaus CAIV (19-284 ar.) (konstruktas — pET15046—CAIV(19-284 ar.)) ir
mogaus laukinio tipo CAIV aminomsi sek palyginimas. Paveiksle apibta N galin signalin seka (1-18
ar.) ir C galo peptidas (285—-312 ar.), kurtkombinantiniame baltyme ra.

Baltymas buvo ekspresuojamak. coli bakterijose, kuriose nevyksta
potransliacins modifikacijos, todl buvo sukurtas konstruktas be baltymo signalisekos ir
C galo peptido, nukerpamo baltymui stant. Taiau bandant gauti baltymE. coli buvo
susidurta suvairiomis problemomis: negauta geno raiskos, bayrbuvo netirpus arba
nesijungdavo su slopikliais ir netikdavo tolesnietysimams. Masi spektrometrija ir
baltymo elektroforez poliakrilamido gelyje redukuojaiomis ir neredukuojanomis
s lygomis parod, kad naudojant prokariotinraiSkos sistem CAIV (19-284 ar.) raiskai,
baltyme nesusidaro disulfidiniai tilteliai. GautiAG/ (19-284 ar.)E. coli | stel se buvo
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bandoma kelis metus. Buvo iSbandytiair s raiSkos konstruktai, bakterijkamienai,
auginimo slygos, taiau baltymo gauti nepavyko.

Magistro darbo metu buvo nuspta pabandyti gauti CAIV (19-284 ar.)
induoli | stel se HEK 293—-F. Tai — mogaussdtel s, tod | jose gauta mogaus CAIV (19—
284 ar.) turt b ti tinkamos tretins struktros ir nepraradusi savo aktyvumo. Geno dalis,
koduojanti CAIV nuo 19 iki 284 ar., buvo iSkirptd pET15b—-6xHis—CAIV(19-284 ar.)
konstrukto ir klonuota pCEP4dS vektori Siekiant gauti kiekmanoma didesnbaltymo

raiSk ir palengvinti gryninim buvo sukurti 4 konstruktai (17 pav.).

17 pav. pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) raiSkos konstruktdi.— pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.) raiSkos
konstruktas2 — pCEP4dS—-i—CAIV(19-284 ar.) raiSkos konstrukgas;pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) raiSkos
konstruktas; 4 — pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) raiSkos konstruktas. uspalvinti elementai jau buvo
naudojamame raisSkos vektoriuje, spalvoti buitonuoti darbo metu.

IS pradi buvo sukurtas pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstrukia® buvo
transfekuotos HEK 293-F dtel s, kaip aprasSyta ,Med iagir metod “ skyriuje. sitikinus,
kad | stel s gamina CAIV (19-284 ar.), buvo sukurti dar 2 Kamdai, turintys transliacijos

stiprikl arba intron. Tik t si, kad Sie papildomi elementai padidins geno raiskbu
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elementai padidino geno raisktod | buvo sukurtas konstruktas, turintis ir transljesi
stiprikl , ir intron .

Klonavimo darbai atlikti pagal standartinius phatus. CAIV (19-284 ar.) IS
PET15b—6xHis—CAIV(19-284 ar.) konstrukto iSkirptau sNdel ir Xhol restrikcijos
endonukleazmis. pCEP4dS vektorius buvo kerpamas Hindlll ir Xhpestrikcijos
endonukleazmis. Siekiant patikrinti, ar CAIV genasistat pCEP4dS vektori gautas
konstruktas buvo karpomas Ncol ir PfIMI restriksij@ndonukleaznis. Gauti produktai
analizuojami 1,5% agarog gelyje. Gaut fragment dydis buvo toks, kaip ir tik si.
Vadinasi, gautas geras konstruktas. Intronas b$kigpias iS pCMV SPORTgal vektoriaus
naudojant Vspl ir Nhel restrikcijos endonukleaz@SEP4dS vektorius buvo kerpamas Dralll
ir BamHI restrikcijos endonukleamis. Dral, EcoRI ir BamHI restrikcijos endonukleaz
naudotos gauto konstrukto patikrinimui. Transliesij stipriklis, sudarytas iS pal
kraujagysli epitelio augimo veiksnio netransliuojamegion koduojani geno dali, buvo
u sakytas is ,Linea libera® ir tujo Bglll bei Kpnl restrikcijos endonukleazkirpimo vietas.
Tais paiais fermentais kerpamas vektorius, jie naudojampauto konstrukto atrankai.
Konstruktas, turintis ir intron ir transliacijos stiprikl, kuriamas i$ jau turim konstrukt,
turin i po vien iS mint element. Klonavimui naudojamos EcoRlI ir Hindlll restrikog
endonukleazs. Jos bei BamHI, Bglll ir Kpnl restikcijos endone&z s naudojamos gero
konstrukto atrankai. Visi gauti konstruktai buvosekvenuoti, mutacijn ra.

