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SUTRUMPINIMAI

AA — akrilamidas;

APS — amonio persulfatas;

aps. — apsisukimai;

a. r. — aminargstis;

BAA — bisakrilamidas;

bp — bazi pora;

CA — karboanhidrag,

CNS - centria nerw; sistema;

Cys — cisteinas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

dNTP — deoksiribonukleotidas;

DTT — ditiotreitolis;

EDTA - etilendiamintetraactaigstis;

EZA — etokszolamidas;

Glu — glutamo gstis;

His — histidinas;

IPTG — izopropilg-D-tiogalaktopiranozidas;

kb —kilobaz;

PIPES — piperazino-N,N‘-bis(2-etansulfoairigstis);
PGR — polimerazihgrandinir¢ reakcija;

purt. — purtymai;

SDS - natrio dodecilsulfataar(gl. sodium dodecyl sulfgte
S. O. C. — optimali mitybiterpe (angl. Super Optimal broth with Catabolite repressipon
TAE — buferis &ngl. Tris—acetate—EDTA)

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

TFMSA - trifluormentano sulfonamidas;

Thr — treoninas;

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



IVADAS

Karboanhidrazs (CA) - tai fiziologiSkai svafis fermentai, Kkurie,
katalizuodami grtamy CO, hidrolize, palaiko pastoy terpes pH, dalyvauja jom main
reakcijose ir daugelyje kitgyvybiSkai svarhj proces. CA skirstomog 5 klases ir randamos
visuose gyvuose organizmuose bei visuose daisdial organizny audiniuose, asteliy
dalyse. Zmogaus organizme randama 12 alt@A, kurios priklaus@—CA Seimai.

D¢l didelio paplitimo ir svarbos CA veiklos sutrikilmgampa daugys ligy
priezastimi — nuo virskinimo sistemos sutrikinikki onkologiniy susirgimy. Pavyzdziui,
daugelyje navil nustatyta padigusi CAIX ir CAXIl raiSka. CAIV, kuriai Siame darbe
skiriamas didziausiaséthesys, geno mutacijos lemkal kas nepagydomakiy liga retinitis
pigmentosakurios \élyvojoje stadijoje Zzmogus apanka.

Norint iSgydyti CA veiklos sutrikim sukeltas ligas, bandoma kurti vaistus,
kuriy aktyvioji medziaga — CA slopiklis arba aktyvikligaisty tyrimai prasideda nuo CA ir
slopikliy ar aktyvikliy saveikos tyrimy, kuriems reikia dideli kieky iSgrynint, su slopikliais
ar aktyvikliais besijungiatiy CA. J; gavimas — nemenka problema. A&iksi CA buvo
iISskiriamos iSjvairiy nafiraliy Saltini, tiriant o—CA buvo naudojami zinduaji audiniai.
Dabar naudoti iS gamtipiSaltiny iSskirtas CA Ity labai brangu. Be to, stengiamasi kiek
imanoma sumazinti gy naudojina moksliniuose tyrimuose, tétieSkoma alternatyy.
Viena i$ j; — rekombinantinj baltymy karimas ir j raiSka prokariotuose. Toks sprendimas
Siuo metu yra vienas geriausines, parinkus tinkamus vektorius, raiSkos Semkuns ir j
auginimo glygas, galima greitai ir gana pigiai gauti didelkigkius funkcionaly baltym.

Taigi labai svarbu kieknmanoma labiau optimizuoti rekombinantir€A gavima.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Gauti rekombinantigzmogaus CAIV.

Darbo uzdaviniai:
¢ Klonuoti rekombinantia zmogaus CAIV.

e Surasti optimaliasatygas rekombinantise Zmogaus CAIV raiSkdt. colilastekse.



|. LITERAT UROS APZVALGA

1.1. Karboanhidraziy apzvalga
1.1.1. Karboanhidraziy klasés, ju paplitimas gyvajame pasaulyje

Karboanhidrags (CA) (EC 4.2.1.1) yra Zi metalofermentai, kurie katalizuoja
griztamy CO; hidrolizés reakcij: CO, + H,O «» H,CO3 <> HCOy + H' (Breton, 2001).

