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1. [VADAS

1.1 Reptinir Agr2

Zmogaus baltymas Reptin (dar zinomas RuvBL2 pavadinimu), pasizymintis ATPaziniu ir
DNR helikaziniu aktyvumu, ijeina i histony acetilinimo ir antrosios RNR polimerazés kompleksy
sudéti, bei sudaro stabilius kompleksus su jvairiais baltymais, vienas i§ kuriy yra p53. Kitas
baltymas su kuriuom Reptin sudaro stabily kompleksa yra Agr2. Biologinés jo funkcijos néra iki
galo aiskios, taciau yra zinoma, kad sis baltymas gali inhibuoti p53. Dél Reptin ir Agr2 saveikos su
p53 jie gali bati potencialas vézio terapijos taikiniai. Darbo tikslai bakalaurinio darbo metu:

IStirti Siy baltymy saveikasin vitro ir in vivo.
Charakterizuoti Reptin stabiluma esant jvairiems reagentams ir buferiams terminio poslinkio

metodu

1.2 Siluminio $oko baltymas 90 (Hsp90)

Hsp90 yra ATPazinj aktyvuma turintis Saperonas, kuris yra labai smarkiai ekspresuojamas
soko salygomis ir vézinése lastelése, kurioms jis yra gyvybiskai svarbus. Tuo tarpu normaliose
lastelése jis yra gerokai maziau svarbus. [rodyta, kad inhibavus jo ATPazinj aktyvuma, vietoj to,
kad padéty kitiems baltymams susisukti jis skatina ju ubikvitinizavima ir skaidyma proteosomose.
Dél iy priezastiy jis yra lailkomas vienu i$ geriausiy priesvézinés terapijos taikiniy. Hsp90 susideda
i$ trijy domeny: N, kuris pasizymi ATPaziniu aktyvumu ir yra atsakingas uz dimerizacija; M, per
kuri vyksta saveika su jo aptarnaujamais baltymais ir C, kuris taip pat atsakingas uz dimerizacija.
Darbo tikslai bakalaurinio darbo metu:

Klonuoti Hsp90 C terminalinio domeno gena
Charakterizuoti Hsp90 C terminalinio domeno ir Hsp90 MC fragmento stabiluma esant
jvairiems reagentams ir buferiams terminio poslinkio metodu

Istirti Hgp90 C terminalinio domeno ir Hsp90 MC fragmento jungimasi su slopikliais.



2. LITERATUROS APZVAL GA

2.1 Reptin apzvalga

Reptin yra evoliucijos eigoje konservatyvi AAA™ baltymy superseimai priklausanti DNR
helikaze, turinti du (Walker A ir Walker B) ATP surisimo ir hidrolizés motyvus ir linkusi tirpale
formuoti heksamerus. Yra parodyta, kad Reptin yra batinas mieliy, Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster ir Xenopus laevis gyvybingumui (Jha et al, 2009), bei Danio regio Sirdies
formavimuisi embroninéje stadijoje (Rottbauer et al, 2002). Nors jo molekuliniai veikimo
mechanizmai néra isaiskinti, yra zinoma, kad Reptin yra batinas daugeliui organizmams svarbiy
procesy. Reptin jeina { INO80 ir SWR1 chromatino permodeliavimo kompleksus, Tip60 histony
acetilinimo kompleksa, bei kitus panasius chromatino modifikacijos kompleksus, o tai rodo, jog
Reptin dalyvauja jvairiy baltymy transkripcijos epigenetinéje reguliacijoje (Gallant, 2007). Taip pat
buvo parodyta, kad Reptin jeina i telomerazés komplekso atvirkstinés transkriptazés komponento
sudétj, nors kol kas jo funkcija ten siuo metu yra neaiski (Baek, 2008). Be to, Reptin yra stipriai
ekspresuojamas vézinése kepenu, slapimo paslés, odos (Huber et al, 2008), bei skrandzio (Li et al,
2010) vézinése lastelése. Nors Reptin néra stipriai ekspresuojamas visose vézio rasyse, taciau stipri
jo ekspresijadazniausiai koreliuoja su prasta pacienty isgyvenamumo prognoze (Huber et al, 2008).
Lastelei esant hipoksinése salygose yra skatinamas Reptin metilinimas ties 67 lizinu ir §i metilinta
Reptin forma slopina hiposinio soko atsaka lastelése (Lee et al, 2010), o tai yra labai svarbus faktas
turint omenyje, kad vézinés lastelés daznai ir yra hipoksinése salygose. Dar vienas onkogeninis
procesas, kuriame dalyvauja Reptin SUMOilinimas. SUMOilintas Reptin paleidzia signala, kuris
slopina KAI1, vieno pagrindiniy metastazavimo supresoriy, transkripcija ir taip skatina véziniy
lasteliy invazija (Baek, 2006). In vitro vézinése lastelése sumazinus Reptin koncentracija, naudojant
antiprasming RNR, buvo sustabdytas lastelés ciklas ir indukuota apoptozé (Ménard et al, 2010).

Visi Sie faktal rodo didziule Reptin svarba tiek normaliai vystantis organizmui, bei normaliai
funkcionuojant sveikoms lasteléems, tiek vézinése lastelése. Dél Siy priezastiuy Reptin gali bati
potencialus priesvézinés terapijos taikinys. Be to, kadangi Reptin dalyvauja epigenetiniame
reguliavime ir yra telomerazés komplekso dalis, jo tyrimai gali suteikti naujy ziniy apie senéjima ir
kitus lastelése vykstancius procesus.



2.2 Hsp90 apzvalga

Siluminio soko baltymas 90 (Hsp90) yra evoliuciskai konservatyvus molekulinis $aperonas,
zmoguije turinti dvi citozolines izoformas (Hsp90a ir Hsp90p), kurios abi fiziologinémis salygomis
tirpale egzistuoja dimerinéje formoje. Normaliose lastelése Hsp90 sudaro apie 1 - 2% visy lastelés
baltymu ir yra batinas visy eukariotiniy organizmu gyvybingumui, kadangi padeda daugeliui labai
svarbiy baltymy (tokiy kaip kinazés, transkripcijos faktoriai, tubulinas, aktinas, NO sintazé) igyti
natyvias konformacijas. Streso salygomis ir vézinése lastelése Hsp90 ekspresija padidéja kelis
kartus.