Baltymas gautas HEK 293-Fstel se kaip apraSyta metodje dalyje. Geno

raiSkos priklausomybnuo konstrukto pateikiama 18 pav.

18 pav. HEK 293-F baltym elektroforezs vaizdas poliakrilamido gelyje (raudonai apita apie 31 kDa
dyd io CAIV (19-284 ar.)) A. 1 takelis— baltym dyd io ymuo #SM0431;2 takelis— terp, kurioje augo HEK
293—F I stel s pries transfekcijCAIV koduojaniu konstruktu;3—6 takeliai— terp, kurioje augo HEK 293—F

| stels 2 dien po transfekcijos pCEP4dS—-CAIV(19-284 ar.) (3), PGES—i—CAIV(19-284 ar.) (4),
pCEP4dS—-e—CAIV(19-284 ar.) (5) ir pCEP4dS—ei—CABAA84 ar.) (6) konstruktu7—10 takeliai— terp,
kurioje augo HEK 293-F stel s 3 dien po transfekcijos pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) (7), PGES-i—
CAIV(19-284 ar.) (8), pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar)) iOpCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.) (10) konstruktu.
B. 1 takelis— baltym dydio ymuo #SM0431;2-5 takeliai— terp, kurioje augo HEK 293—F stel s 4 dien

po transfekcijos pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) (2), p@&#ER-i—CAIV(19-284 ar.) (3), pCEP4dS—e—CAIV(19-
284 ar.) (4) ir pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.) (5) &wuktu; 6-9 takeliai— terp, kurioje augo HEK 293-F

| stels 5 dien po transfekcijos pCEP4dS—-CAIV(19-284 ar.) (6), P@BS—i—CAIV(19-284 ar.) (7),
pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) (8) ir pPCEP4dS—ei—CABA284 ar.) (9) konstruktu.
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IS 18 pav. matyti, kad introno arba transliacigigriklio prid jimas padidino
baltymo raiSk. Ta iau konstruktas, koduojantis ir intranr transliacijos stiprikl nepateisino
| kesi . Buvo tikimasi, kad Sio konstrukto geno raiSka didesn, nei konstrukt, turin i
tik intron arba tik transliacijos stipriklta iau Sio konstrukto geno raiSka ma a, ma esret

u konstrukto, neturinio introno ir transliacijos stipriklio, raisk

3.4. Rekombinantin s CAIV (19-284 ar.) gryninimas

Vis keturi konstrukt koduojamas baltymas gryninamas naudojanpd i
metodik, aprasSyt ,Mediag ir metod“ skyriuje. Kadangi gryninimui naudota
nekompiuterizuota sistema,m kompiuterins chromatogramos, tau baltymas iS kolon s
IS jo vienu piku, ne taip, kaip grynina®fHsp90 (1-215 ar.). CAIV (19-284 ar.) gryninimo

vaizdas poliakrilamido gelyje pateiktas 19 pav.

19 pav. CAIV (19-284 ar.) gryninimo vaizdas poliakrilamidgelyje. 1 takelis — baltym dydio ymuo
#SMO0431;2 takelis— terp, kurioje po transfekcijos augostel s, po inkubacijos su afininiu sorbent®10
takeliai — desorbuotas tikslinis baltymas CAIV (19-284.ar.)