CA priklauso 5 eimomsu(B, v, & ir £). Zinduoliai turi 16a—CA izoformy, 13 i3
ju yra aktyvios (CA |-V, VA, VB, VI, VII, IX, XII-XV). Zmoguje neaptinkama CAXV
(Pastorekova ir kiti, 2006)o—CA taip pat randamos augatitoplazmoje, bakterijose ir
virusuose (Supuran ir kiti, 2004; Krishnamurthykiti, 2008). Dazniausiai tai monomeriniai
vienos grandiés baltymai, kui molekuline mag apie 30 kDa (Krishnamurthy ir kiti, 2008).
Zinoma, yra ir idindiy: CAXIl molekuliné mas: apie 40 kDa, CAIX — apie 54 kDa, o CAVI —
apie 42 kDa (Kivela ir kiti, 1999; Purkerson ir Sdartz, 2007). CAIX ir CAXII yra dimerai
(Manokaran ir kiti, 2008; Li ir kiti, 2010x—CA aktyviajame centre Zfivisada susijungs su
vandens molekule ir trimis His Sogmis grugmis (Supuran ir kiti, 2004).

B—CA randamos zemesniuosiuose eukariotuose, prokese, arcéose ir
augaluose. Kitaip neb—CA, B—CA yra oligomerai, sudaryti iS5 2—-6 monomerkuriy
kiekvieno molekulig¢ mag yra 25-30 kDa (Supuran ir kiti, 2004). AugalugseCA labai
svarbios anglies fiksacijai ir metabolizmui (Huamgkiti, 2011). Kaip ir o—CA, p—CA
aktyvumui labai svarbus Zhjono buvimas, bet aktyviojo centro strikd réra taip grieztai
apibezta (Supuran ir kiti, 2004).

v—CA randamos bakterijose. lki Siol istirti tik Archaea domeno atstovai:
Methanosarcina thermophil& Pyrococcus horikoshiiFiziologine y—CA funkcija kol kas
neaiski (Ferry, 2010).y—CA gretiausiai yra F& metalofermentai (Supuran, 2011).
Kiekvienas aktyvug—CA vienetas yra sudarytas iS dvigjlentiSky daliy. Kiekviena dalis yra
homotrimeras, kurio molekulinmas apie 70 kDa. Kiekvienas homotrimero baltymas pari
vieng F€*. Aktyviajame centre esgnmetal supa 3 His Sonis grugs. 2 i$ j priklauso 1
daliai, o tr&ioji — kitai. Taip susijungus dviem dalims gaunantrys aktyvieji centrai
(Supuran ir kiti, 2004).

Apie & ir { klasiy CA Siuo metu éra pakankamai duomené—CA buvo rastos
Thalassiosira weissflogikuris yra jiry planktono sudedamoji dalis. Manoma, KadCA yra
a—CA homologas — abi CA tikriausiai pavélds iS bendro preévio. (—CA randamos



bakterijose. Manoma, kad taip—CA poklasis, atsirag skilusp—CA (Krishnamurthy ir Kiti,
2008).5—CA aktyviajame centre randamas’Zii—CA — Zrf* arba C8" (Supuran, 2011).

Néra tokios gyvybs formos, kurioje naliy CA. Augal;, gyviiny, bakterij
lastekse CA atlieka gyvybiSkai svarbias funkcijas (Kivél&iti, 2005). Be to, kad palaiko
pastows pH, Zinduoliuose CA dalyvauja kpavimo ir dujj mainy reguliacijoje, regimo
funkcijos palaikyme, kaul vystimesi ir j; funkcijos palaikyme, kalcifikacijoje, metabolizme,
signal; perdavime, atminties, raumenir nerw sistemos funkcy palaikyme, seili
susidaryme, skrandzio ir kasos &ul susidaryme, Zarnyne vykstaame jon transporte,
prisitaikyme prie dstelinio streso (Breton, 2001; Kivela ir kiti, 2Q0&rishnamurthy ir kiti,
2008).

1.1.2. Zmogaus karboanhidraai paplitimas organizme ir lastekje

Zmogaus CA priklausa—CA Seimai ir gali bti suskirstytog 3 grupes. Seniausi
zinomi fermentai turi uzktelinn CA domen, kuris yra labai arba vidutiniSkai katalitiSkai
aktyvus. Sie fermentai yra transmembraniniai (CAX, XIV), prikabinti prie membranos
per glikozilfosfatidilinozitol (CAIV) arba sekretuojami (CAVI). Anir grupe sudaro
vidulasteliniai fermentai, turintys didelio (CAll, V, V)l vidutinio (CAXIII) arba mazo (CAl,
[ll) fermentinio aktyvumo viduistelin CA domen. ISskyrus CAVA ir CAVB, kurios
randamos mitochondrijose, visi antros dmidermentai yra citoplazmos baltymai. dieg
evoliucisSkai jauniausia, grépjungia neaktyvius citoplazminius fermentus (CAVIK, XI)
(Pastorekova ir kiti, 2006).

