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Anotacija
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zinduoliy lastekms. ¢l Sios priezasties labai svarbu nustayti ar bakierHsp baltyme
funkcionuoja taip pat, kaip ir jo eukariotinis hologas.

Darbo metu iSgrynintas prokariotinis k& Soko baltymas HtpGlzoterminio titravimc
kalorimetrijos ir terminio poslinkio metodais ig#ér Sio baltymo jungimosi su radisikoliu
ICPD47 termodinamika.lvertinta su kuriuo @lpikliu ir kokiomis slygomis bakterini
molekulinis Saperonasaweikauja geriausiai. Palygintos zmogaus ir bakiempolekuliniy
Saperon jungimosi konstantos.

Darlm sudaro SeSios dalygradas, literatros apzvalga, medziagos ir metodai, rezultataiyir |
aptarimas, iSvados ir litefabs srasas.
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IVADAS

Molekuliniai Saperonai — tai baltymai, kursintez lastekse lemia terminis Sokas, poveikis
sunkiaisiais metalais ar antibiotikaisitu daugelis y sintetinami ir palankiomis augimui
salygomis. Sie baltymai randami visuose organizmuose bakterij iki Zinduoliy. Saperonai
atlieka keleq funkcijy: padeda polipeptidiniai grandinei susisuktivivo, dalyvauja baltym
monomerams jungiantig oligomerus, padeda baltymams iSsivynioti perneSamis per
membrag ir susivynioti, jau pernesus prg, japsaugo baltymus nuo demraicijos bei dalyvauja
juos skaidant. Tai svarbu tédd kad baltyny neteisingas susivyniojimas ar agregacija gali
Zmorems sukelti ¥Zinius susirgimus, o molekuliniai Saperonai yragiganizmo baltymai, kurie
sumazina pavojingveiksni tikimybe. Anomali strukiiry baltymai, i sankaupos (atsiradusios
dél lasteks apsaugos sistemos sukumechanizm neveiklumo) vaidina pagrindirnvaidmen
Alzheimerio, Parkinsono, Jakobo — Kreutzfeldo, Hghono, cistires fibrozs ligu patogenege.
Molekuliniai Saperonai gali ti naudingi kuriant naujus vaistus ir vakcinas, ryea Zmoni

imuninio atsako bei lig sukeléju sudedamoiji dalis (Horvath et al., 2008).

Kar&io Soko baltymai dalyvauja ne tik baltymstrukiiros susidaryme, bet ir palaikant
membranos vientisuin Sertjimas ar patofiziologigés silygos taip pat gali #iti susijusios su
subtiliais membranos pokiais ar defektais, kurie lemiainiy ligy atsiradim. Siuo metu yra
gerai istirta kar&o Soko baltym, gaut; iS melsvabakten, ssveika su membranomis (Vigh et al.,
2007). Manoma, jog jau zingprprokariotini lasteliy mode] baty galima pritaikyti Zinduoli
lastekms (sprendziant membnartakumo problen). Dél Sios prieZasties labai svarbu nustatyti

ar bakterinis Hsp baltymas funkcionuoja taip patpkr jo eukariotinis homologas.

Darbo tikslas— bakterinio kar§o Soko baltymo (HtpG) gryninimas, jungimosi su at&tinio
homologo ligandaisjvertinimas izoterminio titravimo kalorimetrijos iterminio poslinkio

metodais.

Darbo uzdaviniai:
1) Pilno ilgio bakterinio baltymo HtpG F ir jo N — glailo domeno gryninimas;
2) HtpG N — galinio domenaaseikos su sintetiniu ligandu ICPD47 matavimas inoiaio
titravimo kalorimetrijos bei terminio poslinkio nustais;
3) HtpG baltymy saveikos su radisikoliu matavimas izoterminio titnana kalorimetrijos ir
terminio poslinkio metodais;

4) HtpG ir Hsp90 jungimosi konstanpalyginimas.
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1. LITERAT UROS APZVALGA

1.1 Hsp9O strukiira

Kargio Soko baltymas 90 (Hsp90 ang. k., heat shockeprpt— tai molekulinis Saperonas,
priklausantis Hsp baltymklasei. Jo pagrindéis funkcijos, kaip ir kit molekulini Saperon,
saugoti stekje ekspresuojamus baltymus nuo netaisyklingo skisigy siveikos su kitais
baltymais ar agregacijos po terminio Soko (Buchd®99). Virs 100 kinazi ir transkripcijos
faktoriy, kurie yra svaris lasteliy augimui ir islikimui, veikla taip pat priklauso awsio baltymo
funkciju. Po kargio Soko Hsp90 baltymai sudaro 4 — 6 YoMigstekje ekspresuojambaltymy,
nors yra sintetinami ir normaliomis augimalygomis. Hsp90 dimerai randami beveik
kiekvienoje gyvoje dstekje ir yra paplit visuose organizmuose (Horvath et al., 2008). Hars
Soko baltymo 90 klassudaro 5 poklasiai (1 pav.):
» Citoplazminis Hsp90A

Endoplasmic reticulum HSP90
(HSPS0B family)
di fegans

Dar

> Endoplazminio tinklo HSp90B ... ;
> Chloroplastinis Hsp90C o
» Mitochindrinis Hsp90 (TRAP)
» Bakterinis Hsp90 (HtpG)

Hsp90 sudarytas iS tgijdomen;: C —
galinio, vidurinio ir N — galinio (2 pav.).

c
Hspo0a2) <~

N — galinis domenas sudarytas d§— “=

Bacterial Hsp90

. . . . v i v \\\:Htpﬁ family)
spiraliy ir B — klosts, sudarytos iS 7 i j \s\
i . i L. o A !Fiurx:w'; (Hlsusll:-!J / ‘!-" ) \ e
antilygiagre&iy B — grandini. Zmogaus e takeraisrody o/ : A
. . [crilsl:%%afia:;;:% [ \ ;\[‘;jﬁ;ﬂ‘f&"""\ 5. coslicalor

genome yra du genai, koduojantys Fl ) Ve M

. . . Bioorion ‘I s N,,pi.fjf'm &2 [mn{:bz)
homologines indukuaja bei | e

. . . . Mitochondrial HSP90

konstitutyvire Hsp90 izoformosg ir B (TRAP family -

1 pav. Hsp90 poklasiai (skalsudaryta remiantis

(hHsp9@, hHsp9®), funkciniai Sy genotipiniu nuotuoliu) (Taipale et al., 2010).

izoformy skirtumai dar mazai Zinom
(Taipale et al., 2010). Eau nustatyta, jog Sapempmenetiniai pokyiai dazniausiai yra letas

eukariotiniams organizmams.
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S. cerevisiae C. familiaris
2 pav. Hsp90 domem struktira: a) Kargio Soko baltymo 90 struita susidedanti iS N — galinio
(NTD), vidurinio (MD) ir C — galinio (CTD) domen b) Pilno ilgio Hsp90 strukta gauto iS
Escherichia coliSaccharomyces cerevisiagCanis familiaris Domen, spalvos atitinka a dalies
spalvas (Taipale et al., 2010).