Hsp90 turi labai aiskiai apibrézta domening struktita, sudaryta i N, M ir C domeny. N
domenas pasizymi ATPaziniy aktyvumu ir per lanksty, nestruktarizuota jungtuka yra sujungtas su
M domenu. M domenas kartu su C domenu yra atsakingas uz saveika su aptarnaujamais baltymais.
C domenas taip pat yra atsakingas uz Hsp90 dimerizacija(Richardson et al, 2011). Kaip ir dauguma
kitu molekuliniy saperony, kad padéty kities baltymams jgauti ir/ar palaikyti natyvia konformacija
jis naudoja ATP hidrolizés energija. Vieno hidrolizés ciklo metu, vykstant griztamiems
konformaciniams poky¢iams, hidrolizuojamos dvi ATP molekulés. (Hahn, 2009)
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2.1 pav. Hsp90 ATP hidrolizés ciklas (adaptuotais Hahn, 2009)



Dvi ATP molekulés jungiasi prie atidarytoje konformacijoje esancio dimero N domenuose
esanciy jungimosi kiseniu. Prisijungus ATP "dangti" sudaranti kilpa pasisuka mazdaug 120 laipsniy
ir uzdaro ATP jungimosi kiseng. Tai paskatina N terminaliniy domenuy asocijacija ir tolesnius
konformacinius pokycius po kuriy Hsp90 pereina | uzdaryta konformacija. Tuomet jvyksta ATP
hidrolizé ir Hsp90 grizta i atidaryta konformacija, kad cikla galima baty kartoti is naujo. (Hahn,
2009) Tam, kad Hsp90 atlikty savo funkcija yrareikalinga visa eilé kosaperony.
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2.2 pav. Hp90 ir kosaperonu komplekso veikimas (adaptuota is Mahalingam et al, 2009)

Baltymas, kuriam reikia igyti natyvia konformacija jungiasi prie kosaperono Hsp70 ir jo
kofaktoriaus Hsp40 komplekso, sujungto per adapterini baltyma HOP. Sis kompleksas pakrauna
baltyma | atidarytoje konformecijoje esantj Hsp90. Prie H5p90 jungiasi kofaktorius Ahal, kuris
skatina Hsp90 ATPazini aktyvuma. Su Hsp90 suristos ADP molekulés pakeiciamos | ATP
molekules. [vyksta konformaciniai pokyciai, kuriy metu baltymui padedama igyti natyvia
konformacija. Tuo pat metu prie komplekso prisijungia CDC37 ir p23. ATP hidrolizuojama ir
natyvus baltymas difunduoja is komplekso. Jei Hsp90 negali hidrolizuoti ATP (vietoj ATP yra
prisijunges slopikli), baltymas yra ubikvitilinamas ir nukreipiamas | proteosoma degradavimui.
(Mahalingam et al, 2009)

Kadangi Hsp90 yra stipriau ekspresuojamas vézinése lastelése, nei normaliose, bei didelé
dalis jo baltymy klienty yra onkogeniniai, Hsp90 yra laikomas vieny i$ geriausiy priesvézinés
terapijos taikiniy (Allegraet al, 2011).
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2.3 pav. Hp90 slopikliy struktiiros

Vienas pirmyjy atrasty Hsp90 dopikliy buvo gamtinis junginys geldanamicinas. Taciau
nepaisant jo priesvézinio poveikio jis negali bati talkomas terapijoje dél savo cititoksiskumo. Vis
délto jo pagrindu buvo sukurti analogiski inhibitoriai, pasizymintys mazesniu citotoksiskumu. Kita
didelé Hsp90 slopikliu grupé buvo sukurta radicikolio pagrindu. Nepaisant skirtingos struktiiros, abi
Sios grupés jungiasi prie Hsp90 N domene esan¢ios ATP kisenés ir slopina jo ATPazinj aktyvuma.
Taip pat yra sukurat daug kitokiu stuktiary dopikliy, taciau dalies ju veikimo mechanizmai yra
neaiskas, nes neaisku ar jie jungiasi N domene ir slopina ATPazinj aktyvuma, ar veikia kitaip.
(Janin, 2010) Vienas tokiy junginiy yra novobiocinas, silpnu priesvéziniu aktyvumu pasizymintis
antibiotikas. (Radanyi et al, 2009) Nustatyta, kad jis jungiasi Hsp90 C domene, todél jo
mechanizmas negali biti toks pat, kaip slopikliy besijungianc¢iy prie Hsp90 N domeno.



2.3 Terminio poslinkio metodo apzvalga

Vienas patogiausiy metody matuoti baltymo stabiluma terminio poslinkio metodas.
Pagrindiniai jo privalumai yra galimybé vienu metu tirti daug méginiy (priklausomai nuo aparato
méginiy skaicius gali siekti kelis simtus vienu metu) ir mazas reakcijos tiris (dazniausiai apie 20
ul). Siuo metodu terminis baltymo stabilumas matuojamas netiesiogiai. | reskcijos misinj yra
pridedama dazo, kuris vandeninéje aplinkoje fluorescuoja labai silpnai, o hidrofobinéje aplinkoje -
stipriai. Reakcijos misinj i§ leto sildant (1 °C per minute) baltymas issivynioja ir i tirpala atveria
savo hidrofobines zonas, prie kuriu jungiasi dazas. Matuojant fluorescencijos intensyvuma
gaunamos baltymo denatiiracijos kreiveés.
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2.4 pav. Tipiskos baltymo denatiiracijos kreivés gautos termminio poslinkio metodu (Matulis, 2008)

2.4 pav. parodytos kreivés gautos matuojant antrosios jaucio karboanhidrazés fluorescensija.
Matavimui kaip dazas naudotas anilinonaftalino sulfonatas (ANS). Kadangi sio dazo fluorescencija
mazéja keliant temperatiira pradzioje fluorescensijos intensyvumas po trututj mazéja. Kai vyksta
baltymo denaturacija ir jis issivynioja, atsiveria pasléptos baltymo hidrofobinés zonos, prie kuriy
jungiasi ANS. Tada labai sustipreja jo fluorescencija. Pilnai denattravus baltymui pasiekiamas
fluorescencijos maksimumas, o toliau keliant temperatira fluorescencija vél ima silpnéti. (Matulis,
2008)
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2.4 Baltymo terminio destabilizavimo ligandais modelio apzvalga

Ligandas gali tipriau jungtis prie baltymo natyvioje konformacijoje arba prie baltymo
denatiiruotoje konformacijoje. Kai ligandas jungiasi stipriau prie natyvioje konformacijoje esancio
baltymo, baltymas yra termiskal stabilizuojamas. PrieSingu atveju baltymas yra termiskai
destabilizuojamas. Baltymo jungimasj su ligandu galima pavaizduoti schema:

F K
[UL] — Ul+ll] =———= IN+[] —~—— [NL]
Koy Ky

Cia[UL] yra natyvaus baltymo ir ligando komplekso koncentracija, [U] yra laisvo natyvaus
baltymo koncentracija, [L] yra laisvo ligando koncentracija, [N] yra laisvo denatiiravusio baltymo
koncentracija, o [NL] yra denatiravusio baltymo ir ligando komplekso koncentracija. Ky yra
pusiausvyros konstanta aprasanti baltymo denatiravima, darant prielaidas, kad baltymas
denatiiruoja tik nesusirises su ligandu ir yratik baltymo konformacijos. Ky isreiskiamas:

U]

Ky = W] D

Kpn ir Kpy atitinkamai yra ligando jungimosi konstantos prie natyvaus ir denatiiravusio

baltymo:
_ [NVL]
Ko = ?
_ [z
Ky = m 3

Pagal masés tvermeés désnj, sumings baltymo (P,) ir ligando (L) koncentracijos yra:
P, = [N] + [U] + [NL] + [UL] (4)
L, = [L] + [NL] + [UL] (5)

Denatiiravusio baltymo dalis tirpale gali bati isreiksta kaip:

Ul + [UL]

fo="

(6)
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15 (1) - (6) lyg¢iu gaunama suminés ligando koncentracijos israiska kaip fy, P, Ku, Kon ir Kpy
fukcijos:

(7)

LI_U,L[+KU(}¢L[1))X(P.(KbN+KbuKu)+ 1 )

Ky(Koy —Kin)  KuKou —fu(Kon + KouKy)

Sia lygti galima supaprastinti darant prielaida, kad kai temperatira yra lygi baltymo

denatiiracijos temperatiirai, denatiiravusio baltymo tirpale yralygi pusai (fy = 0,5):

By K + K K 1
L1 i 54 ( BN T, WUTm B UTw ) (8)

2 KU_T,“ (KbU_Tm L KbN_Tm ) KU_T,“ KbU_Tm B KbN_Tm

Prierasas T, prie konstanty reisia, kad tai yra atitinkama konstanta, tirpalo temperatira yra
lygi baltymo lydimosi temperatiirai.