Skirtingos CA turi skirtingas kinetines savybesa yaptinkamos skirtinguose
audiniuose ir skirtingoseasteks vietose (1 pav.). Tai, koks fermentas bus ekspjamas,

labiau nusprendziasteliy vieta organizme, o nedteliy tipas (Christie ir kiti, 1997).
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1 pav. CA pasiskirstymasbtekje (Kivela ir kiti, 2005).




CA randamos visame Zmogausnk (2 pav.). Daugiausi@airiy CA izoformy
randama raudonosiose kraujstekse, smegenyse, pléuose, virskinimo trakte, inkstuose,
kepenyse ir&klidése (Pastorekova ir kiti, 2006). Toks didelis CA Igapas rodo neabejotin

ju svarla organizmo iSgyvenimui.

CA altyvumas . .
CA X CNS, virgkinimo sistema
B dides O
[ vidutinis CAX @ CNS
Zemas V. . L
g CAVII Plagiai paplitusi, randama CN3,
11(‘:13: @ kai kuriuose navikuose
o —— can | @D Randama visur
[} ——— CAl Eritrocituose, virikinimo
— © sistemos epitelyje
—— CAlll Q Skeleto raumenyse,
adipocituose
_ ——caxn [ C D Plagiai paplitusi
cavi | G CNS
CAV 9 Kepenyse (WA), pladiai paplitusi
— (VB)
CAIlV Platiai paplitusi
o
Seiliy ir krity liauko
CAVI 3_ :O eiliy ir krity liauknse
CAIX § WVirgkinimo sistemos epitelyje,
prairiuose navikuose
CAXIV Inkstuose, kepenyse, CN3
CAXI Platiai paplitusi, randama

navikuose

2 pav. CA paplitimas Zmogaus organizme (Pastorekovaiir2006).

1.1.3. Karboanhidraziy aktyvaus centro struktira ir j y veikimo principas

William Sly ir Peiyi Hu dar 1995 m. nustatkaip atrodo Zzmogaus CA aktyvusis
centras. Iki Siol nepadaryta jakzymiy ju teorijos pataisymp Anot W. Sly ir P. Hu, CA yra
sferire strukfira, o jos aktyvusis centras yragio formosjdubime. Vienagdubimo Sonas
sudarytas IS hidrofobini aminoGgiy Soniny grupuy, o0 kitame Sone iSsésciusios
hidrofiliniy aminong&iy liekanos. Svarbiausios i& j— Thrl99 ir Glul06. Zfi yra
hidrofilinio Sono ap&oje, koordinaciniais rySiais susijuggysu His Sonimi grupiy imidazolo
grupemis (3 pav.). Thr199-Glul09 svasbvandenilio jono prijungimui prie CChidrolizés
metu (Sly ir Hu, 1995). Jie uztikrina, kad vykiukleofiliné ataka.

Paia hidrolizés reakciy iSsamiai ISty Vijay Krishnamurthy ir jo kolegos
(Krishnamurthy ir kiti, 2008). Reakcija vyksta duiezingsniy ,ping—pong“ mechanizmu (4

pav.).
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3 pav. CA aktyvusis centras (Sly ir Hu, 1995).
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4 pav.CA veikimo mechanizmas (Krishnamurthy ir kiti, B)0

Minéti mokslininkai ty¢é zmogaus CAIll veikimo mechanizmtatiau manoma,
kad ir kitos CA veikia tuo pau ,ping—pong“ mechanizmu. Fermento aktyviajameteegra
Zn**—OH, apsuptas trimis His $ogimis grugmis (His94, His96 ir His119) (Sly ir Hu, 1995;
Krishnamurthy irkiti, 2008). Tai sudaro tetraedeirstrukiira. Trys neaktyvios CA izoformos
(CA VI, X, XI) neturi vieno His aktyviajame cerdr(Pastorekova ir kiti, 2006).
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Pirmasis hidrolizs Zingsnis — tai nukleofilin ataka. Prie Z#l prisijungusi
hidroksigrug atakuoja CQ ir susiformuoja su metalu susijugggbikarbonatas, kurisélrau
paketiamas vandens molekule (Krishnamurthy ir kiti, 2008