IS poliakrilamido gelio matyti, kad sorbento kigkbuvo parinktas tinkamai ir
terp je po inkubavimo su sorbentu baltymo neliko, jisoumeo prarastas. Baltymas ra
ypatingai grynas ir jo gauta nedaug (4,2 mg iS 420 steli kult ros), taiau tai buvo viena
i$ paskutini CA, kuri m s skyriuje nepavyko gauk. coli po keleri met darbo, taigi Sio
baltymo iSgryninimas yra didelis ingsnis priek. Magistrant Joana Gilyt pamatavo
baltymo aktyvum ,stopped flow* metodu, baltymas aktyvus ir tinkaetsniam darbui. Siuo

metu baltymo savybes irweik su slopikliais tiria dr. Lina Baranauskien
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IV. REZULTAT APTARIMAS

4.1.PfHsp90 (1-215 ar.) raiSka ir gryninimas

Siame darbe apradyt®Hsp90 (1-215 ar.) gavimas Bt.21(DE3)CodonPlus—
RIL | steli . Apvelgt straipsni autoriai da niausiai gaun®fHsp90N Rosetta kamiene,
kuriame mes negavome geno raiskos. Siame kanf¥Hsp90N gavo Rani Pallavi su
kolegomis (2010 m.), t@aau straipsnyje plaau neapraso auginimolgg . Kevin Corbett ir
James Berger gav@fHsp90N augindami konstruktu transformuotas RodeE&)pLysS
| steles +20 C temperabje 18 val savaime indukuojapje terpje (2010 m.). Deja, Sio
kamieno mes neturime, fau buvo iSbandytas BL21(DE3)pLysS. Norimo rezoltat
negavome: transformuotos Sio kamienstél s neu augo netgi ant PetrikSteli . Kolegos iS
prof. Didier Picard ( enevos universitetas) labamajos pasil ekspresuotPfHsp90N (1-
215 ar.) BL21Star (DE3) One Shot kamiene. Sis kamienas taifbpab iSbandytas, jame
gauta geno raiska.

Kaip matyti 13 pav., did iojiPfHsp90 (1-215 ar.) baltymo dalis yra netirpi
nepriklausomai nuo bakterikamieno. Viena iS galimprie asi — E. coli bakterijose nra
stabilizuojani baltym , kurie reikalingi tinkamaPfHsp90N tretinei struktai susiformuoti,
tod | baltymas agreguoja (Dyson ir kiti, 2004). Michd2yson su kolegomis do | tinti
baltym transliacij mainant temperatr ir/arba IPTG kiek Tuomet baltymas tut
daugiau laikogyti tinkam tretin strukt r . Taip pat galima bandyti gauti ne viebaltym,

o baltym kompleks, sutinkam organizme, kurio baltymsiekiama iSgryninti, papildomai
terpti Saperonus, naudoti chemines med iagas. \éiéhakmingiausi metod, pritaikytas ir
kuriant PfHsp90ON (1-215 a. r.) konstruktyra baltymo suliejimas su specialia tirpum
padidinania seka ar baltymuPfHsp9ON (1-215 ar.) baltymas buvo sulietas su 6 His
koduojania seka N gale. Tai ma labiausiai baltymo tirpumpadidinanti seka ir norint gauti
daugiau tirpaus baltymo galbreik t rinktis sulietin baltym arba bent jau ilgesnHis
uodegl (Dyson ir kiti, 2004). Park Dae—Wook su kolegomiido sulieti baltym su GST ir
lizuoti E. coli naudojant buferius su sarkozilu (2011 m.)jga | tyrimuose naudoti baltymai
ma daug 2 kartus didesni n&ifHsp90ON (1-215 ar.). Ms atveju iS tirpios frakcijos buvo
iSgrynintas labai didelis baltymo kiekis, tdgpatingo tikslo didinti baltymo tirpumn ra.