Norint rasti rysj tarp ligando koncentracijos ir baltymo denatiiracijos temperatiros, reikia
isreiksti pusiausvyros kosntanty priklausomybe nuo temperatiiros per termodinaminius parametrus.
Darant prielaida, kad jungimosi su ligandu ir baltymo denatiracijos siluminés talpos yra
nepriklausomos nuo temperatiiros, baltymo denataravimo pusiausvyros konstanta yra lygi:

KU - (}—AL’GT;"RT - 6,_(AUHT_TAL'ST]J;'RT . (,_(AL'HTr + QIJCP (T—Tr]—T(AL'ST[ i} AI:Cpll’l(TfTr]))/RT (9)

Cia AuGr, AuHT, AuSr ir AyC, atitinkamai yra baltymo denatiiracijos laisvosios Gibso
energijos, entalpijos, entropijosir siluminés talpos pokyciai, 0 R yra universalioji duju konstanta. T,
yra palyginamoji temperatiira, lygi baltymo denattiravimo tempatiirai, kai tirpale néra ligando.
Atitinkamali gaunamos ir ligando jungimosi prie natyvaus baltymo, bei ligando jungimosi prie
denatiiravusio baltymo jungimosi konstantu priklausomybés nuo temperatiiros per termodinaminius
parametrus:

R o~ 2NGT/RT _ —(ApHr —TApS1)/RT - {j_(gthT{] + ApNCp(T—To)—T (Apn Sty + A Cpln(T/Tp) ) ) / RT (10)
Big— {,*AhL‘UT;"RT _ (;(Ahuf'{T*Ti\hl;bT EE, E,—(Ah[;HT{] i} Ahl;Cp(T—T{J'-T(AhL'ST{] 0 Ahl:Cpln(T;’T{J]))/RT (11)

Istacius (9) - (11) lygtisi (8) lygti, gauname:

» (l o (BB, + 80 G (T —T,)~Tin (AuS, +20Cp T /T 'w‘))/mm)

(12)

. A 3\ /
[P r(Amwnr“ubm:T.., ~To)~Ta { AuS,y +AnCpln( T / To)) ) /RTun 4 o (st +800Co (T —To)~Ton (A4 S1, + A4 Coln(Tin fT.u))/ RTu ,—( 8y Hr, +30Cp(Tn—T:) T (S Sr, +AuCpIn(T/Tr) ) ) / RTon
i
[“J
€
‘,

L,
74

,—(AL-H'T‘ +AyCp(Tm—T: J—Tm(-\l,-s'n +AyCplIn(Tp /Ty J) )/RTm (E’_ (-\NIHT“ +Apu Cp (T —Tp ) —Tm (-\mls'r,, +ApyCpln(Tm E'Tt)J)),/RTuxx L (-\mﬂinJ + 8N Cp (T —To)—Tm (thST,) *i\hNCpklle-"TuJ))/RTm)

1
o o \ /
E (A0 B, + A0 Gy (Tw—T) T (AuSt, +AUCIN(Tm/Tr)) ) /RTim 3 ( AwuHry +AbUCp(Tm—To)—Tm (At Sty +ApuCpln(Tm /Tg) ) ) /RTw i (_\.m Hr,) +ApNCp(Tm —To)~Tm (.«.m Sty +A6N CpIn(Tm /To) ) ) /RT.“



Sia lygti galima supaprastinti padarius prielaida, kad ligandas daug stipriau jungiasi arba prie
natyvios, arba prie denatiruotos baltymo formos. Kadangi nagrinéjamas baltymy terminés
destabilizacijos modelis, daroma antroji prielaida. Tuomet galima teigti, kad Kpu>>Kpy ir
KuKpu>>Kn. Padarius Sia prielaida (8) lygtis supaprastéjaiki :

fy—sfl 8 )P‘+ = 13
- 2 T — (13

O (12) lygtis supaprastéja iki:

L = (1 _ C—(AL-]'[Tr +AyCp(Tm—Te)~ T ( Ay Sy, + Al;Cpln(Tm,"T,))/RTm> (14)

P, . 1
2 ()—(AUHT, + Ay Cp(Tin—Ty)=Tin ( Ay S, O—AL—Cpln(Tm;’T,'I))/R'Tm & (ApuHry, + Ay Cp(Tim=To) =T ( 151, rAhL—Cpln(Tm,e’T(,'\))/RT,“

X

Tiek (12), tiek (14) lygtys yra transendencinés T, atzvilgiu, tafiau ja galima panaudoti
baltymo jungimosi su ligandu konstantai nustatyti keic¢iant parametrus, kad pagal (14) lygti gauta
kreivé kuo geriau atitikty eksperimentinius duomenis. (Cimmperman et al,2008)
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3. METODAI

3.1 Biomasés auginimasir baltymy ekspresija

I skysta LB terpe su ampicilinu (100pg/ml) uzséjama viena transformuota E. coli BL21 (DE3)
kolonija ir auginama per naktj 37°C temperatiroje purtant. Si naktiné kultiira skiedziama 50 karty
Sviezia LB terpe ir auginama 37°C temperatiroje kol ji pasieks 0,4 - 0,6 optinj tanki, ji matuojant
prie 600 nm bangos ilgio. Tada baltymo ekspresija indukuojama pridéjus 1 mM IPTG (kai buvo
transformuota pDest15-Reptin) arba 0,02% arabinozés (kai buvo tranformuota pDest17-Reptin) ir
bakteriju kultdra auginama dar 3 valandas 20°C tempetararoje. Terpé centrifiguojama 6000
apsisukimy per minute greiciu 15 minuciy (Beckman centrifiga, JA10 rotorius). Supernatantas
pasalinamas, 0 biomasé uzsaldoma-20°C temperatiiroje.

3.2 Biomasés ardymasir baltymy tirpumo tikrinimas

Biomasé resuspenduojama ardymo buferyje ir ardoma ultragarsu 10 minuciy, 1 minutés
impulsais, tarp kuriy daroma 1 minutés pertrauka. Biomases lizatas centrifiiguojamas 20 minuciy
20000 apsisikimy per minute greiciu (Beckman centrifiga, JA20 rotorius). Supernatantas
atskiriamas nuo nuosedy ir imamas jo méginys SDS - PAGE elektroforezei. Netirpi frakcija 1
valanda maisant tirpinama 6 M karbamido tirpale. Istirpinus imamas méginys NDS - PAAG
elektroforezei. Atliekama elektroforezé.