Antrasis Zingsnis vyksta, kai prie Zrprisijungusi vandens molekuperduoda
protory fermento aplinkoje esaiy skyssiy molekubms ir regeneruoja Z#-OH. Sis Zingsnis
apsprendzia reakcijos greitProtono perdavime dalyvauja His64, kuris atligkatono
perdajo funkcija (Krishnamurthy ir kiti, 2008).

CA yra vieni iS aktyviausi ferment;. Aktyviausios iS g, CAll, katalitinis
aktyvumas didesnis nei 48*, maZiausiai aktyvios CAlll — 2-2&* (Paranawithana ir kiti,
1990; Krebs ir Fierke, 1993). CAIV GGhidrolizes katalitinis aktyvumas yra 8x1Gs*
(Sterling ir kiti, 2002). CA fermentinis aktyvumaseapsiriboja tik C@ hidrolizés
reakcijomis. Sie fermentai taip pat gali katalizumilo grug turinciy bei alifatiniy aldehidy
ir esteryy hidrolize (Krishnamurthy ir kiti, 2008).

Bikarbonatas, gaunamas ¢@idrolizés metu, yra svarbus daugeliui biologini
proces, pavyzdziui Nair CO, pernesimui, biosintés reakcijoms (gliukoneogenezei, amino
rag<iuy sintezei, lipogenezei, karbamido susidarymui,npiglino sintezei) (Kiveld ir Kiti,
2005; Krishnamurthy ir Kkiti, 2008).

1.1.4. Karboanhidraziy raiSkos sutrikimy sukeltos ligos ir gy gydymo galimyhes

Kaip minéta anksiau, CA randamos visame Zmogaus organizme ir yaebsys
daugelio gyvybini funkcijy palaikymui, o y veiklos sutrikimai lemiajvairias ligas.
Pavyzdziui, paveldimas CAIl nepakankamumas suledtaoporog, inksty nepakankamum
ir protin atsilikima (Pastorekova ir kiti, 2006). Siuo metu manoma, KA turi jtakos
daugelio lig;, tokiy kaip glaukoma, edemasglddebeto atsirags regos nepakankamumas,
epilepsija, neurologiis ligos, pladiu ligos, Alzheimerio liga, osteoporé&z nutukimas,
atsiradimui ir eigai, to&l bandoma ieSkoti chemipimedziag — CA slopikliy ar aktyvikiy —
kurie selektyviai daryt jtaka sutrikusiai CA raiSkaialstekje ir taip stabdyf ligos vystymasi ir
plitima (Pastorekova ir kiti, 2006; Krishnamurthy ir kii008; Supuran, 2008).

Pavyzdziui, vieni iS dazniausiai naudojamaisty glaukomai gydyti yra sukurti
CA slopiklio sulfonamido pagrindu. Jis labai stgprsumazina intraokuliarirspaudim. Tie
patys slopikhy poveikiu pagisti vaistai gali bti naudojami geltonosioséthés degeneracijai
ir geltonosios @dmés edemai gydyti (Krishnamurthy ir kiti, 2008).

Sergant neny sistemos ligomis CA slopikliais galima slopinti rkaulsijas ir

epilepsijos priepuolius. Slopikii naudojimas gali pakeisti smegeSuntavina zmorems,
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kuriy smegenyse kaupiasi skystis. Be to, jie galiépadvengti hipokaleminio paralyZiaus
(Krishnamurthy ir kiti, 2008).

CA slopikliai stabdo skrandzio suh sekrecig, todl gali bati naudojami
opaligei gydyti ir skrandziotgStingumui normalizuoti. Be to,ébdsavo diuretinio poveikio
CA slopiklius galima naudoti gydant hipertanijir stazin Sirdies nepakankamum
(Krishnamurthy ir kiti, 2008).