Saperono struitos ir savyhi tyringjima paskatino tai, jog jis téjo svarbj jtaka evoliucijos
procese, nors tai seniau ir nebuvo pripazinta, medad btent kargio Soko baltymas 9@&iné
didek organiznmy populiacijos genetinjvairove. Hsp90 funkciy suvokimas aktualus dar igld
to, jog Sie Saperonai gausiai ekspresuojagiinése hstekse, o y aktyvumas susip su

onkogenini; baltymy, skatinaiy véziniy lasteliy dauginimsi ir iSlikima, brendimu organizme.
1.2 Hsp90 gveika su ligandais ir jy svarba

Siuo metu yra tyrigama apie 200 fizinj ir apie 500 genetiniar chemini — genetini saveiky
tarp Hsp90 ir ki baltymy. Kalbant apie &ziniy susirgimy gydyma, Hsp90 svarbusétito, jog,
slopinant vienintgl baltyma, atsiranda galimydb sustabdyti onkogeninilasteliy dauginimsi.
Manoma, jog iSanalizavus Sio molekulinio Saperoneekas su slopikliais iy galima j
panaudoti transgeninicé¥io ir kseno tranplantavimo modeliuose. Hsp90 edspojami sergant
kraties, kasos é&ziu, leukemija, sistemine raudga vilklige ir kitais navikiniais susirgimais
(Workman et al., 2007). Tarp Hsp90 ,klightyra tokie onkogenai: Bcr-Abl, Rafl, ErbB2, AKT,
ir p53 mutantas. Saperono N — galinis domenas yasiATP-aziniu aktyvumu ir koSaperonjn
jungimusi (Whitesell, Lindquist, 2005). Dvi ATP neiuks jungiasi prie N — domenuose
esakiy jungimosi kiSeni. Prisijungus ATP "dangt sudaranti kilpa pasisuka mazdaug 120
laipsniy ir uzdaro ATP jungimosi kiSen Tai paskatina N galinidomenmn asocijacij ir tolesnius
konformacinius pokgius, po kuny Hsp90 pereinguzdary konformacig. Tuometivyksta ATP
hidrolizé ir Hsp90 giztai atidaryt konformaciy, jog cikla bity galima kartoti iS naujo (3 pav.).

13



ATP- bound

ATP ? iﬁ
*.__. i

Closed

3 pav.Hsp90 ATP hidrolizs ciklas (Hahn, 2009).

Prie specifinio ATP jungimosi centro gali jungtiguktiriSkai nepanass nafiralis ligandai:
geldanamicinas ir radisikolis (4 pav.), pusiau efimiai ar sintetiniai junginiai (Solit, Chiosis,
2008). Tarp nairaliy slopikliu minéti dar ir Sie: herbimicinas, novobiocinas, kloratimas ir kt.
Sios medziagos,aseikaudamos stipriau nei maalis nukleotidai, sustabdo ATP jungisi ir
tokiu bidu ketia nafiralias baltymo funkcijas navikése hstebse. Bitent geldanamicino
atradimas pakeitiki tol vyravusa nuomor, jog Hsp90 inhibitori nebus galima panaudoti
terapeutiniais tikslais. IS pradZbuvo manoma, jog geldanamicinas slopina v-SR ivdliau
nustatyta, jog iS tikjju jis yra Hsp90 slopiklis.
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4 pav. Natiraliy Hsp90 ligand strukiirinés formuks: 1 — radisikolis, 2 — geldanamicinas
(Guarnieri et al., 2008).

Reikia pazyniti ir tai, kad radisikolis bei geldanamicinas turifarmakologinyy apribojimy:
tokiy kaip mazas tirpumas, ribotas stabilunmawivo, o tai stabdoy panaudojim antiveZiniy
vaisty formulavime. Radisikolis yra stipriausiaiv&ikaujantis su Hsp90 ligandas, bet Klinikiniais
tikslais nenaudojamaseidmetabolitinio nestabilumo (Moulin et al., 200&Kaip Hsp90 slopiklis
17 — alilamino — 17 — demetoksigeldanamicinas (1XAG) Klinikiniuose tyrimuose pradas
naudoti nuo 1999 met(Hostein et al., 2001). Jo¢kh sustabdomas recepigrikinaziy ir
transkripcijos faktod, dalyvaujadiu ontogene&e, aktyvumas. Tai geldanamicino analogas,
kuris uz savo pirmtakyra maziau toksiSkas ir stabilesnistiaa su Hsp90 aveikauja silpniau
(Clevenger, Blagg, 2004). Nustatyta, jog tik citatimiai Hsp90 inhibitoriai Siuo metu yra
vieninteliai chemoterapiniai preparatai, kurie tiiakos visiems SeSiemgamiams pozymiams.
Hsp90 inhibitory paieSka svarbi tuo, jog suteikia nawgalimybiy terapinei intervencijai bei

padeda atsakytifundamentalius biologinius klausimus.
1.3 Bakterinio Hsp90 apzvalga

HtpG (aukStos tempefabs baltymas G) — tai prokariotinis Hsp90 homologhs egzistuoja
visose bakterij riSyse iSskyrud.actobacillalesir Mollicutes taip pat nerastas ajbse. HtpG
koduojantis genas, kaip ir daugelis bakterigen; turi tik viea egzon. Teigiama, kad Sio
baltymo seka visuose bakteriniuose organizmuoséaia skirtinga. Saperonai yra 588—681 a.r.
ilgio ir neturi signalini peptid; (Boshoff et al., 2004). Vis éto nustatyta, jog bakterinio
baltymo fizochemiss, strukiirinés savylés yra panaSio$ jo eukoriotinio atitikmens Hsp90.
Kaip ir Hsp90 HtpG sudaro trys domenai (C — galimidurinis ir N — galinis). T&au bakterinis
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Saperonas prieSingai nei jo eukariotinis atitikmoéra sintetinamas normaliomis augimo
salygomis ir net po terminio 3oko heterotrafie bakterijose d@ma randamas. Siuo metu
vienintelis zinomas pavyzdys, kai HtpG atlieka $&varvaidmen fotosintetinagdiuose ir
prokariotiniuose mikroorganizmuose yra melsvabaktefcianobakterijos). Sis baltymasg j
lastekse atsakingas uz termgirtoleranciy, aklimatizacij Saltomis sglygomis ir saugo nuo
oksidacinio streso (Hossain, Nakamoto, 2002). Maakteés paplitusios vandenyje ir
dirvozemyje, tai aerobis, fotosintetinaéios bakterijos, kurios filogenetiskai ir fiziolodsi
susijusios su chloroplastais fotosintetitianse eukariotuose. Dar vienas skirtumas tarp Hgp90
HtpG, jog pastarajaméma nustatyti jokie kofaktoriai prieSingai nei jo rhologui (Tanaka,
Nakamoto, 1999). Tgau tiek Hsp90 tiek HtpG oligomerizagipei degradacijjtakoja Mn* ir
Mg** jonai . HtpG geno mutacijos (delecija ar insejciji baltymas iSskirtas i&. Coli
kamieno, @ra letalios stresiimis ar nestresimis augimo glygomis. Siuo metu yra ieSkomi

slopikliai HtpG gautam iS melsvabakigBynechococcus elongate€C 7942 (Buchner, 2010).
1.4 HtpG xyveika su ligandais