3.3 GST - Reptin baltymo gryninimas

Biomasé (bakterijos buvo transformuotos plazmide pDest15-Reptin) ardoma ardymo buferyje
(50 mM Tris-HCI pH 8,0; 10% sacharozés; 0,4 M NaCl, 0,5% Triton X100; 1 mM DTT; 1 mM
benzamidino; 1 mM PMSF). Nucentrifagavus lizata, | supernatanta pridedama 0,5 ml GST granuliuy
ir 2 valandas svelniai purtoma 4°C temperatiroje. Lizatas centrifiguojamas 1 minute prie 400 g 4°C
temperataroje. Supernatantas pasalinamas, o granulés du kartus plaunamos 10 ml didelio
druskingumo buferio (20 mM Hepes pH 7,5; 1 M NaCl; 1 mM DTT; 1 mM benzamidino), du
kartus 10 ml mazo druskingumo buferio (20 mM Hepes pH 7,5; 50 mM NaCl; 1 mM DTT; 1 mM
benzamidino) ir viena karta 10 ml galutiniu buferio ( 50 mM TrissHCI pH 8,0; 1 mM EDTA; 120

mM NaCl; 1 mM DTT) kiekviena karta resuspenduojant buferyje, 5 minutes svelniai purtant 4°C
14



temperataroje ir 1 minute centrifiguojant prie 400 g 4°C temperaturoje. Tada granulés
resuspenduojamos 1 ml galutinio buferio, pridedama 15 pl proteazés K ir inkubuojama 90 minuciy
4°C temperataroje Svelniai purtant. Buferis centrifiguojamas 2 minutes prie 400 g 4°C

temperatiroje, surenkamas supernatantas ir uzsaldomas -80°C temperatiroje.

3.4 Poli - His Reptin gryninimas

Biomasé (bakterijos buvo transformuotos plazmide pDest17-Reptin) ardoma ardymo buferyje
(50 mM TrisHCI pH 8,0; 10% sacharozés, 0,4 M NaCl; 0,5% Triton X100; 2 mM
merkaptoetanolio; 1 mM benzamidino; 1 mM PMSF). Lizatas uzneSamas ant kolon¢lés, uzpildytos
IDA-Sefaroze, kuri buvo pries tai pakrauta nikelio jonais, leidziant per ja NiCl, tirpala ir
nupusiausvyrinta gryninimo buferiu (toks pat kaip ir ardymo, tik be benzamidino, PMSF ir su 0,1%
Triton X100). Nuo kolon¢lés baltymas atkabinamas naudojant linijini 6 kolonélés tariy imidazolo
gradienta nuo 0,1 M iki 1M, tokiame paciame buferyje, kokiame buvo vykdomas lizavimas, tik be
benzamidino ir PMSF. Frakcijos tikrinamos leidziant NDS-PAAG elektroforezg. Frakcijos, kuriose
yra Reptin apjungiamos, 4 valandas dializuojamos pries buferi sudaryta is 25 mM Tris-HCI pH 8,2;
0,1 M NaCl; 10% sacharozé¢ ir 2 mM merkaptoetanolio, steriliai ispilstomos mazais tariais ir

uzsaldomos -80°C temperatiiroje.

3.5Hsp90M C ir Hsp90C gryninimas

Biomasé (bakterijos buvo transformuotos plazmide pET-15b-Hsp90MC) ardoma ardymo
buferyje (25 mM Hepes pH 7,5; 5% glicerolio; 0,1IM KCI; 2 mM merkaptoetanolio; 0,08 M
imidazolo; 1 mM PMSF). Gryninimas vykdomas taip pat, kaip poly - his Reptin, tik naudojamas
imidazolo gradientas nuo 0,08 M iki 0,7 M ir apjungtos frakcijos per naktj dializuojamos pries
buferi sudaryta i 25 mM Hepes pH 7,5; 1 mM EDTA; 5% glicerolio; 0,1% merkaptoetanolio.
Kadangi baltymas po vienos kolon¢lés dar néra grynas, jo tirpalas uzneSsamas ant kolonélés
uzpildytos DEAE-Sefaroze, kuri pries tai buvo nupusiausvyrinta gryninimo buferiu (toks pat kaip
dializés, tik be EDTA). Nuo kolonélés baltymas atkabinamas naudojant linijini NaCl gradienta nuo
0 M iki 0,4 M. Frakcijos, kuriose yratikslinis baltymas apjungiamos ir per nakti dializuojamas pries
buferi sudaryta i§ 25 mM Hepes pH 7,2, 50 mM NaCl; 2 mM DTT, steriliai ispilstomos ir
uzsaldomos -80°C temperatiroje. Hsp90C gryninamas per viena IDA-Sefaroze uzpildyta kolonéle
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(antros kolonélés nereikia), taip pat kaip ir Hsp90MC, tik néra naudojamas merkaptoetanolis ir |
ardymo buferi pridedama 1% Triton X100, kad padidinti baltymo tirpuma.

3.6 ELISA

I kiekviena 96 sulinéliy lékstelés sulinéli ( maksimalus taris 200 pl) jpilama po 50 pL 0,1 M
NaHCO; buferio (pH 8,6), kuriame yra 100 ng baltymo. Lékstele laikoma per nakti 4°C
temperataroje. Lékstelé plaunama 6 kartus 200 pl PBS buferio (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1
mM  NaHPO42H,0; 1,76 mMKH,PO4 pH 7,4), kuriame yra 0,1% Tween-20. Batymu
nepadengtos vietos blokuojamos jpilant i kiekviena sulinéli po 200 ul PBS, kuriame yra 0,1%
Tween-20 ir 3% BSA ir lalkant 1 valanda kambario temperataroje. IS sulinéliy pasalinamas
blokavimo buferis ir jpilamas antrojo baltymo tirpalas blokavimo buferyje ir kambario
temperataroje inkubuojama 1 valanda. Lékstelé plaunama 6 kartus taip pat, kaip ir pries tai. |
kiekviena sulinéli jpilama 50 pl pirminio antikainio tirpalo (skiesto 1000 karty PBS buferiu su
Tween-20 ir BSA) ir laikoma kambario temperatiiroje 1 valanda. Lékstelé vél plaunama 6 kartus. |
kiekviena sulinéli ipilama 50 pl antrinio antikanio, prie kurio kovalentiskai prijungta krieny
peroksidaze, tirpalo (skiesto 1000 karty PBS buferiu su Tween-20 ir BSA) ir laikoma kambario
temperatiroje 1 valanda. Vél plaunama 6 kartus. Tario santykiu 1:1 sumaisomi pirmas (1%
liuminolio; 0,44% para kumaro ragsties; 0,1 M Tris-HCI pH 8,8) ir antras (30% H,0O; 0,1 M Tris-
HCI pH 8,8) liuminescensuojantys tirpalai ir i kiekviena Iékstelés sulinéli jpilama po 50 pl gauto

misinio. Lékstele nuskaitoma.

3.7 Baltymy elektr ofor ezé denatir uojanéiomis salygomis

Pavyzdziai paruosiami i 30 pl baltymo tirpalo pridedant 6 pl siasiakartinio dazo ir pakaitinant
5 minutes 98°C temperatiiroje. Svariai nuvalyti elektroforezes stikliukai sustatomi i stoveli ir i ju
tarpa supilamas misinys is 2 ml 30% akrilamido tirpalo; 1,5 ml 1 M Tris pH 8,8; 60 pl 10% NDS;
1,91 ml H,O; 30 pl 10% APS; 2 ul TEMED. Ant virsaus uzpilamas 1 ml distiliuoto vandens. Geliui
sustingus nupilamas vanduo, sumaisomas misinys is 400 pl 30% akrilamido tirpalo; 750 ul 1,5 M
Tris pH 6,8; 30 pl 10% NDS; 1,8 ml H,O; 15 pl 10% APS; 2 ul TEMED ir uzpilamas ant apatinio
gelio. Istatomos "sukutés'. Virsutiniam geliui sustingus surenkamas elektroforezés aparatas,
uzpilamas elektroforezés buferis (2,5 mM Tris pH 8.3; 190 mM glicino; 3,5 mM NDS), isimamos
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"Sukutés' ir suleidziami meéginiai. Per geli leidziama 200 V itampos elektros strové, kol méginiy

dazas nepasiekia gelio apacios.