Pradj s biofizikinius tyrimus doktorantas E. Kazlauskasiebjo, kad gautas
baltymas nra labai stabilus aukStega nei +37 °C temperaipje, taiau tai nekenkia
biofizikiniams baltymo - ligando seikos tyrimams. Nestabilumas gana emoje

temperatroje stebina, nes sergant maliarija ligoniemperatra pakyla iki +41,5 °C
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(Shahinas ir kiti, 2013)P. falciparumtokioje temperatroje iSgyvena ir dauginasi, o tam
b tinas aktyvusPfHsp90. Remiantis UniProt duometaze, Sis baltymas neturi stidg
tretini  strukt r , pavyzd iui, disulfidini tilteli , kurie galjo b ti pa eisti gaminant tik N
galo domen. Gali b ti, kad ms baltymas prarado dastabilumo dl to, kad buvo smarkiai
sutrumpintas. Be to, pirmuonyje. falciparumHsp90 bna dimeras, galli tod | iSlieka
stabilus aukstoje temperabje. Hsp90 stabilum nat ralioje aplinkoje gali palaikyti ir
potransliacins modifikacijos. Kevin Corbett ir James Berger, i&kors pavyko baltym
iSkristalinti, gavo PfHsp90ON (1-215 ar.)E. coli Rosetta(DE3)pLysS kamiene (2010).
Bakterijos buvo auginamos autoindukgeterp je. Geno raiSka gauta po indukcijos auginant
| steles 18 val +20 °C. Straipsnyje autoriai nemkad turjo problem d | baltymo
stabilumo. Mes negavome geno raiSkos Rosetta2(MaB)iene, o Rosetta(DE3)pLysS
kamieno neturime.

Norint gauti stabilesnbaltym galima pabandyti gauti pilno ilgio baltymBe
to, viso baltymo reikia norinsitikinti, kad su N galu besijungiantys slopiklijangsis ir prie
pilno ilgio baltymo. Tok baltym Rani Pallavi su kolegomis ga® coli Rosetta Istel se,
augintose 24 val +16 °C po geno raiskos indukcijosM IPTG (2010 m.). Autoriai naudojo
emesn inkubacijos temperat ir ilgesn laik nei mes. Tokiomis $ygomis reikt
pabandyti gauti pilno ilgio baltymir galb t PiHsp90ON (1-215 ar.). inoma, gauti pilno ilgio
baltym gali b ti sud tingiau nei N gal. PIHsp90N (1-246 ar.), kusudaro N galo domenas
ir dalis krautos jungties, buvo bandoma gauti beveik pust , ta iau neskmingai. Tai, kad
mums pavyko gauti trumpeshaltym naudojant analogiSkas geno raiSkdygas rodo, kad
E. coli bakterijoms sudinga susintetinti krautos jungties dal o sintetinant piln baltym
jungtis bt beveik dvigubai ilgesn Nors gali bti, kad E. coli negali susintetinti dalies
krautos jungties tod, kad PfHsp9ON (1-246 ar.) turi daug vienoéminorgsi , o tuo
paiu ir daug pasikartojam nukleotid konstrukto gale. Tai, kaip mita literatrin je
dalyje, — viena iS galim prastos geno raiSkos prie as. Rani Pallavi su kolegomis
straipsnyje nenurodo, kokkiek baltymo jiems pavyko iSgryninti, teau iS pateikto
poliakrilamido gelio paveikslo atrodo, kad baltymedaug. Ms laboratorijoje vykdomiems
tyrimams reikia dideli baltymo kieki, kuriuos pagaminti gali u trukti ilgai (baltymo gayba
brangs). Be to, atliekant biofizikinius matavimus dimeriniu pilno ilgio baltymu, sunkiau

interpretuoti gautus rezultatus.
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4.2. CAIV (19-284 ar.) raiSka ir gryninimas