Dabar yra zinoma tik keletas junginikurie sveikauja su bakteriniu Hsp90. Nakamoto su
bendradarbiais naudodami fotoafiniSkumo — kryzmifumgimo ir pavirSiaus plazmoninio
rezonanso metodus nustgipog HtpG fiziSkai gveikauja su kolistinu, kolistinu A ir polimiksinu
B (cikliniais lipopetidiniais antibiotikais). Slokliai su baltymu jungiasi jo N — galiniame ir
viduriniame domenuose. diau su HtpG N — galiniu domenu inhibitoriai jungiase ATP
jungimosi centre. Be jau mity slopikliy literatiroje minima ir kolistino sulfatié druska (CSS),
CSS su HtpG jungiasi per hidrofobines jungtis.Idpma baltymo Saperoniraktyvum, taip pat
lemia pavirSiaus hidrofobiSkumr indukuoja HtpG ologomerizaaij PavirSiaus hidrofobiSkumas
buvo jvertintas matuojant bis — ANS fluorescencijos isteunmy. Taip pat, nustatyta, kad
kolistino sulfatirt druska daug labiau slopina HtpG N — domemegu pilno ilgio HtpG, o su
viduriniuoju baltymo domenu nageikauja. Tarp HtpG slopikli minimi ir gramicidinas S bei
ciklodekapeptidas. Manoma, jog prokariotuose, kaipeukariotuose yra tas pats ATP
mechanizmas, &au skirting, slopikliy prisijungima gali lemti N — galo domeno nevienodas
stabilumas, kuris gali priklausyti nuo aplinkos ki, tokiy kaip pH. Tiriant ar kolistinas,
kolistinas A ir polimiksinas B jungiasi prie ATP tgkiojo centro, atliktas eksperimentas ir su
radisikoliu. Pastarasis vienintelis visiSkai inhibaHtpG aktyvumg, tatiau detalesni tyrimai su

juo neatlikti (Minagawa et al., 2011).
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Be jau mirtty slopikliy paieSkos Nakamoto taip pat nuétaipg HtpG dalyvauja atliekant
tetrapirolo biosintez Literatiroje, teigiama, kad bakterinis Hsp9fvsikauja su fikobilisom
polipeptidiremis grandigmis bei malato dehidrogengz monomeru, juos stabilizuodamas ir
slopindamas agregagjj kai reakcijos molinis santykis yra 1:1. Fikobilley polipeptidires
grandires ir malato dehidrogeng monomeras yra vieni i$ HtpG subasirat vivo (Sato et al.,
2010).

1.5 Baltymy ir ligand gy saveikos tyrimo metodai

Svarbu yra suprasti molekulinius baltynir ligandy specifiSkumo ir atpazinimo reiskinius.
Baltymai gali specifiSkai atpazinti ir gitamai prisijungti bet kurias kitas molekules —
mazamolekulinius ligandus (jonus, lipidus, angliad@nius ir t.t.), makromolekules (baltymus,
DNR) ar net makromolekujikompleksus. Tipiskligando jungimosi reakcijsu baltymu galima
uzrasyti taip:

M+Le ML

Baltymy natyvios strukiros stabilum uztikrina labai didelis skaius silpn;, nekovalentini

rySiu, kuriy rySio energija yra mazesnnegu kovalentinio rysSio, ¢&u didelis skaiius rysi

lemia molekuts stabilum. Termodinamini paramety matavimagvertinant baltymo ir ligando
saveika yra svarbus, nes biomolekwlgriztamoji nekovalentie saveika apima nekovalentiqi
jungiu perskirstym (Ladbury et al., 2004).

Baltymo jungimosi su ligandu termodinamikai tiréiikomi fluorescenciniai, liuminescenciniali,
spektroskopiniai, masi spektrometrijos, magnetinio rezonanso, cirkuliarirdichroizmo,

pavirSiaus plazmanrezonanso, kapiliarés elektrofozs, jvairis kalorimetrijos ir kt. metodai.
1.6 Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodas

IS visy termodinamini paramety lengviausia eksperimentiSkai pamatuoti ligandogjmosi
entalpip, t.y. entalpijos pokyt kuris nustatomas baltymui pereinant i$ laisvap(ijungtos)i su
ligandu susijungusibisers. Siuo metu populiariausias ir lengviausiai atlieke yra izoterminio
titravimo kalorimetrijos metodas, kuriuo tiesiogiaipakankamai tiksliai matuojama beveik bet
kurio bimolekulinio procesoaseikos entalpija. Priklausomai nuo eksperimeniggs gali hiti
nustatoma ir jungimosi konstanta bei reakcijos tstanetrija (Baranauskiene 2009, Jelesarov
1999, Matulis 2008, Perozzo 2004).
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ITK eksperimento metu ligandas titruojamdsuvetje esantbaltymo tirpad (arba atvirksiai).
Po kiekvienos ligando (arba baltymo) injekcijos nmgamas iSsiskyrusios arba sugertos Silumos
pokytis, kuris kiekvienos injekcijos metu yra tiegiai proporcingas bendram susidariusio

komplekso kiekiui. Tai iSreiSkiama:
g =V,AHA[ML];

kur q yra Silumos kiekis, priklausantis nuo susigsio komplekso koncentracija§ML], AH —
jungimosi molire entalpija, o \é — meginio kiuvets firis.

ITK eksperimentuose kiekvienos p¥tds ligando injekcijos sukeltas Silumos pokytikjauso

nuo reakcijos irio, koncentracij, jungimosi entalpijos pokyo, jungimosi konstantos,
skiedimosi Silumos, stechiometrijos ir nuo prie$ paidéto ligando kiekio. Po kiekvienos
injekcijos sumaga neuzimi ligando prisijungimo cenirir todél mazja Silumos pokytis. Visas

Silumos kiekis po i-tosios injekcijos:

Q=V,AH > A[ML]; =V,AH[ML];;

kur [ML] yra visa komplekso koncentracija po i-tosios injgls.

Fundamentalus supratimas apie ligando ir makronuddsksiveika reikalauja supratimo apie
jungimosi proceso pusiausvyros kons@a(rmb) bei jungimosi stoichiometgjn, kiek ligand yra

prisijunge prie molekuts, kai pasiekiamasotinimas. Jungimosi konstanta lygi:

_ v
" ML)

kur [M] — makromolekuls, [L] — ligando, [ML] — komplekso pusiausvyém koncentracijos.

Jungimosi konstanta yra atvitkai proporcinga slopiklio disociacijos pusiausvykmmstantai:

Atliekant ITK eksperiment baltymas (arba ligandas) titruojamas 20-50 ligaatba baltymo)
injekciju ir suplanuojamas taip, kad jungimosi reakcijos tyykk pusts injekciy metu. To
galima pasiekti, jei eksperimanplanuosime taip, jog jo pabaigoje ligando koncarija bus
dvigubai didesé negu pradia baltymo koncentracija. Integruodami gagiky plotus gauname

ISsiskyrusios arba sugertos Silumos pokiytatulis, 2008).
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1.7 Terminio poslinkio metodas

Terminio poslinkio metodas yra universalus, biddizis metodas, nepriklausantis nuo
konkretios baltymires sistemos, tad ji galima naudoti nezinomam baltymui tirti. Nors ITK
metodas vienintelis, kuris pateikia tikslindd duomenis, t&au atliekant eksperimentus reikia
pakankamai dideli baltymo (dazniausiai daugiau nei 0,1 mg ) ir lidarkiekiy, taip pat labai
svarbu, jog baltymasiiy gerai iSgrynintas. Visas Sias problemas galimpests taikant TP
metod,. Jis patogus dar ir tuo, jog vienu metu galima %2 ar net 384 ®gginius, 0 procesas
trunka ne ilgiau nei 2 valandas. Jo ésmfluorescencinis baltymo temperahis stabilumo
tyrimas, esant skirtingoms baltymo ir ligando kamcacijoms.] tiriamaji baltymo tirpa reikia
pridéti dazo, dazniausiai tai ANS (8-anilino-1-naftalesuafonatas), kurio fluorescencija kinta,
baltymui iSsivyniojant. ANS anijonai prie baltymgali jungtis aplinkoje, kurioje éra arba
beveik rera vandens (intensyvi ANS fluorescencija) ir toki@jplinkoje, kur prisijungusius ANS
anijonus supa vanduo, kuris gesina fluorescendpdl ANS fluorescuoja labai silpnai.
Aplinkos dielektrire skvarba,jtakoja ANS fluorescenaj tocl hidrofobiréje tergje ANS
fluorescuoja stipriau, nei vandenyje. Gryname vagpe fluorescencija yra Simtus kart
mazesh negu gryname DMSO. Nors pastarasigarhidrofobinis tirpiklis, téiau jis dazniausiai
negesina fluorescencijos ir jame fluoroforai elgicep organigje aplinkoje (Matulis, Lovrien
1998).