3.8 Western blot

Vykdoma baltymy elektroforezé. Baltymai i§ gelio ant nitroceliuliozinés membranos
perneSsami Biorad pagamintu prietaisu, pernesimo buferyje (25 mM Tris; 192 mM glicino; 20%
metanolio), leidziant 300 mA elektros srove 90 minuciu. Nepadengtos baltymais membranos vietos
blokuojamos "pienu" (5% lieso pieno milteliy; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 81 mM
NagHPO42H,0; 1,76 mMKH,PO4; pH 7,4; 0,1% Tween-20). Viena valanda membrana
inkubuojama su "pienu" atskiestu pirminiu antikaniu (1:1000). Tada membrana 20 minuciy
plaunama PBS buferiu, keic¢iant ji kas 5 minutes. Viena valanda membrana inkubuojama su "pienu”
atskiestu antriniu antikaniu, sulietu su krieny peroksidaze (1:1000). Membrana vél plaunama taip
pat. Ant membranos uznesamas liuminescensuojantis tirpalas ir liuminescensija fiksuojama

fotoplokstele.

3.9 Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Polimerazés grandininei reakcijai naudojama AB "Fermentas' pagaminta Pfu DNR
polimerazé. Reakcijos misinys padaromas pagal gamintojo rekomendacijas. Misinys inkubuojamas
termocikleryje: 30 sekundziy 95 °C temperatiiroje, 60 sekundziy 55 °C temperatiiroje, 3 minutes 68
°C temperatiiroje, karojant $j cikla 30 karty. Po to reakcijos misinys gryninamas AB "Fermentas’
pagamintu PGR gryninimo rinkiniu pagal gamintojo rekomendacijas. Jei polimerazés grandininé
reakcija naudojama taisyti skaitymo rémelj, tai inkubacijos termocikleryje laikai yra kitokie: 30
sekundziy 95 °C temperatiiroje, 60 sekundziy 55 °C temperatiiroje, 7,5 minutés 68 °C
temperatiroje, karojant $i cikla 18 karty. Taip pat pries gryninant PGR produkta, jis valanda laiko

inkubuojamas su Dpnl restriktaze.

3.10 Plazmidinés DNR isskyrimas s bakterijy, restrikcijair ligacija

Visos sios procediros atliekamos AB "Fermentas' pagamintais produktais ir rinkiniais pagal

gamintojo instrukcijas.
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3.11 Terminio poslinkio metodas

Plonasieniuose mégintuvéliuose paruosiami baltymo tirpalo, ANS ir ligando ir/arba Kity
reagenty ar buferiy misiniai. Galutiné baltymo koncentracija turi buti apie 10 pM, o ANS
koncentracija - 50 uM. Galutinis tirpalo taris turi bati 20 pl. Matuojama R-Corbert fluorimetru,
temperatiira keliant 1 °C per minute greiciu nuo 25 °C iki 99 V.

3.12 Duomeny apdor ojimasir pateikimas

Organiniy junginiy formulés piestos ChemSketch programa. ELISA metodu gauti duomenys
apdorojami Microsoft Office Excel programa. Klonavimas planuotas ir plazmidziy zemélapial
sudaryti naudojantis ApE programa. Duomenys gauti terminio poslinkio metodu apdoroti

Thermofluor++ ir Microsoft Office Excel programomis.
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4 REZULTATAI

4.1 GST - Reptin baltymo gryninimas

Bakterijos buvo transformuotos DNR konstruktu, pagal kuri sintetinamas su GST
(gliutationo-S-transferaze) sulietas Reptin. Tarp GST ir Reptin yra aminoragsciu seka, Kkuria
atpazista ir kerpa proteaze K. Sis baltymas buvo prikabintas prie GST granuliy, jos nuplautos, kad
pasalinti kitus baltymus, o tada GST baltymas nukirptas su proteaze K ir pasalintas su granulémis.
Kad isitikinti, kad buvo isgrynintas bttent Reptin baltymas buvo atliktas Western blot.

. 2 5 10
-— e

4.1 pav. Reptin gryninimo blotas. Takeliuose uznesta 1, 2, 5ir 10 pl 0,83 mg/ml baltymo tirpalo.
Naudoti antikainiai pries Reptin

Reptin juostelés buvo tikimasi ties 51 kDa zyme. Nors matoma daugiau, nei viena juostel¢,

bet visas jas atpazista Reptin antiktiniai. Analogiskai buvo isgryninti ir K83A, bei D299N Reptin

mutantai.

4.2 Agr2ir Reptin jungimosi charakterizavimas EL1SA metodu

Buvo tirtas Agr2 ir laukinio tipo Reptin, bei dviejy jo mutanty (K83A ir D299N) jungimasis
ELISA metodu.
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4.2 pav. Reptin - Agr2 ELISA kambario temperatiroje

70

&0 ‘\ —#— Reptin
’\\ +ATP
50 . —&— Reptin- |
\\ ATP
0 +— —— K83A H
\l +ATP
30 K83A-
ATP
20 —%—D299M [
i +ATP
0

0.39 0.20 0.10 0.05 0.02 0.01 0.01 0.00
Baltymo koncentracija (pM)

4.3 pav. Reptin - Agr2 ELISA 37°C temperatiiroje

Nustatyta, kad su Agr2 geriausiai jungiasi laukinio tipo Reptin, o blogiausiai K83A mutantas;
ATP buvimas buferyje ir 37 laipsniy temperatiira skatina jungimas;.

4.3 H1299 |asteliy transfekcija ir Western blot

H1299 zmogaus véziniu lasteliy linija buvo transfekuota DNR koduojancia p53, Agr2 ir
Reptin (laukinio tipo ir K83A, bei D299N mutanty) genus ir ju reguliacines sekas. Lastelés buvo
inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 24 valandas mitybin¢je LB terpéje, po to surinktos ir lizuotos
ipylus sesiakartinio dazo ir pakaitinus 5 minutes 95 °C temperatiiroje. Tada buvo leidziamas NDS -
PAAG gelisir daromas Western blot naudojant antikainius pries Reptin, p53 ir p21.
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4.1 lentelé. Transfekcijai panaudotos DNR kiekis (ng)

N p53 Reptin K83A D299N Agr2 Ba[')ﬁ'{”e
1 50 : : : : 1000
2 50 100 : : : 900
3 50 200 : : : 800
4 50 300 : : : 700
5 50 500 : : : 500
6 50 § 100 : : 900
7 50 : 200 : : 800
8 50 : 300 : : 700
9 50 : 500 : : 500
10 50 : : 100 : 900
11 50 : : 200 : 800
12 50 : : 300 : 700
13 50 : : 500 : 500
14 50 100 : § 500 400
15 50 200 : : 500 300
16 50 300 : : 500 200
17 50 500 : : 500 0
18 50 § : 100 500 400
19 50 : : 200 500 300
20 50 : : 300 500 200
21 50 : : 500 500 0

4.4 pav. Transfekuoty lasteliy lizaty Western blot. Naudoti antikiniai pries Reptin, p53 ir p21