Pernelyg didel CAIX ir CAXIl raiSka aptinkama navikuose. Esant
onkologiniams susirgimamsgldaktyvios hsteliy proliferacijos pagredja ir pakinta 4steliy
metabolizmas ir joms reikia daugiau bikarbonato.t@®ekl pakitusio metabolizmo kinta pH
lasteliy viduje. CAIX ir CAXII padeda uztikrinti pastavpH ir sintetina bikarbonatvézinése
lastebse. Atrodo, kad citozolegs CA prisideda prie abteliy diferenciacijos ir yra
inaktyvuojamos menkai diferencijuotoséezinése hstekse. Mitochondria CAV taip pat gali
dalyvauti \Zio susidaryme, nes mitochondrijos dalyvauja biesife ir metabolitiniuose
lasteliy keliuose (Pastorekova ir kiti, 2006). Visos #tos CA gali iti naudojamos kaip
taikiniai onkologini; ligy gydyme.

CA slopikliai taip pat gali titi naudojami vietoj antibiotilk gydant bakterij
sukeltas ligas. Daugylpatogenini bakteriy turi B arbay klasiy CA. UZblokavusy veikla,
buty sustabdyti pagrindiniai baktegijmetabolitiniai keliai ir jos @ty (Merlin ir kiti, 2003;
Supuran, 2011). Slopikliai gal iSspesti Siuo metu vis labiau aptagama problemy —
gydymo neefektyvumdél vis didejancio bakteriy atsparumo antibiotikams.

Siuo metu zinomos 3ios pagrineénCA slopikliy grupes: kompleksiniai metalo
anijonai, sulfonamidai, fenoliai, kumarinai ir patinai (Durdagi ir kiti, 2011). Apie 25
skirtingi CA slopinimu paremti vaistai yra Kklinikiup tyrimy stadijoje (Supuran, 2008).

1.1.5. Zmogaus karboanhidraz IV (CAIV)

CAIV - labiausiai organizme paplitusi CA iS yisnembranini CA. CAIV
sintetinama endoplazminiame tinkle ir yra unikalot kad turi glikozilfosfatidilinozitolio
inkara, kuris po kelp potransliacini modifikaciju prijungiamas vietoj C galinio peptido
(285-312 a. r.) (Purkerson ir Schwartz, 2007; Dattm kiti, 2008;
http://www.uniprot.org/uniprot/P22748). Tai — pirjnatrasta membraninCA (Datta ir Kkiti,
2010). Baltymas yra 312 amingXiy ilgio. Ja koduojantis genas yra 17 chromosomoje,
CAIV molekuliné mag yra apie 35 kDa (Kivela ir kiti, 2005). CAIV baly sudaro 2
mazdaug 18 ir 15 kDa dydzio fragmentai, sujungtedvdisulfidiniais tilteliais tarp Cys24 ir
Cys36 bei tarp Cys46 ir Cys229. Sie disulfidinidteliai padidina baltymo stabilum
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(Waheed ir kiti, 1996; http://www.uniprot.org/ungifP22748). Manoma, kadéld Sios
priezasties CAIV afiniSkumas sulfonamido slopikla@b kartus mazesnis nei CAll (Sterling
ir kiti, 2002). Baltymas randamasairiy orgam, pavyzdziui, inksi, Sirdies, pladiy, kasos,
skeleto rauman epiteliny ir endoteliny lasteliy plazmireje membranoje, alikapiliaruose
(Purkerson ir Schwartz, 2007; Datta ir kiti, 200&8AIV atlieka pagrindifn vaidmen
reabsorbuojant HCOinkstuose ir turitakos pH palaikymui inkgtkanatliuose (Waheed ir
kiti, 1996; Sterling ir kiti, 2002). CAIV palaikonsegem homeostag, katalizuoja duj mainus
ir palaiko vietin plawiu pH, katalizuoja C@ hidrolize raumenyse fizies veiklos metu
(Waheed ir kiti, 1996). CAIV funkcija glaudZiai sjussi su Kity membranini CA funkcijomis
ir buvo manyta, kad CAIV funkcijaéna svarbi ir § gali pakeisti kitos CA (Datta ir Kiti,
2010). Todl jrodymai, kad CAIV mutacijos sukelia sunkias ligasivo netikti. Reikéjo
daug laiko ir darbo siekiant paaiskintidighechanizmus.