ANS anijonai, prisijung prie baltymo vandens apsuptyje, veikia kaip matfamuojantys ir
baltymy apsaugantys junginiai, ir vadinami matriciniaisalglais. Sie ligandai pasiZymi stipriu
jungimusi, kuris sukelia baltymo konformacinius gokis ir apsaug Matriciniai ligandai
prisijung; prie baltymo sukelia teggs pH padidjima, todl padictja baltymo lydymosi
temperaira (Tm). Minétas pH padiéjiimas jvyksta ¢l ANS anijon; prisijungimo prie baltymo
teigiamaijkraut; Soniniy grandini.

Baltymo molekut, stengdamasi neutralizuoti sutrikalykraviy pusiausvy4, iS hidrolizuoto
vandens prisijungia protanbet nepaisant to, baltymas liefkaiautas neigiamai, nes vandenilio
jony prisijungia dvigubai maziau nei ANS anianSumagjus elektrostatiniai 8mos ggai tarp

teigiamy kraviy, molekuk susitraukia (Matulis, Baumann et al. 1999).

Tiriant baltymy temperairin; stabiluma, kai temperatra keliama nuolatiniu per 1 mirut
grekiu, galima jvertinti ligando giminingura bei poveik baltymo stabilumui. Didinant

temperaira baltymas denatuoja, ta&iau baltymy gali stabilizuoti prie jo natyvios iisenos
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besijungiantis ligandas. Jei ligandas stipriau jasig prie iSsivyniojusio baltymo, tuomet

baltymas destabilizuojamas. Sias jungimosi reag&gjima pavaizduoti taip:
[UL] ¢——{U]+[L] 5[N] +[L] "= —>[NL] .

kur [UL] — iSsivyniojusio baltymo-ligando kompleksmncentracija, [U] — laisvo iSsivyniojusio
baltymo koncentracija, [L] — laisvo ligando konaaaija, [N] — laisvo natyvaus baltymo
koncentracijia ir [NL] — natyvaus baltymo-ligando nkplekso koncentracija.

80 -
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b
o

Fluorescence Intensity
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W o
o o

N
o
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5 pav.Dazo reporterio fluorescencijos priklausorayluo temperairos, tirpale esant baltymo
(°) ir baltymo su ligandue() (Matulis et al, 2005).

IS iSsivyniojimo tranzicijos galima nustatyti baty lydymosi temperata (Tm), kuriai esant
baltymo iSsivyniojimo gZtamoji reakcija yra pusiausvyrosidenoje, o natyvaus ir iSsisukusio
baltymo strukiiry laisvosios energijos yra lygios (5 pav.). Metodasdojamas ne tik baltymo ir
ligando jungimosi konstantnustatymui, jo é&ka galimaivertinti, kokiomis glygomis reikia
laikyti konkrety baltym, kokio pH reikia ji saugoti, koki stabilizatory reikéty pridéti, kad
baltymas islike; stabilus norim laiko targ (Matulis, 2008).
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2. MEDZIAGOS, METODAI, APARAT TURA

2.1 Aparatiira, medziagos, rinkiniai, terpés, buferiniai tirpalai
Aparatira

Darbe naudota aparafira:
0 analitinés svarstylds;
autoklavas;
elektrirg plytel;
fluorimetras ,R-Corbet";
gryninimo sistema ,,AKTA explorer*;
kalorimetras ,Microcal VP-ITC*,
laminarinis boksas;
magnetig maisykek ,BIOSAN*;
maiSykk ,BIOSANY;
pH-metras ,LaboChema’;
poliakrilamidinio gelio elektroforezxs aparatas ,BIO-RAD" ir jo priedai;
purtyklé ,BIOSAN Multi-vortex V-32°
spektrofotometras ,Jenway 6305
spektrofotometras ,NanoDrop*;
Saldoma centrifuga ,Beckmann® (JA — 20 ir JA — d€oriai);
Saldoma mikrocentrifuga ,Eppendorf Centrifuge 5&t%S
termostatas ,Eppendorf TermoStat plus®;

termostatuojama purtykl,LaboChema“;

O O O 0O O 0O O o o o o o o o o o o o

ultragarso Saltinis ,Bandelin Sonopuls” (MS 73 atitg).
Medziagos ir rinkiniali

Naudotos medziagos ir rinkiniai pateikti pagal gamintoja:
0 AG - Scientific. Inc.Radisikolis
0 BioRad:B-merkapto etanolis, glicinas, TEMED,;
o Boehringer Mannheimditiotrietolis;
0

Fermentas: IPTG, molekuling masiy standartai (Protein Molecular Weight Marker

™ ™
SMO0431), GeneJET Plasmid Miniprep Kit, GeneJET;
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0 Fluka: Coomassie Brilliant Blue R-250, N,N‘-metilen-Bisaamidas, NaPO,,
NaH,PO,;

GE HealthcareQ-Sepharose Fast Flow, 6BCL — IDA Ni sepharose,;
Labochemaurg¢ja;

Roche:PMSF;

Roth: akrilamidas, amonio persulfatas, ampicilinas, DM$8 medium (Luria/Miller)

o O O o

terpe;
o Sigma:EDTA, TRIS.

Bakterij y kamienai:

E. coli XL1-blue (Startagene) baktarikamienas (endAl gyrA96 nalR) thi-1 recAl relAl lac
+ q - +

ginv44 F[ =Tnl0 proAB lacl (lacZ)M15] hstl?Q m ))naudotas plazmits DNR

iSskyrimui.

Baltymy ekspresijai naudotas baktarkamiena<. coliBL21 (DES3), kuris turi tokias genetines

charakteristikast. coli, B, F, dcm, ompT, hsdEES(rB , M, ), gal\(DE3)

Genetiniai konstruktai:

PET — 21a/HtpG N ir pET — 21d/HtpG F plaz@sdsukonstruotos Saitamos biochemijos ir

molekulirés biologijos departamente, Japonija (Hitoshi Nakiano
Terpés ir tirpalai
Terpeés:

Agarizuota LB (Miller) terp é: 10 g NaCl, 10 g triptono, 5 g mieliekstrakto ir 15 g agaro
iIStirpinamaviename litre dejonizuoto vandens, pH Autoklavuojama 20 min 121°C
temperairoje.

LB medium (Luria/Miller) mitybin ¢é terpé (sucktis: 10 g/L triptono, 5 g/L mieli ekstrakto ir
10 g/L NaCl). 25 g ters istirpinami 1llitre distiliuoto vandens, pH 7. Alktavuojama 5 min
121°C temperatoje.