IS Western blot matome, kad transfekuojant laukinio tipo Reptin ir D299N mutantu
vidulastelinio Reptin kiekis auga proporcingai DNR kiekiui, taciau K83A pastebimai nejtakoja

vidulastelinio Reptin kiekio. 1§ to galima daryti prielaida, kad K83A mutantas yra nestabilus

lasteléje ir yra greitai suskaidomas. Agr2 geno transfekavimas kartu su Reptin genais gerokai

sumazina vidulastelinio Reptin kiekio priklausomybe nuo tansfekuojamo geno kiekio. 1S to galima

speti, kad Agr2 dalyvauja Reptin kiekio lasteléje reguliavime. Didéjant vidulastelinio laukinio tipo

Reptin koncentracijai didéja ir p53 koncentracija, bei jo indukuojamo p21 koncentracija didéja, o

didéjant D299N mutanto koncentracijai, p53 ir p21 koncentracija mazéja. Kadangi p53 yra vienas is




pagrindiniy nuo vézio sauganciy baltymu, galima daryti prielaida, kad D299N reptin mutacija gali
netiesiogiai skatinti vézio atsiradima organizme. Bandymas buvo kartotas du kartus, gauti

sutampantys rezultatai.

4.4 Poli - His Reptin gryninimas

Bakterijos buvo transformuotos DNR konstruktu, pagal kuri buvo sintetinamas Reptin

tirpumas.

4.5 pav. Reptin tirpumo nustatymas (pirmame takelyje netirpi frakcija, antrame - tirpi)

Kadangi didzioji dalis baltymo yra netirpi, buvo nuspregsta gryninti i$ didelio kiekio biomasés
(15 gramy). Reptin buvo gryninamas per IDA-Sefaroze uzpildyta ir nikelio jonais pakrauta
kolon¢leg, naudojant imidazolo gradienta. Gryninimo buferyje buvo 10% sacharozés, kad islaikyti
baltyma tirpale. Po gryninimo gautos frakcijos buvo patikrintos NDS-PAAG elektroforeze.
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4.6 pav. Reptin gryninimas (pirmame takelyje negrynintas meginys, antrame prasokimas,
likusiuose frakcijos, kuriose yra Reptin)

Frakcijos apjungtos ir dializuotos per nakti, kad pasalinti imidazola. Dializés metu visas
Reptin iskrito | nuosédas, todél visas gryninimas buvo kartojamas is naujo. Pakarotjus gryninima

dializ¢ buvo vykdoma keturias valandas. Po jos dalis Reptin iskrito i nuosédas. Tirpalas steriliai

nufiltruotas, ispilstytas mazais tiriais ir uzsaldytas -80 °C temperatiiroje.

4.5 Reptin saveikos su ATP tyrimas terminio poslinkio metodu

Kadangi Reptin pasizymi ATPaziniu aktyvumu, buvo nuspresta jvertinti jo jungimasi su ATP.
Panasis tyrimai jau buvo atlikti. (Maslon et al, 2010)
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4.7 pav. Reptin issivyniojimo kreivés esant ir nesant ATP (eksperimentas kartotas po tris
kartus) (adaptuota is Maslon et al, 2010)

I$ Siy duomeny buvo padaryta isvada, kad tirpale nesant ATP Reptin net esant kambario
temperataral yra konformacijoje, primenancioje denatiruota, kai hidrofobinés sritys yra atsuktos i
vandeninj tirpala, 0 esant ATP Reptin suformuoja normalia globule. Buvo atliktas panasus
eksperimentas siekian jvertinti Reptin jungimasi su ATP.

60

—— 10 mM ATP +
Reptin
5mMATP +
Reptin
—_—2,5mMATP +
Reptin
—1,2mM ATP +
Reptin
—0,6 mM ATP +
Reptin
0,3 mM ATP +
Reptin
-0,15 mM ATP
+ Reptin
— Gryninimo
buferis

50

40 =

30

20

10

Intensyvumas, santykiniai vnt.

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Temperatira, °C

4.8 pav. Reptin ir ATP jungimosi tyrimas esant skirtingoms ATP koncentracijoms
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I$ gauty duomeny matoma, kad net naudojant 10 karty didesng ATP koncentracija, nei pries
ta minétame straipsnyje, nematome globulés susiformavimo. Taip pat, kaip kontrol¢, terminio
poslinkio metodas buvo atliktas tik su buferiu naudotu gryninimo metu ir gauta labai panasi kreive.
Tai leidzia daryti isvada, kad Sias denatiracijos kreives greic¢iausiai lemia Triton X100, kuris buvo
idétas i gryninimo buferi, kad padidinti baltymo tirpuma ir matyt nepasisalino nei gryninimo, nei
dializés metu. Kadangi Triton X100 buvo naudojamas ir pries tai minétame straipsnyje gryninant
baltyma, tai leidzia abejoti straipsnyje pateiktu duomenu kokybe.

4.6 pET-15b-Hsp90M C plazmidés skaitymo rémelio taisymas

Laboratorijoje turimas Hsp90 M ir C domenus koduojantis genetinis konstruktas (nuo 371
aminoragsties iki 732 aminoragsties) buvo klonuotas su rémelio poslinkio mutacija koduojancioje
dalyje. PGR reakcijos (pradmenys pateikti pirmame priede) pagalba skaitymo rémelis buvo
pataisytas.

terminator 7263...7276
terminator 6957...6970

AmpR 407...1066

Hsp90MC 5385...6729 ColE1 origin 1164...1846

pET15b-Hsp90MC
753

Pataisytas skaitymo remelis 5610...5610 ‘,b 2 bp

LacO 5249..52717 '
T7 5230...5249

4.9 pav. pET-15b-Hsp90M C plazmidé su pataisytu skaitymo rémeliu
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Hsp0wt 5317...7575_ /

4.7 Hsp90 C ter minalinio domeno klonavimas

LacO 5249...5271

C terminal 7174..7575 AmpR 407...1066 T7 6230...6249
\% %/“ . AmpR 407...1086
5 r

2\ colE1 ori
gin 1164...1846
Y

{  pETi5bHspo0 ET150
\ I‘-.[ 8072 bp ) gms bp
- A
His tag 5329...5346 f
LacO 5249...5271) )

T7 5230...5249

ColE1 origin 1164...1846

C terminal 5386...5787

PGR produktas Hsp90wt 5386...578
LacO 5249..5271 — AmpR 407...1066

T7 5230...5249 \
C terminal o)
(12..413) ..

ColE1 origin 1164..1846
B pET15b-Hspo0C
6116 bp

o

4.10 pav. Hsp90 C terminalinio domeno klonavimo schema

DNR seka, koduojanti Hsp90 C terminalini domena (nuo 599 aminoragsties iki 732
aminortgsties) buvo amplifikuota PGR reakcijos metu, kartu jvedant papildomas restriktazés Xhol
kirpimo sekas galuose. PGR produktas ir tuscias pET-15b vektorius sukarpyti restriktaze Xhol ir
suliguoti. Ligacijos misinys transformuotas | E. coli XLI blue kamiena. PGR pradmenys (1 priedas)
buvo parinkti taip, kad nepasislinkty skaitymo rémelis ir Hsp90 C terminalini domena koduojantis

4.8 Hsp90 C gryninimas

Bakterijos buvo transformuotos genetiniu konstruktu, pagal kuri buvo sintetinamas Hsp90 C

kolonélg, uzpildyta IDA-Sefaroze, kuri buvo pakrauta nikelio jonais ir nupusiausvyrinta gryninimo
buferiu. Gautos frakcijos tirtos NDS - PAAG pagalba.