Siuo metu iSaiskintos kelios ligos, kwratsiradimui turijtakos CAIV veiklos
sutrikimai. Viena iS lig — retinitis pigmentosaTai grug progresuojagiy akiy ligu, kuriy
pagrindinis pozymis — apoptéz sukeltas fotoreceptarinykimas (Ferrari ir kiti, 2011).
Pacientai kefia ¢l nematymo tamsoje ankstyvoje vailgjstir laipsniSko re¢jimo lauko
mazjimo paauglysije, kol visiskai apanka (Datta ir kiti, 2008; Kokmkiti, 2008). Sia liga
serga 1 iS 3000-7000 zmannepriklausomai nuo lyties. Pirmieji pozymiai pagskia
paauglystje, o visiSkai apankama sulaukus 40-50 uneltiga gali kti paveldima
autosominiu dominantiniu, autosominiu recesyvirgu,X chromosoma susijusiu, sporadiniu
pavelajimo badu arba kaip kito sindromo pozymis. Nors paprdggas pozymiai apsiriboja
akimis, retinitis pigmentosagali bati USerio (Usher) ir Bardeto—Bidlo (Bardet—Biedl)
sindromo dalimi. Siuo metu su liga siejama virs 4@ny, jie visi ekspresuojami

fotoreceptoriuose arba akies tinklesrepitelyje (Ferrari ir kiti, 2011).

1.2. Rekombinanting baltymy kirimo strategija

Rekombinantiniai baltymai — tai baltymai, sukuggén; inZinerijos mdu. Sie
baltymai dazniausiai turi prototipus gyvuose orgamiose, téiau yra gaunami IS
rekombinantids DNR. Kuriant rekombinantinius baltymus stengianggsiti baltym, kuris
funkcionuot, taip pat gerai, kaip ir natyvus baltymas, ir tuat pnetu tuéty papildomy
savybi, leidZiartiy ji sintetinti kituose, efektyviau tikslinio baltymongez vykdartiuose
Seimininkuose, lengviau isgryninti, padidinti tirpa, stabilum. Siuo metu rekombinantiniai
baltymai pl&iai naudojami daugelyje s tiek moksliniuose tyrimuose (fermentinio
aktyvumo matavimai, kristalini strukiiry nustatymas, antibkiy—antigem saveiky tyrimai),
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tiek ir pramonje (kaip biologiniai tirpikliai, biokatalizatoriaj)nes tai — pigesnis, greitesnis ir
paprastesnis tlolas gauti didelius kiekius norimo baltymo nei igsiit iS gamtinio
Seimininko. Be to, medicinoje tokie baltymai jaubda naudojami diagnostiniais tikslais.
Ateityje planuojama pradi naudoti rekombinantinius baltymus gydyme (Sesytovich ir
kiti, 2010).

Atrodyty, kad rekombinantiniams baltymams nekeliama daukgleevimy —
gautas baltymas turi atlikti savo funkctpip pat gerai, kaip ir baltymas, iSskirtas iSymatis
Seimininko. Siuo metu apie rekombinantirbaltymy kirima Zinoma daug: yra daugyb
modeliniy organizmy, Zinomas y genomas, molekulinbiologija, fiziologija, biochemija,
sukurta daugybgen; raiskos sistem tatiau rekombinantini baltymy kirimas vis dar kelia
nemazai problem (Sevastsyanovich ir kiti, 2010). Pagringsnproblemos islieka jau daugel
mety: rekombinantiniai baltymai yra lirkkauptis bakterij citoplazmoje netirpi, intarpiniy
kaneliy pavidalu ir/arba yra neaktys.

Rekombinantinio geno Kirimas. Pirmasis rekombinantinidaltymo kirimo
etapas — baltymkoduojaio geno identifikavimas ir jo sekos #jimas. Siuo metu sukurta
daugyle biblioteky, kuriose yra pilno ilgio baltym genai. Jeigu norimo genoéna
bibliotekoje, galima i$ baltymsintetinagios lasteks iSskirti IRNR ir gauti cDNR. Taip pat
galima susintetinti norimm gera. Rekombinantiniai baltymai dazniausiai kuriami kst
patikrinti koki nors biologin ar biochemin aktyvuma, pavyzdziui, ar fermentas katalizuoja
reakcip, ar baltymas jungiasi su ligandu. Tokiems tyrimaglagnai nereikia viso baltymo.
UZtenka tuéti uz noriny baltymo funkcij atsaking domen. Deja, tik pasidiréjus i gera
ngmanoma pasakyti, kokio ilgio baltymo fragmeriiaty geriausia sintetinti. Vienintél
iSeitis — iSbandytijvairius to paties baltymo skirtingo ilgio rekombimiziy baltymy
variantus. Susanne Graslund iS Structural Genon@msortium ir Kiti straipsnio
bendraautoriai, klongvdaugiau kaip 400 Zmogaus baltynpateikia kelis pastépmus apie
klonuojamos baltymo dalies pasirinkim Jie sillo paSalinti membran perveriagius
domenus, stengtis neiSardyti anggrstruktiros element arba element reikaling; baltymui
susisuktij globuk ir stengtis, kad galuose neatsidunidrofobires liekanos arba iS daugelio
vienody nukleotid; sudaryta sekéStructural Genomics Consortium ir kiti, 2008).