S.0.C. mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g miali ekstrakto, 10 mM NacCl, 3,5 mM KCI, 10 mM
MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM gliuk@s. Triptonas, mieli ekstraktas, NaCl ir KCI tirpinami
97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 minl°®2 temperairoje. AtausSinus ki

kambario temperatos, pridedama Mg drugkr gliukozes, pH 7.
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Buferiniai tirpalai ir tirpalai:

Akrilamidas/Bis-akrilamidas 30 %: 29,2 g akrilamido ir 0,8 g N,N‘-metilen-bisakrilaho
iStirpinama nedideliame kiekyje dejonizuoto vandeskiedziama iki 100 ml. Laikomas
tamsiame inde 4°C tempetatje ne ilgiau nei 30 dien

APS 10 %: 100 mg amonio persulfato tirpalo tirpinama 1 mjodezuoto vandens. Ampicilino
tirapalas: 1 g ampicilino tirpinamas 10 ml dejomittuvandens. Tirpalo koncentracija 1,0§/ul.
Bromfenolio melis: 0,05 %.

Elektroforezés buferinis tirpalas (10 karty koncentruotas): 25 mM TRIS, 1,9 M glicino ir 35
mM NDS, pH 8,3 — 8,6 (nekoreguojamas).

IPTG tirpalas: 5 g IPTG tirpinama 21 ml dejonizuoto vandens. dliogkoncentracija 1 M.
Kumasi R-250 dazo tirpalas:0,62 g R-250 istirpinama 113 ml 95 % etanoliodedama 23 ml
ledinés acto figsties. Praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki b0

Pavyzdzio buferinis tirpalas (6 kartus koncentruota). 350 ul 0,5 M TRIS, 50 mg NDS, 46
mg DTT, 150ul glicerolio, pH 6,8.

1,5 M TRIS, pH 8,8: 18,15 g tris (hidroksimetil) aminometano iStirpima 70 ml vandens.
Tirpalo pH koreguojamas praskiesta (3 kartus) dvaskgstimi iki 8,8. Praskiedziama matavimo
kolboje iki 100 ml.

0,5 M TRIS, pH 6,8: 6,0 g tris (hidroksimetil) aminometano istirpinaitl ml vandens. Tirpalo
pH koreguojamas praskiesta (3 kartus) druskiogstimi iki 6,8. PraskiedZziama matavimo
kolboje iki 100 ml.

2.2 Metodai
Baltymo sekos nustatymas
Transformacija | kompetentines (E. coli BL21 (DE3) arba XL1-blue) Igsteles:

1. Paruostos PetrekSteles su agarizuota LB terpe ir ampicilinu (3a9ml) Sildomos 37°C

temperairoje apie 1 val.

2.1100ul kompetenting lasteliy idedama 1L plazmicks ( Jug/ul plazmices).

3. Transformacijos miSinys inkubuojamas 30 minolgdnioje.

4. Vykdomas temperatinis Sokas 90 s 42°C tempednatje, tuomet miSinys greitai perkeliamas
ledo vonj ir ten laikomas 2 min.

5. I reakcijos miSip pridedama 40QuL skystos S.O.C. te#s ir auginama 45 min 37°C

temperailroje termostatuojamoje purtyde 220 aps./min.

23



6. Reikiamas transformupkompetentini lasteliy taris steriliai uzgjamas ant pasildytos Petri

lekSteks. LekStek inkubuojama termostate 37°C tempe@rafe 16 val.

Plazmidinés DNR gryninimas sekoskaitai nustatyti:

Plazmidires DNR iSskyrimui iS E. coli XL1 blue kamieno bakterbiomags naudojamas

™
,GeneJET Plasmid Miniprep Kit* rinkin. Gryninama pagal standaitimprotokoh. DNR

koncentracija nustatoma ,NanoDrop*“ spektrofotometru
Ekspresija, tirpumo patikrinimas ir gryninimas
HtpG N ir HtpG F ekspresija E. coli bakterijy BL21 (DE3) kamiene:

1. LB terg su 50 g/ml ampicilinu uzgama viena kolonija iS transformuotos Petkdteks ir
auginama per nak(16 val.) 37°C temperatoje purtant 250 aps./min.

2. .Naktire kultira pergjamaij naup terpg su ampicilinu (50 g/ml) skiedziant santykiu 1:50.

3. Auginama termostatuojamoje purijie250 aps./min.) 37°C tempeiadje, kol optinis tankis
(A =600 nm) pasiekia ~0,5.

4. Prie$ indukcy paruoSiamas kontrolinis éginys. Paimama 300 phdtely suspensijos,
nucentrifuguojama, supernatantas nupilamas, biériggnama 30ul pavyzdzio buferiniame
tirpale, kaitinama 5minl00°C temperatoje.

5. Indukuojama pridedant 1 mM IPTG. HtpG N biogmasiginama 3 val. 18°C temperaije, 0
HtpG F biomaé& — 20val., tokioje p&oje temperatroje.

6. ParuoSiamas wuislasteks baltymy méginys skiedziant alsteliy suspensj, kad jos optinis
tankis kity lygus kontrolinio #4steliy baltymy méginio optiniam tankiui. Mginys
centrifuguojamas 1 min. 10000 aps./min. greinuogdos tirpinamos 30 pl pavyzdzio buferinio
tirpalo ir pakaitinamas 5 min 100 °C tempaéraje.

7. Bakterijy kultara centrifuguojama 20 min. 6000 aps./min. gteisupernatantas pasSalinamas.
Biomag laikoma -20°C temperatoje.

8. Méginiai (pries indukcy ir po indukcijos) analizuojami NDS-PAAGiGu.
Baltymuy elektroforezeé:

Elektroforez 12 proc. NDS — PAAG , dertiojant baltymo molekules atliekama Lemlio

(Laemlli 1970 m.) metodu. Elektroforezei ruoSiaraligi:
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Apatinis frakcionuojantis 12% gelis:

Virsutinis kzantruojantis 4% gelis:

30% Akrilamidas 2 ml
1,5MTRIS, pH 8,8 1,25 ml
10 % SDS 0,05 ml

H20 1,585 ml

10 % APS 0,025 ml
TEMED 0,0025 ml

30% Akrilamidas 0,335 ml
0,5 M TRIS, pH 6,8 0,686
10 % SDS 0,025 ml

H20 1,5 ml

10 % APS 0,00125 mi
TEMED 0,0025 ml

Paruostas frakcionuojantis gelis pilamas tarp ebdédtezs plokStely (2 stikly) ir
uzsluoksniuojamas vandeniu. Poliarizacijos reakkganbario temperatoje vyksta apie 30
minwiy. Geliui sustingus, vanduo nusausinamas filtriniopipriumi ir uzpilamas
koncentruojantis gelis bgstatomos ,Sukut”. Gelis taip pat stingsta apie 30 min. VirSutimia
geliui sustingus, ploksSted su geliu statomos$ elktroforezs aparaf, iSimamos ,Sukuis”.
Elektroforezs aparatas uzpildomas 1x elektrof@seduferiniu tirpalu.] susidariusius gelio
takeliusjvedami pavyzdziai. Elektroforéazvykdoma 20 mA sraije, kol dazo frontas pasiekia
frakcionuojartio gelio apdia. Gelis dazomas 20 mitiwy, Kumasi dazu.

Tirpi u ir netirpi y baltymy nustatymas:

1. 0,5 g baktenj biomags tirpinama 6 ml ardymo buferiniame tirpale (25 MRRIS pH 7,0, 1
mM B-ME).

2.lvedamas 1 mM PMSF ir maiSoma 1 val. 4°C temjpeoa.

3. Ardoma ultragarsu 10min. kas 60 s darant 6Qtsgukas esant 70 % amplitudei.

4. Lizatas centrifuguojamas 20 min. 20000 aps./greciu 4°C temperairoje.

5. Matuojama supernatanto koncentracija Bradfordtodu.

6. Nuogdos tirpinamos 2 ml 8 M gjos bei matuojamayjkoncentracija Bradfordo metodu.

7. RuoSiami tirpios ir netirpios baltypnfrakcijos ngginiai: i 30 uL baltymo tirpalo pilami 7,5L
pavyzdzio buferio (6 kartus koncentruotoxgmiai kaitinami 5 min. 100°C tempefaoje.