26



116 ===
66 [N

45 =

!
m-\w
g l
I
i1
I

25 M ! e e S
'S . ---..-
14 s l

A

4.13 pav. H5p90C gryninimas (pirmame takelyje uznestas negrynintas méginys, antrame -
prasokimas, kituose - frakcijos, kuriose yratikslinis baltymas)

5 - 7 frakcijos buvo apjungtos, dializuotos per naktj ir uzsaldytos -80 °C temperatiiroje.
4.9 Hsp90 M C gryninimas

Bakterijos buvo transformuotos genetiniu konstruktu, pagal kuri buvo sintetinamas Hsp90

baltymas isgrynintas per kolonéle, UZplldytq IDA-Sefaroze, kuri buvo pakrauta nikelio jonais ir
nupusiausvyrinta gryninimo buferiu. Gautos frakcijos tirtos naudojant NDS - PAAG elektroforeze.
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4.12 pav. H§p90 MC gryninimas po pirmos kolon¢lés (pirmame takelyje uznestas negrynintas
méginys, antrame - prasokimas, o likusiuose - isgrynintos frakcijos)
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Visos frakcijos, kuriose yratikslinis baltymas apjungtos ir dializuotos per naktj, kad pasalinti
druskas. Kadangi baltymas po gryninimo dar turéjo daug priemaisy, buvo gryninama per antra
kolon¢lg, uzpildyta DEAE-Sefaroze, atkabinant baltyma nuo sorbento NaCl gradientu. Gautos
frakcijostirtos NDS - PAAG elektroforeze.
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4.13 H5p90 MC gryninimas po antros kolonélés (pirmame takelyje méginys pries antra
gryninima, likusiuose takeliuose - frakcijos, kuriose gautos po antro gryninimo)

Frakcijos nuo penktos iki astuntos apjungtos, dializuotos per naktj ir uzsaldytos -80 °C
temperatiroje.

4.10 Hsp90 C terminio stabilumo nustatymas esant jvairiems reagentams ir
buferiams

Pries atliekant Hsp90 C domeno terminio stabilumo tyrimus, buvo nustatoma optimali
baltymo koncentracija.
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Kadangi isgrynintas Hsp90 C terminalinis domenas neturi normalios denataravimo kreiveés,
galima jtarti, kad jis denatiiravo gryninant arba, kad nejgijo natyvios struktaros bakterijy lastelése.
Gryninimas buvo pakartotas dar karta, taciau buvo gauti tokie patys rezultatai. Tirti sio baltymo

stabiluma esant jvairiems reagentams ir buferiams, bel jungimasj su slopikliais néra prasmés, nesjis

jau denaturaves.

4.11 Hsp90 M C terminio stabilumo nustatymas esant jvairiems reagentams ir

buferiams

Buvo tiriamas Hsp90 M C fragmento terminis stabilumas tirpale esant jvairiems reagentams ir

buferiams.

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Temperatira, °C

—_—75puM
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—0 uM
e & M
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4.14 pav Optimalios Hsp90C koncentracijos nustatymas
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4.15 pav. Hp90 MC stabilumo tyrimo esant jvairioms NaCl koncentracijoms neapdoroti

duomenys
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4.16 pav. Hp90 M C stabilumo tyrimo esant jvairioms Tris buferio pH reiksméms neapdoroti
duomenys

4.15 ir 4.16 paveiksluose pateikta dalis neapdoroty duomeny gauty tiriant Hsp90 MC
fragmento terminj stabiluma. Visi neapdoroti duomenys pateikti antrame ir treciame prieduose.
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4.2 lentelé. Nustatant Hsp90 M C terminio stabiluma naudoti reagentai ir buferial

5mM NaCl 15 mM NaCl 50 mM NaCl
150 mM NaCl 250 mM NaCl 500 mM NaCl
1 M NeCl 5mM MqgCl, 5mM CaCl,
5mM BaCl, 100 mM KCl 100 mM LiCl
5mM EDTA 10 uM Fex(SO4)3 10 uM CoCl,
10 uM NiCl; 10 uM CuCl; 10 uM ZnCl,
100 mM KSCN 100 mM NaF 100 mM NaCl
100 mM NaBr 100 MM Nal 100 mM N&SO4
0.5 M (NH,)2SOs4 1 M (NH,).SO,4 H,O
2% glicerolio 5% glicerolio 10% glicerolio
250 mM karbamido 500 mM karbamido 1 M karbamido

250 mM guanidino chlorido

500 mM guanidino chlorido

1 M guanidino chlorido

100 mM TrispH 7,0

100 mM TrispH 7,5

100 mM TrispH 8,0

100 mM TrispH 8,5

100 mM TrispH 9,0

100 mM Gilicinas pH 9,5

100 mM Hepes pH 6,5

100 mM HepespH 7,5

100 mM Hepes pH 8,5

100 mM Na fosfatas pH 6,0

100 mM Nafosfatas pH 7,0

100 mM Nafosfatas pH 8,0

100 mM Nacitratas pH 3,5

100 mM Nacitratas pH 4,5

100 mM Nacitratas pH 5,5

100 mM Nacitratas pH 6,5

100 mM Nacitratas pH 7,5

100 mM Na karbonatas pH 8,0

100 mM MespH 5,0

100 mM MespH 6,0

100 mM MespH 7,0

100 mM PipespH 6,5

100 mM PipespH 7,5

100 mM Na karbonatas pH 10,0

100 mM Imidazolas pH 7,0

200 mM Imidazolas pH 7,0

300 mM Imidazolas pH 7,0

100 mM Na sukcinatas pH 6,0

100 mM Na sukcinatas pH 6,5

100 mM Na sukcinatas pH 7,0

100 mM Na acetatas pH 4,0

100 mM Na acetatas pH 4,5

100 mM Na acetatas pH 5,0

100 mM Na acetatas pH 5,5

100 mM Naformalatas pH 3,0

100 mM Naformalatas pH 3,5
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4.17 pav. H5p90 M C terminio stabilumo tyrimas esant jvairiems reagentams (pateikti baltymo
denatiiracijos temperatiry pokyciai lyginant su vandeniu)

I$ Siy duomeny matome, kad didéjanti NaCl koncentracija stabilizuoja Hsp90 MC fragmenta.
Ji taip pat stabilizuoja kalio, lic¢io ir magnio jonai. Dauguma Kity katijony ji silpnai destabilizuoja,
isskyrus zinko jonus, kurie §i baltyma destabilizuoja stipriai. Dauguma anijony silpnai stabilizuoja,
isskyrus rodanido ir jodido jonus, kurie silpnai destabilizuoja. Hsp90 MC taip tap destabilizuoja
EDTA, karbamidas ir guanidino chloridas, O amonio sulfatas ir glicerolis silpnai stabilizuoja.
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4.18 pav. Hsp90 MC terminio stabilumo tyrimas esant jvairiems buferiams

I3 Siy duomeny matome, kad baltymas stabiliausias pH intervale nuo 6,5 iki 9 ir ji labiausial
stabilizuoja fosfatiniai, citratiniai ir sukcinatiniai buferiai.