Rekombinantin mogaus CAIV (19-284 ar.) — viena iS dvieCA, Kkuri
nebuvome gavsavo skyriuje, tod jos gavimas buvo didelis ingsnispriek. Biofizikinius
tyrimus atliekantiems kolegoms labai svarbu tiuvisas CA, tai btina slopikli atrankai.
Kelerius metus Saltym buvo bandoma gaui. colil stel se, kuriose gauta daugumasn
naudojam CA, taiau aktyvaus baltymo gauti nepavyko. Baltymo gawmsaudojant
.FreeStyle™ MAX 293" raiSkos sistenyra brangesnis, nei gavimasdScolil steli , ta iau
dr. L. Baranauskiers atlikt tyrim rezultatai rodo, kad gautas baltymas stabilusktyvas,
gerai jungiasi su ligandais. Be to, jo maspektras atitinka teorir30323,4 Da baltymo mas
(matavo dr. Vytautas Smirnovas) (ProtParam duommar ). Dr. Sauliaus Gra ulio darbo
grupei pavyko Sbaltym iSkristalinti. Ateityje planuojame paraSyti straip inoma, CAIV
(19-284 ar.) gavimas iS induolil steli — dar naujas darbas m laboratorijoje, todl
ateityje planuojame optimizuoti baltymo gavinm taip galbt suma inti CAIV (19-284 ar.)
gavimo kastus. Siuo metu baltymo gavimo kaina Sik stabdo baltymui imlius
biofizikinius tyrimus. Baltymo gavimo iSeiga yrakamkamai gera, apie 10 mg/l. Kai kurios
mokslinink grup s naudodamos HEK dteles gauna geresnius rezultatus. Gaurav Backliwal
darbo grup gavo 1,1g/l baltymo iSeignaudodami HEK 293E $teles mogaus IgG gavimui
(2008 m.). Nordami padidinti geno raiSkautoriai naudojo histondeacetilazi ir DNR
metiltransferazi slopiklius. Valproin r gstis, kuri buvo naudojama kaip histodeacetilazi
slopiklis, turi ir kit poveik — stabdo Isteli cikl . Straipsnio autoriai pastgb, kad da na
laikinos transfekcijos lla — plazmids ,pametimas” d | steli dalinimosi. Si mokslinink
grup naudojo polietilenimin kaip transfekcijos reagentTa iau tokia didel iSeiga reta ir
gali bti, kad tinkama tik konkréam baltymui gauti. Dr. Jurgita MatulieniSband
polietilenimin  kitos CA gavimui, bet rezultatai buvo ymiai prashi, nei naudojant
.FreeStyle™ MAX 293“ raiSkos sistem Ateityje laboratorijoje bus bandoma vystyti
polietileniminu paremttransfekcij, bus bandoma gauti ir CAIV (19-284 ar.),ita neaisku,
ar Sis bdas pasiteisins. Gaurav Backliwal darbo grugikreipia dmes, kad tinkamas
konstruktas yra labai svarbus geno raisSkai.tyfim rezultatai rodo, kad mogaus CMV
promotorius, koks yra ir ns naudojamame pCEP4 vektoriuje, yra efektyviausesyimo
raiSkai HEK 293E Istel se. Jie taip pat iSbandkelis reguliacinius elementus: intrgn
transkripcijos stiprikl bei juos abu viename vektoriuje. Autoriezultatai rodo, kad intronas
ymiai padidina geno raisk(nuo 15,5 iki 27,9 mg/l), transkripcijos stipriklpadidina j dar
daugiau (iki 33,8 mg/ml), o abu elementai — labiaugki 39,5 mg/ml). Kadangi pCEP4
vektoriaus CMV promotoriuje jau yra transkripcijespriklis, mes nusprende panaudoti
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transliacijos stiprikl Taip pat sukr me konstrukt su intronu. Atskirai negryninome
kiekvieno konstrukto koduojamo baltymo, tbehegalime tiksliai pasakyti, kiek geno raiSk
padidino vieno ar kito reguliacinio elemento pjichas. Taiau iS poliakrilamido geli (18
pav.) matosi, kad introno ir transliacijos stipiikiprid jimas geno raiSk padidino gana
stipriai ir vienodai. Tuo tarpu konstruktas, kuriarbuvo intronas ir transliacijos stipriklis,
buvo ekspresuojamas menkai, geno raiSka netgi ma @®i naudojant konstruktbe
papildom reguliacini element. Tai netiktas ir ned iuginantis rezultatas, kurio prie as
Siuo metu ne inome. Gali li, kad d| ilgo ir sud tingo klonavimo proceso buvo pa eistos
vektoriuje esanos sekos, atsakingos u vektoriaus replikavéin | stel je, nes buvo
nusekvenuotos tik reguliacinius elementus ir CAM-284 ar.) koduojams gen dalys.
Ateityje planuojame perkelti nusekvenuaal pradin pCEP4dS vektori Tikim s, kad tai
iSsp s problem.