8. Tirpi ir netirpi baltymy frakcijos analizuojamos NDS-PAAGitu.
HtpG N ir HtpG F baltym y gryninimas:
HtpG N baltymo gryninimas:

Biomag (9,8 g) tirpinama ardymo buferiniame tirpale (2Mniris, turincio 0,1 M NacCl ir 20
mM imidazolo, pH 8,0, pridedant ImBtME, 1mM PMSF) maiSant 1 val., 4°C tempéraje.
Ardoma ultragarsu, ledo voregt, 10min., kas 60 s darant 60 s pertegawsant 70% amplitudei.
Centrifuguojama 20 min. 6000 aps./min. gnei
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Supernatantas leidZziamas per 6B — CL IDA chromaitiijgs kolorele (10 ml), su imobilizuotais

+2
Ni jonais, naudojant 25 mM Tris buferitirpala, kuriame yra 0,1M NaCl, 20mM imidazolo ir

1 mM B-merkapto etanolioptME) pH 8,5. Tekjimo greitis — 5 ml/min. Chromatografijos
frakcijos tikrinamos NDS — PAAG, remiantis elektvofgrama bei chromatograma sujungiamos
tikslini baltyma turin¢ios frakcijos. Baltymo tirpalas 18 val. dializuojasn 25mM Tris
buferiniame tirpale pH 7,5, 1M NacCl ir 1 mpAME.

Norint gauti grynesn baltyma, 34 ml baltymo tirpalo leidzZiama per Q — Sepharose
chromatografijos kola#le, kuri pakrauta 10 ml sorbento, naudojant 25 mM,Trini 1 mM p-
merkapto etanolio pH 7,5 bufefirtirpala. Baltymo desorbcijai naudojamas linijinis NaCl
gradientas, pradedant O M ir baigiant 1 M per 1lhkdés tiriy. Frakcijos tikrinamos NDS —
PAAG(sujungiamos tikslinbaltyma turincios frakcijos). Baltymo tirpalas dializuojamas 25mM
Tris buferiniame tirpale pH 7,5, 50mM NaCl ir O, IMnDTT. Gauta 78 mg tikslinio baltymo.
Saugoma -80C tempetiadje.

HtpG F baltymo gryninimas:

18,16 g biomas tirpinama ardymo buferiniame tirpale (25mM Tr,IM NaCl, 20mM
imidazolo, pH 8,0, pridedant 3mM-ME, 1mM PMSF) maisant 1 val.,, 4°C tempéraje.
Ardoma ultragarsu, ledo voregt, 10min., kas 60 s darant 60 s pertegsant 70% amplitudei.

Centrifuguojama 20 min. 6000 aps./min. gnei

Supernatantas leidziamas per 6B — CL IDA chromatitjgs kolorele (15 ml) , su

imobilizuotais Ni+2 jonais naudojant 25 mM Tris bufetitirpala, kuriame yra 0,1M NaCl, 20
mM imidazolo ir 1 mMp-merkapto etanolio pH 8,5, Tgkmo greitis — 5 ml/min. Baltymas
desorbuojamas didinant konkurentinio ligando (immla) koncentracy: nuo 0,02 M iki 0,5 M.
Chromatografijos frakcijos tikrinamos NDS-PAAG iujgngiamos tikslif baltyma turincios
frakcijos. Baltymo tirpalas 18 val. dializuojamas &M Tris buferiniame tirpale pH 8,0, 1 M
NaCl ir 1 mMpB-ME.

23 ml baltymo tirpalo leidziama per Q-Sepharosegtatografijos koloé¢ (15 ml), naudojant
25 mM Tris, turini 1 mM B-merkapto etanolio pH 7,5 bufefitirpala. Baltymo desorbcijai
naudojamas linijinis NaCl gradientas per 10 kélés firiy. Frakcijos tikrinamos NDS —PAAG
ir sujungiamos tikslip baltymy turincios frakcijos. Baltymo tirpalas dializuojamas 25mivis
buferiniame tirpale pH 7,0, 50mM NaCl, 5mM DTT irm& p-ME. Saugoma -80C
temperairoje. Tikslinio baltymo gauta 138 mg.
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HtpG N ir HtpG F jungimosi su slopikliais matavimas
ITK matavimai:

Eksperimentas atliekamas Microcal VP-ITC kalorimetKiuvegs ftiris 1,4ml, Svirksto dris -
250ul. RuosSiami du raginiai po 2 ml: baltymo tirpalas, kuris pilamasiuvet, ir slopiklio

tirpalas, kuriuo uzpildomas Svirkstas.

Naudojamas baltymo ir ligando koncentracgantykis 1:10 ir 1M bei 6 uM koncentracijos
baltymo tirpalas. Toks koncentracigantykis rekomenduojamas tam, kadubgalima iSmatuoti
ir jungimosi ir skiedimosi Silumas, t.y. visi batty aktyvieji centrai turi @iti jsotinami ligandu
mazdaug eksperimento viduryje. Baltymo ir ligandgpalus sudaro vienodos pagallini
medziag koncentracijos: 50 mM fosfatinio arba 50 mM TRIFdyinio tirpalo, 200 mM NaCl ir
2% DMSO.

ParuoStais gyiniais uzpildoma kiuvet ir SvirkStas. Svirkdtagmerkiamasi kiuvet. Prie$
pradedant eksperimenpalaukiama, kol nusistés tiesi bazia linija. Eksperimentuose taikytas
maisSymo greitis 260 aps./min., IS viso — 25-30knj@s, vienos injekcijosiiris 10ul , 0 tarpas

tarp injekcip — 200 s. Eksperimentai atlikti 25°C temparaje.
TPM matavimai:

Ligandas pirmiausia iStirpinamas DMSO, tuomet skiaehas iki norimos koncentracijos i
DMSO galutiniame tirpale (galuitie plokStetje, iSpilius su baltymu) neturitii didesrg nei
2%. Baltymo ir ligando tirpalai ruoSiami atskir&&uoSiamas du kartus koncentruotas baltymo
tirpalas (20uM) fosfatiniame buferiniame tirpale, tutimme 100uM ANS ir 100 uM NacCl.
RuoSiamas du kartus koncentruoti 400, 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5uM, 6,25uM

ir 0 uM koncentraciy ligand; tirpalai, turintys 4 % DMSOL mégintuwelius iSpilstoma po 1@L

du kartus koncentrugtbaltymo ir tam tikros koncentracijos ligando tipaGauti 10 uM
baltymo tirpalai skirtingose pH, turintys 2@, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5uM, 6,25 uM,
3,13 uM ir 0 uM ligando. Matavimai atliekami R-Corbert fluorimefrkeliant temperata 1°C
per minut intervale nuo 25°C iki 100°C.

Duomeny apdorojimas:
Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu gaugzultatai apdoroti Microcal™Origin™v5,0

programa. Terminio poslinkio metodu gauti rezuitaggdoroti ThermoFluor++ 1.4.2 programa.
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3. REZULTATAI IR J U APTARIMAS

3.1 HtpG N ir HtpG F baltymy sekos nustatymas

HtpG N ir HtpG F plazmidzi DNR iSskirta iSE. coli XL1 blue/pET-21a /HtpG N iE. coli XL1

blue/pET-21d/HtpG F kolony panaudojant UAB ,Fermentas* ,,GeneJTlgATPlasmid Miniprep

Kit“ rinkin i. Tikslinio geno seka nustatyta ,BTI Sekvenavimme* naudojant T7-Prom ir T7-
Term pradmenis. HtpG F baltymo seka buvo palygsuaHsp90. seka (6 pav.). Tai buvo
padaryta, norint nustatyti, kiek Sios sekos yra balginés ir ar bus galima HtpG N bei HtpG F
baltymus naudoti tyrimams su Hsp90 slopikliais,i&yorie baltymo jungiasi speciafiniame ATP

jungimosi centre.