4.11 Hsp90 M C ir novobiocino jungimosi konstantos nustatymas

Terminio poslinkio metodu buvo tiriama Hsp90 MC fragmento ir novobiocino saveika
kei¢iant novobiocino koncentracija nuo 1 mM iki 0 mM.
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4.19 pav neapdoroti Hsp90 MC ir novobionino saveikos tyrimo duomenys, esant jvairioms

novobiocino koncentracijoms

I$ duomeny matome, kad didinant novobiocino koncentracija, Hsp90 MC yra silpnai

destabilizuojamas. Baltymo denatiiravimo temperatiros priklausomybé nuo novobiocino

koncentracijos aproksimuojama teorine kreive, pagal (14) lygti.
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4.20 pav.
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Ligando koncentracija, M

Novobiocino ir Hsp90 MC jungimosi konstantos nustatymas

Nustatyta Hsp90 M C fragmento issivyniojusios formos ir novobiocino jungimosi konstanta
Kb=5200 M.



4.12 Hsp90 N terminalinio domeno ir Hsp90 MC fragmento jungimosi su
| CPD62 palyginimas

ICPD62 yra Hsp90 ATPazinio aktyvumo slopiklis. Kadangi ATP jungimosi sritys yra Hsp90
N terminaliniame domene, $is junginys turéty jungtis su Hsp90 N terminaliniu domenu ir nesijungti
su Hsp90 MC fragmentul.

CHy | 5\
N

‘ N
HO OH

4.21 pav. ICPD62 druktira

ICPD62 ir Hp90 N terminalinio domeno, bei Hsp90 MC fragmento jungimasis buvo tiriamas
terminio poslinkio metodu. Uz isgryninta Hsp90 N terminalini domena dékoju dr. Vilmai
Michailovienel.
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4.22 pav. Neapdoroti Hsp90 MC ir ICPD62 jungimosi duomenys esant jvairioms | CPD62

koncentracijoms
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IS iy duomeny matome, kad | CPD62 nesijungia su Hsp90 MC fragmentu, nes visiskai néra
nei stabilizacijos, nei destabilizacijos.
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4.23 pav. Neapdoroti Hsp90 MC ir ICPD62 jungimosi duomenys esant jvairioms | CPD62

koncentracijoms
I3 Siy duomeny matome, kad didéjant ICPD62 koncentracijai batymas stipriai stabilizuojamas,

o tai rodo, kad ICPD62 ir Hsp90 N terminalinis domenas jungiasi. I§ sito galima daryti isvada, kad
Hsp90 ir ICPD62 saveika lemiatik sritys esancios N terminaliniame domene.
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ISVADOS

1. Naudojant gliutationo-S-transferaze isgrynintas Reptin buvo naudojamas jo saveikai su Agr2
tirti in vitro. Buvo nustatyta, kad jungimasj skatina ATP ir 37 °C temperatiira.

2. Tiriant véziniy lasteliy lizatus Western blot metodu buvo nustatyti, kad p53, Agr2 ir Reptin
dalyvauja vienas kito vidulastelinés koncentracijos reguliacijoje.

metodu. Priesingai, nei nurodoma literatiiroje, ATP buvimas tirpale nepaskatino Reptin
suformuoti tvarkinga globule. Be to, buvo nustatyta, kad gautos Reptin denatiracijos kreivés
yra labai panasios | denatiiracijos kreives gautas naudojant tik gryninimo buferi. Tai kelia
abejones dél literatiiroje pateikty duomeny kokybeés.

4. Terminio poslinkio metodu tiriant Hsp90 C terminalini domena, nebuvo gautos normalios
denatiiracijos kreivés. IS to padaryta prielaida, kad baltymas arba denatiiravo gryninimo
metu, arba nejgijo natyvios struktiros producento lastelése. Dél sios priezasties tolesni
tyrimai nebuvo vykdomi.

5. Terminio poslinkio metodu buvo istirtas Hsp90 MC fragmento terminis stabilumas esant
jvairiems reagentams ir buferiams. Buvo nustatyta, kad baltyma stabilizuoja didéjanti NaCl
koncentracija, bei fosfatiniai, citratiniai ir sukcinatiniai buferiai. Baltyma desatbilizuoja
cinko jonai, karbamidas ir guanidino chloridas. Hsp90 M C fragmentas yra stabiliausias pH
intervale nuo 6,5 iki 9.

6. Terminio poslinkio metodu buvo istirtas H§p90 MC fragmento jungimasis su novobiocinu.
Nustatyta, kad novobiocinas silpnai jungiasi su Hsp90 MC fragmentu ir sios saveikos metu
baltymas yra destabilizuojamas

7. Terminio poslinkio metodu buvo parodyta, kad ICPD62 jungiasi su Hsp90 N terminaliniu
domenu, bet nesijungia su Hsp90 MC fragmentu, todél galima daryti isvada, kad sritys
atsakingos uz Hsp90 saveika su ICPD yra N terminaliniame domene.

37



SUMMARY

Reptin is a highly conservative DNA helicase, belonging to the AAA™ protein superfamily.
Although its molecular mechanisms are still unclear, it has been shown that Reptin is vital for
survival of various organisms in the embryonic stage, it is a part of the tolomerase, INO80 and
SWR1 chromatin remodelling and Tip60 histone acetylation complexes and it also binds directly to
p53. Moreover several researchers have shown that Reptin often is overexpressed in various types
of malignant tumours. All these facts suggest that Reptin can potentially be a target for cancer
therapy. In this work Reptin was purified from E. coli cells and its protein - protein interactions
were studied both in vivo and in vitro. It was determined that Reptin, Agr2 and p53 are involved in
regulating each others cytoplasmic concentrations in vivo and that Reptin - Agr2 binding is
promoted both by ATP presence in the solution and temperature in vitro.

Heat shock protein 90 (Hsp90) is a highly conservative molecular chaperone, which has two
human isoforms (Hsp90a ir Hsp90B). It is vital for survival of all eukaryotic organisms, as the list
of its client proteins includes many very important proteins such as kinases, transcriptional factors,
tubulin, actin, NO synthase. In normal cells Hsp90 constitutes around 1 - 2% of all cellular proteins,
however after stress of in cancerous cells its expression increases several times. To function Hsp90
is dependent on ATP hydrolysis. If ATPase activity of Hsp90 is inhibited, instead of promoting
folding of its client proteins, it promotes proteosomal degradation of them. As Hsp90 is expressed
in cancerous cells than in normal cells and many of its client proteins are considered oncogenic,
Hsp90 is considered one of the best targets for cancer therapy. In this work C terminal domain and
MC fragment of Hsp90 were purified from E. coli cells, thermal stability of Hsp90 MC fragment in
the presence of various reagents and buffers and binding of inhibitorsto it was assessed.
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1 priedas

PGR pradmenys

Taisant pET-15b-Hsp90MC skaitymo rémelj naudoty pradmeny sekos (didziosiomis raidémis
pazymétas taisymo metu jterptas nukleotidas):
gcagccatatgctcgA cgatcaagaagagcetc
gagctcttcttgatcgTcgageatatggetge

Klonuojant Hsp90 C terminalini domena koduojanti gena PGR reakcijoje naudoty pradmeny
sekos (didziosiomis raidémis nurodyta restriktazés X hol kirpimo vieta):
atgcCTCGA Ggtcacaagcacatatggctg
cagcCTCGAGttagtctacttcttccatgeg
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2 priedas

Neapdor oti Hsp90 M C ter minio stabilumo esant jvairiems r eagentams tyrimo
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