Dar vieno straipsnio autoriai nedidelgeno raiskos prie asties taip pat ieSko
konstrukt lygmenyje (Chaudhary ir kiti, 2011). Jie teigi@sjtinkamai baltymo sintezei
svarbiausia, kokie ymenys bei kurioje baltymo dalypaudojami ir kokie kodonai koduoja
reikiamas aminorgstis. Taiau kodon optimizavimas paprastai svarbus bandant gauti
heterologini gen raiSk, pavyzd iui, norint gauti eukariot baltymus prokariot raiSkos
sistemose. Ms atveju mogaus baltymas gaunamas mogausel se, todl papildomi
kodonai vargu ar patl . Dideli ymen ar sulietini baltym , kuri sintezei Istel s eikvot
savo resursus, rs konstruktai taip pat nekoduoja, iau CAIV aktyviajame centre yra Zh
jonai, kuri tr kumas gali ma inti CAIV geno raisk leSkodama optimalis lyg kitos CA
gavimui, dr. Jurgita Matulienpapildomai djo terp Zn?* drusk , ta iau tai nepadidino geno
raiSkos. Gali bti, kad papildom drusk prid jimas pa eid ia terps pusiausvyr, juolab kad
jos chemins sudties mes ne inome. Sarika Chaudhary su kolegonisgat si lo trumpinti
baltym . Kad trumpesni baltymai ekspresuojami efektyvipastebjo ir Virginia Picanco—
Castro su kolegomis. Teau mes ir taip bandome gauti ne pil@AIV, o tik katalitin
domen, kurio trumpinimas gali neigiamai veikti baltymktgvum .

Kamilla Swiech su savo darbo grupe phsidar vien b d padidinti baltymo
iSeig stabdant Isteli cikl (2011 m.). Jie sio transfekuotas bkteles auginti Siek tiek
emesn je tempetratroje, +34 °C (prastai Sios Istel s auginamos +37 °C). ktels,
auginamos Siek tiek hipotermimis s lygomis, sultina dalinimosi cikl S arba G1 faze ir
taip prisintetina daugiau baltymo. Be to, tokiostél s | iau naudoja deguonr maisto
med iagas, todl po transfekcijos jas galima ilgiau auginti. Tokis slygomis geriau
atliekamos kai kurios potransliace modifikacijos, pavyzd iui, sialo grug prijungimas.
Siuo metu skyriuje turime vienCO; inkubatori —purtykl , skirt suspensimms induoli
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| stel ms auginti, todl iSbandyti Sio bdo negalime. Ltesnis Isteli ciklas duot daugiau
laiko baltymo tretins struktros gavimui, taiau m s atveju sintetinamas baltymas ir dabar
gauna tinkam tretin strukt r . Autoriai padidino savo baltymo koaguliacijos \aio VIl
iSeig 26%. Sis baltymas skiriasi nuo CAIV (19-284 aiektsavo strukira, tiek atliekama
funkcija, tod | neaisku, ar temperais suma inimas padidintm s baltymo raisk.

Philippe Girard ir kiti pastelpp, kad transfekcijos efektyvumui svarbus
inkubavimo laikas, per kususidaro transfekcijos kompleksai (2002 m.).idam s atveju
per ilgai inkubuojant DNR su transfekcijos reageddNR pradeda degraduoti, tdd
inkubacijos laik reikia ilginti atsargiai. Be to, transfekcijos kfvumui svarbiausi ne tai,
kiek kompleks susidaro, o kiek j patenka | steles. Ms atve] tranfekcijos efektyvumas
siekia apie 70-80% (dr. Jurgita Matulietikrino naudodama —galaktozidazs aktyvumo
tyrim ( —Gal Staining Kit, Invitrogen)). Tai tikrai gerasaultatas. Visgi neaiSku, ar likusios
| stel s netransfekuojamos Idto, kad joms tiesiog neutenka DNR-lipidkompleks
(tuomet bt galima didinti transfekcijai naudojamos DNR irrtséekcijos reagento kiekar
d | susidarani agregat, kuri , nors ir nedaug, nepavyksta iSvengti. Komplekek taip
pat reikia didinti labai atsargiai. Jau mia Kamilla Swiech su kolegomis pastgh kad
didel kompleks koncentracija stabdo dteli augim, o esani | steli nepakanka
dideliems baltymo kiekiams pagaminti. Be to, digleiompleks kiekis | steles gali veikti
toksiskai, gali susidaryti agregatai ir taip suntetransfekcijos efektyvumas.