HOG-QEWZPE 1 -« - - o e e mai LBoeniTiHTen P i lkks L f8en o v oL K a7
Hepa-P09700 1 MPEETQTODOFPMEEEEVETF AFQAE | AQLMS LI N TFMENK ssDML oI R 60
roc-gsnizrs 48 MvEvaceELEGE IB- oralllTls 1 ororko@xllaBn apElKRY INQVEFEsacofli B 108
Hepa-P0ST00 61 YEBLTDPSKLDSEKELHMNE Pukopr TRTHIVET KADL INNLG T | BKkEe T kaBmE 120
Hio G-GEMZPS 107 KYKG.QP IlHlL-F |l[:- HIE | EIL SYQKGAT F‘VHWTL’:D.PSF ELSEISHT 168
Hepa-POS700 121 ALQA =, v LARME KM TV | KHNDDEQYAWESSAGESIF TYRTD TEERPM 120
HpG-Q5WZPS 167 E T1EnEsBeeL Pafllre L @@t cofmpvElales . - - - oo 208
Hpa-POSTO0 181 & kvilbHlkEpaT ERRNKE | MEKHS 1 s Bl TEF VEKERDKEVSDDEAEEKED 240
FROG-QEMZPE Z0D - « - - -« © o o @ o e e e v B2 flir E s 221
Hepa-P09700 241 KEEEKEKEEKESEDKPE IEDVGSDEEEEKKDGDKKKKKIKI KEKY | DOEE THP TR N 300
HoG-QsuZes 222 acnL KEEDMo rRylverooer@LwvlliLntovevovnevllvFBrLrB- - - -pipLTOGO 277
Hepa-POST00 301 PDD | TNEEMG KSETNDWEDHBAVKHF SVEGQOLEFRALIF VERRABFDLFENRKKKNN 360
HipG-QENZPS 278 F o nafllfvs@H vuERFELPM |BErE vEBRs AB8aorkvrsllacr | AR 337
Hgpa-POSTO0 361 v R RAGE | MBI LiBEvEnF 1 RSl EBIL IEREMEGlos k1 Lkvillr kL viEK: 420
Hio G-G5MZPS 338 GDHLK.YHSQHDQILN IWSDLITFVIFIL’:LNIQKFIEQVKIIIVFHS.ELSI:&TISDH 307
Hepa-P09700 421 LELF TEMAE- DKENMKKF vECF By LB HEBsonBkkLsELEr vy TERsc DEMVE- - - 478
roc-gsvzes 308 6opsoeNwy T THo sl EfncBrrenrvilRcl- - - -Basscaty B r R« LMLDsF 453
HEpa-POSTO0 ATT - « - - - < - - - - - KDMC TRMKENG K- H I BN 1 BeETBovansAF vERL RRH MM 1 EF 524
Hip G-QSWMZIFS 454 SHFISLIEQEYQDURFIHUDAEIDDTLLITIEAE IUDP-ITNKTHSQTLIELFIAAIA 512
oo E

Hspa-F09700 525 EYC KEFEGKTLVEVTKEGEELFPED KKKQEEKERKFENLCK I MED | LEKKYWE 584

HoG-GEWZF? S13 NSRINVIBITES - - - - - - LEDTDASBFPFPAMYLLFERAARRMREMSAFLGQDPANLPD WLLY SGE
Hepa-F09700 585 KWWV ENRBLYWTSPCCIVTETYGWTENMER IMKACELBDNS TG YMAAKKHLEINP 51 1E 644

HoG-QEWZFY 567 NTAHPLWQN - - - - - - - - - ILSBOQGH | -DGEHSPSEAVLAEQLCRHEYDLALMTOQKGFD 616
Hspa-F09700 645 TLROKAEADKNDKSWVEDLY I LIEYETEL GFSLEDPRTHENR I YRMBEKLELE IDEDDPT 704

Hip G-QEMZIPS B17 IEGMKIFIEHSNAVITALTTHQ ------ B35
Hepa-POS700 705 MDD TSMAVTEEMPFLEGDDD TSRMEEWD 732

6 pav. Hsp9@ ir HtpG F sely palyginimas. Mlynai paZzyngétos aminoiigstys identiSkai
sutampa abejose sekose.

Nustatyta, jog HtpG F ir Hsp@(altymy sekos yra tik 24,82% identiSkos¢itau ATP jungimosi
centre yra tik keletas amin@iy, kurios skiriasi:
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Hsp9G Serb52 Asnl106 Lys112 Vall36 His154 Serl64
HtpG F Ala39 Tyr92 Phe98 Leul22 Serl40 Trp150

Visos kitos aminargstys, esatios ATP jungimosi centre, tokios fias. Manoma, jog keleto
aminong&iy skirtumas gali Siek tiek daryttaka jungimosi termodinamikai, &&u nafiralus
(radisikolis) bei sintetinis (ICPD47) Hsp90 slopeklsu HtpG baltymu tuty saveikauti ATP

jungimosi centre.
3.2 Baltymy ekspresijos ir tirpumo patikrinimas

PrieS patikrinant HtpG N ir HtpG F baltynekspresy ir tirpuma apskatiuotos p molekulires
mass, teoriniai izoelektriniai tadkai (pl) bei ekstuijos koeficientai naudojant Sveicarijos
bioinformatikos instituto internetiniame puslappateiktu ,ProtParamirankiu:

HtpG N HtpGF
Molekuliné mag(kDa) 24,9422 73,6682
Teorinis pl 5,10 5,08
Ekstinkcijos koeficientas 17483 64938

Atlikta DNR plazmics transformacija kompetentiq E. coli BL21 (DE3) kultira ir patikrinta
baltymy ekspresija bei tirpumas. Auginimalygos parenkamos tokios, kad baltymatbtirpiis,
ju kiekis hity kuo didesnis ir baltymaitby kuo stabilesni. Tad iki indukcijos IPTG buvo
auginama 37°C tempefabje, o pasiekus 0,5.(= 600 nm) optiptank pridedama 1 M IPTG
(galutire jo koncentracija 0,1 mM) ir auginama 3 val. 18®nperairoje. HtpG F baltymo
biomag po indukcijos auginama 3val. ir 20val., jogtip galimaivertinti, kuriuo pasirinktu tdu

baltymo ekspresija yra geresn
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7 pav.-Hth N ir HtpG F baltym ekspresijos ir tirpumo patikrinimas NDS-PAAG, augihE.
coli BL21 (DE3) kamiene. M — baltymdydZzio standartas SM0431; 1, 2 — HtpG N tirpi itimpe
frakcijos; 3, 4 — HtpG N ®giniai po ir pries indukcy; 5, 6 — HtpG F tirpi ir netirpi frakcijos; 7 —
HtpG F neginys po 20val. indukcijos; 8 — HtpG Féginys po 3val. indukcijos; 9 — HtpG F
méginys pries indukcy.