RaiSkos vektoriai. RaiSkos vektoriai perneSaorima DNR segment |
Seimininko hsteles, kuriose sintetinamas pernesto geno kodagjabaltymas. Vektoriai
daZniausiai turi papildomas reguliacines sekasyz#iui, slopiklius arba stipriklius. Be to,
vektoriai turi tuéti stiprius promotorius ir baltymo sintez pabaigos kodonus. Vektorius turi
buti toks, kad nuo jo ity galima transkribuoti didelius kiekius iRNR, vadsnar susintetinti
didel; baltymo kiek. Patek i lastek vektoriai replikuojasi. Vienojeabtekje gali kiti nuo
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keliolikos iki keliy Simiy konstrukt. Tai Zenkliai padidina tikslinio baltymo sintezKita
vertus, jeigu baltymas toksiSkagstekms, tai stabdoyj augimy (Baneyx, 1999). Paprastai
pasirenkami vektoriai, turintys T7 bakteriofago maoriy, nes jie labai specifiSki T7 RNR
polimerazei ir Siuo metu yra sukurta daugyamieny, tinkamy naudoti su tokiais vektoriais
(Dyson ir kiti, 2004). Daznai naudojami pET (Novayevektoriai. Jie turi T7 RNR
polimerazs promoton ir lac operatori. Sie du elementai uZztikrina, kad rekombinantinio
baltymo sintez iki jo raiSkos indukcijos naudojant IPTGith kiek imanoma mazesn Kol
terpeje réra IPTG, lac operatorius neaktyvus, T7 RNR polimeraesintetinama arba
sintetinama labai silpnai, baltymo genas netrabskjamas (Structural Genomics
Consortium ir kiti, 2008; Sevastsyanovich ir ki010).

Tam, kad bty uztikrintas §steliy, turinciy reikiamy konstruks, selektyvus
augimas, | raiSkos vektorius jterpiami atsparum antibiotikams (ampicilinui,
choramfenikoliui, kanamicinui) uztikrinantys genlita, maziau populiari atrankos sistema —
vektorius, turintis geq) kurio produkto raiSka lemia adtebs Ziti. Konstruojant
rekombinantif baltyma, baltymo genagerpiamag lasteliy zatj salygojang gery ir pastarasis
suardomas (Baneyx, 1999).

Viena i$ didZiausi rekombinantini baltymy karimo probleny — gauti tirp
baltyma, todl | vektory daznaijterpiamos sekos, koduoj@as papildomas baltymo tirpum
didinartias aminoig&iy sekas ar baltymus. EksperimentiSkai nustatyta, dsaht baltymo
molekulinei masei apie 22,8 kDa dazniaudti coli sintetina pakankam kiekj tirpaus
tikslinio baltymo be joki papildomy sek;, taiau norint pagaminti didesnius
rekombinantinius baltymus, gali prireiktiy j tirpuma pagerinti baltymus suliejus su
papildomomais baltymais: gliutationo S—transferd@ST), maltoz suriSadiu baltymu
(MBP), tioredoksinu (Trx), Zaliai fluorescuojén baltymu (GFP) ir kitais (Hammarstrom ir
kiti, 2001; Dyson ir kiti, 2004; Prasad ir kiti, 20). Kai kuriais atvejais trupupagerinti
rekombinantiny baltymy tirpumg padeda 6—-10 His ilgio uodédg, prijungta tikslinio baltymo
N arba C gale. &lama maza, ji papildomai neapsunkina Seimininkcabwizmo. Be to, ji
labai palengvina baltymgryninimg ir leidzia gryninti Svelniomis gygomis, nepazeidziant
baltymo. &l savo mazo dydzio ir antigeniSkumo, His uodégdazniausiai neturi jokios
itakos baltymo struktai ir funkcijai, totl ja nehitina pasalinti iSgryninus baltya(Dan ir
kiti, 2009). Kai baltymo masperkopia 51,4 kDa, sulietiniai baltymai tampa e&&fvis, nes
kartu su mase dazniausiai é@ baltym; strukiiros sudtingumas. Gali Biti, kad jiems reikia