Laikui b gant tikims suma inti baltymo gavimo kaStus padidindami geno
raiSk arba optimizuodami transfekcij naudojant polietilenimin Labai d iaugiams
magistro darbo metu gavCAIV (19-284 ar.). Ms biofizikini tyrim darbo grup tikisi
rasti atrankiai besijungian slopikli .
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ISVADOS

Darbo metu buvo sukonstruotas pET15b-6xRisisp90N(1-215 ar.) konstruktas
PfHsp9ON (1-215 ar.) baltymui gauti ir 4 konstruk@AIlV (19-284 ar.) gauti:
pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.), pCEP4dS-i-CAIV(19-284 ), ar.pCEP4dS—e-
CAIV(19-284 ar.), pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.).

Buvo rastos dygos PfHsp9ON (1-215 ar.) geno raiSkai. PanaSi geno rajgk@mama
auginant konstruktu transformuotas BL21(DE3), BI2EB)CodonPlus—RIL arba
BL21 Star (DE3) One Shot kamiemh steles 18 val +20 C temperabje po raiSkos
indukcijos 1 mM IPTG. Tinkamiausias baltymo gavinBli21(DE3)CodonPlus—RIL
kamienas, nes jame gaunama daugiausiai tirpaugrialt

Buvo rasti geriausi konstruktai CAIV (19-284 argiSkai HEK 293-F Istel se:
pCEP4dSi—CAIV(19-284 ar.) ir pPCEP4dSe—CAIV(19-284. a

PfHsp9ON (1-215 a. r.) ir CAIV (19-284 ar.) buvo Mgnti ir tiko tolimesniems

tyrimams.
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PRODUCTION OF TARGET THERAPY ORIENTED RECOMBINANT
PROTEINS IN PROKARYOTIC AND EUKARYOTIC EXPRESSION
SYSTEMS

Master's Thesis

Aurelija Mickevi i t
Vilnius University

Department of Biochemistry and Molecular Biology

SUMMARY

Chemical inhibitors or monoclonal antibodies forget therapy are being used
with great perspectives in biomedical sciences. dihreof this master's research project was
to produce two target therapy oriented recombipaotieins, namelyPlasmodium falciparum
heat shock protein 90 N—terminal domaRPfH{sp90N) and human carbonic anhydrase IV
catalytic domain (CAIV (19-284 a. a.)). Chemicahibitors are being designed at the
Department of Biothermodynamics and Drug Desigh thay be developed as drugs against
malaria andetinitis pigmentosarespectively. The decision made to produceRfitsp90 N—
terminal domain and the CAIV from 19 to 284 amirida for protein — ligand interactions
was based on literature and experimental da@ddsp90N was expressed in
BL21(DE3)CodonPlus—RIL strain while growing induceells for 20 hours at +20 C
temperature in LB medium with 1 mM isopropy-b—thiogalactopyranoside (IPTG). This
strain was chosen because it produces the biggesird of soluble proteirPfHsp90ON was
purified by using metal chelate chromatography. \CAL9-284 a. a.) was expressed in
human suspension—adapted HEK 293—-F cells usingeStye" MAX 293 Expression
System“. The largest expression was noticed whiéngu constructs with introne or
translational enhancer. CAIV (19-284 a. a.) wasfigdr by using affinity chromatography.
Currently, the proteins are being used for bioptglsexperiments.
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