IS 7 paveikslo galime teigti, jog auginant HtpG &tymo biomas indukcija geriau atlikti 20val.
Taipogi, i5 NSD — PAAG rezultatmatyti, jog pET-21a /HtpG ir pET-21d /HtpG F pladés
ekspresuoja tikslinius baltymus, kirekspresijos lygis ir tirpumas yra pakankami, nioatikti

tolimesnius tyrimus.
3.3 HtpG N ir HtpG F baltymy gryninimas

Biomas suardyta ultragarsu, didesdalis baltymo gauta netirpioje frakcijoje (7 pakadangi

+2
baltymas tugjo heksahistidino uodétg, grynintas naudojant Njony chromatografia kolorele

ir Q-Sepharose jan— main kolorelg, norint pasiekti didegngrynuma bei sukoncentruoti

baltyma. Metalochelatigje chromatografijoje gveika tarp baltym ir sorbento vyksta susidarant

koordinaciniams rySiams tarp sorbento ligando swbilizuotais Ni+2jonais ir baltyny
heksahistidino uodeéfiy. Baltymai desorbuojami leidziant imidazolo (kon&ntinio ligando)
gradieng (0,02 — 0,5M). Eliucija atliekama nek&nt pradinio buferinio tirpalo pH. Remiantis
chromatogramomis (8 pav.) bei elektroforegramorfipdv.) sujungiamos frakcijos, tuéins
didZiauss tikslinio baltymo koncentracij(HtpG N — 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 fijalsc

o HtpG F — 37, 38, 39, 40, 41, 42 frakcijos).
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8 pav. Chromatogramos gautos gryninant HtpG N (A) ir HtB@) Ni jony chromatografine
kolorgle.

M 10 11 12 131415 16 17 18 M
116.0! - - : 116.0
66.2} & 66.2
45.0{' ¥ a 450
350 35.0
250 W= 250
18'4'-_*'*""";’“ - 18.4

metodu rezultatai NDS-PAAG. M — baltymndydZio standartas SM0431; 1,18 — baltym
méginiai prie$ gryninim; 2, 17 — nesisorbavusios baltyrfrakcijos; 3 — 9 ir 10 — 16 — baltym
frakcijos po gryninimo.

Norint pasiekti didesn grynuma ir sukoncentruoti baltymy apjungus frakcijas, turémas
didZiausi tikslinio baltymo koncentracij leidZziama antroji jom mainy chromatografijos
kolor¢lé (Q-Sepharose jan- main; kolorélé). Baltymas desorbuojamas didinant priesjonio
(NaCl) koncentracyj (0 — 1 M). Sujungiamos frakcijos, tutinos didZiausi tikslinio baltymo
koncentraci (10 ir 11 pav.). Baltymai gauti su nezymiomis pr&somis.
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10 pav.Chromatogramos gautos gryninant HtpG N (A) ir HipB) Q-Sepharose jan main
kolorgle.

116.0 116.0

-". — 450
45.0 _— 35.0

350 . 250

%0 — () 4 ¢ @ @) @ w

18.4 Yi— R A B 144
11 pav. HtpG N (A) ir HtpG F (B) gryninimo Q-Sepharose jpR main; chromatografijos
metodu rezultatai NDS-PAAG. M - baltymdydzio standartas SM0431; 1,16 — baliym
méginiai po pirmojo gryninimo; 2 — 9 ir 10 — 15 — hathy frakcijos po gryninimo.
HtpG N ir HtpG F baltymai yra nestaivd, kadangi HtpG N pavirSiuje turi 2 Cys, o HtpG F 7
Cys, kurie gali oksiduotis esant deguonies arbankitoksidatoriui ir sudaryti disulfidinius
tiltelius tarpusavyje arba su kito baltymo moleaisulpavirSiuje esatmis Cys. ligiau laikant
kambario ar net 4°C tempetiabje jie gali iSssti | nuogdas. Todl laikomi -80°C temperaroje,
HtpG N - 25 mM Tris pH 7,5, 50 mM NacCl ir 0,1 mM DTiirpale, o HtpG F 25 mM Tris
buferiniame tirpale pH 7,0, 50 mM NaCl, 5 mM DTT3imM -ME.
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3.4 HtpG N ir HtpG F jungimosi su slopikliais matavimas taikant izoterminio titravimo
kalorimetrij a

Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu buvamatuota iSsikirianti Siluma jungiantis HtpG
N ir HtpG F baltymams su komerciniu (radisikoliukintetiniu (ICPD47) slopikliais. Jungisis
tirtas 0,05 M Tris ir 0,05 M fosfatiniame buferioise tirpaluose, esant skirtingoms pH
reikSmems (6,0;7,0;8,0), 25°C laipsntemperairoje. 12 paveiksle pavaizduotogdingos ITK

metodu gautos kreég, jungiantis HtpG N su ICPDA47 fosfatiniame bufenine tirpale.

cal/sec

Ieaidedf ngciont

.
ez diecst
——
g e
b
.

12 pav. ITK metodu gautos HtpG N jungimosi su ICPD47 foisiame buferiniame tirpale
kreivés, esant skirtingoms pH reikéms. A paveikslas — duomenys gauti, kai pH 6,0; B
paveikslas — pH 7,0; C — pH 8,0. VirSuje pateiktipniai duomenys, o ag#je integruotos
kreives. K(A)>K(B)>K(C).

Kitame paveiksle (13 pav.) pateikiamos ITK krsygautos jungiantis HtpG N su ICPD47 Tris
buferiniame tirpale esant skirtingoms pH reikéns.

0 4 0 e 7 8 90 2 0 4 o
Time (min) Time (min)

o s
Time (min)

bz efirfar
ek finecar
it f st

13 pav.ITK metodu gautos HtpG N jungimosi su ICPD47 Tigeriniame tirpale kreis, esant
skirtingoms pH reikSgms. A paveikslas — duomenys gauti, kai pH 6,0; Bepeslas — pH 7,0;
C — pH 8,0. VirSuje pateikti pirminiai duomenysapaioje integruotos kreis.
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Remiantis grafikais (12 ir 13 pav.) galima teigtig HtpG N jungimosi su ICPD47 (slopiklis
susintetintas Biotechnologijos instituto Biotermmainikos ir vaisi tyrimo laboratorijoje)

jungimosi konstantos skirtingos, esant tontiga pH reikSném skirtinguose buferiniuose

tirpaluose. 14 paveiksle pavaizduotos ITK metodutgs HtpG N jungimosi su radisikoliu

kreivés fosfatiniame buferiniame tirpale, o 15 paveikslEris buferiniame tirpale.

chued st

Yok ezt

scabmoe f ngotet

14 pav.ITK metodu gautos HtpG N jungimosi su radisikolasfatiniame buferiniame tirpale
kreivés, esant skirtingoms pH reikéms. A paveikslas — duomenys gauti, kai pH 6,0; B
paveikslas — pH 7,0; C — pH 8,0. K(A)>K(B)>K(C).
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15 pav.ITK metodu gautos HtpG N jungimosi su radisikdinsfatiniame buferiniame tirpale
kreivés, esant skirtingoms pH reikéms. A paveikslas — duomenys gauti, kai pH 6,0; B

paveikisas — pH 7,0; C — pH 8,0.

Baltymo jungimosi ITK metodu su slopikliais paranaétpateikti 1 lentefje. Remiantis jais

galima teigti, jog HtpG N su ICPD47 geriausiai jiagy, kai fosfatinio buferinio tirpalo pH 6,0,

o Tris buferinio tirpalo pH 7,0. Tas patgstiingumas pastebimas ir baltymui jungiantis su

radisikoliu. Taip pat iS gautduomem galime teigti, jog HtpG N su sintetiniu slopikliGPD47

34