eukariot; Saperon, kurie padty igauti tinkam strukfira (Dyson ir kiti, 2004).
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Rekombinantinio baltymo raiSkos jvairové. Baltyma ekspresuojantys
organizmai gali bti labai jvairis — nuo baktenj iki zinduol;. Kiekvienas organizmas turi

privalumy ir trakumy (5 pav.).
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5 pav. Ivairiu modeliniy organizny palyginimas (Dyck ir kiti, 2003).

Bakterijos, ypa E. coli, yra vieni dazniausiai naudojameiminink;. Taciau jos
nelabai tinka eukariotini baltymy raiSkai, nes Sie bsdami patiriajvairias modifikacijas,
kurios bakterijose nevyksta (Dyck ir kiti, 2003)e Bo, eukariat ir prokarioty genomuose
sutinkamy kodony daznis nesutampa. Yra kodgnpavyzdziui, AGA, AGG, AUA, kurie
dazni eukariat genome, bet beveik nesutinkami prokariotuose. prakariot; ribosoma
prieina tok kodory, baltymo sinteg létéja. Siekiant iSspisti Si problena kuriami E. coli
kamienai, pavyzdziui, darbe naudok. coli BL21(DE3)CodonPlus—RIL irE. coli
Rosetta2(DE3), kuiigenomai tutty papildomas tRNR koduojaiy geny kopijas. Sios tRNR
atneSa ret kodon; koduojamas aminagstis (Rosano ir Ceccarelli, 200®. coli yra vienas
iI5 dazniausiai naudojamSeimininky, nes joje gerai iStyriti baltymy raisSkos, tretias
strukiros formavimosi mechanizmai, pilnai nuskaitytas gmnomas. Sios bakterijos auga
greitai, augimui nereikia brangterpiy, todl toks baltymy gavimas palyginti pigus (Baneyx,
1999).

Kai kuriy eukariotiny rekombinatini baltymy raiSkai naudojami viengdciai
eukariotai (mieds, siiliniai grybai, dumbliai). 4, panaSiai kaip prokarigf galima uzauginti
didelj kiekj ir gauti nemag tikslinio baltymo kiek. Siuose organizmuose vyksta tam tikros
eukariotams #dingos DNR ir baltym modifikacijos, t&iau rera visiSkai atkartojama
zmogaus baltymo transliacija, tddyauti baltymai gali bti imunogeniski arba prarasti tam

tikras savybes ar aktyvumMinéta problem galima iSspgsti naudojant vabzdgilasteles ir
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bakulovirusus, t&au Si sistema turi unikal glikozilinimo kelia. Be to, naudojant
bakulovirusus gaunami nelabai dideli baltymo kieki§is tidas netinka pramoniniam
naudojimui skirtiems baltymams gaminti. Zindupliasteliy kultirose galima atlikti visas
potransliacines modifikacijas, bet jas auginti lg@anr sudtinga uzauginti didegnkieki.

Transgenini augal, gyvinu ir vabzdzi auginimas yra pigesnis,¢iau ilgai uztrunka juos
sukurti. Be to, sunku valdyti augimo gielr susintetinto baltymo kigk Transgeniniai
gyviinai ar pauk3ai ypa tinkami gydymui naudojamrekombinantink baltym; gamybai,
nes gali juos sekretuoti piers, kiauSinius. Siuos produktus lengva surinkti, Yaik
transportuoti, 4 pagaminami didelitriai. Pagrindig problema — tinkami gyinai, yp&

karves, ozkos labaktai auga (Dyck ir kiti, 2003).
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ll. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Darbe naudoti prietaisai, medziagos, tirpalair kitos priemon és

2.1.1. Naudoti prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:

centrifuga ,Beckmann®;

DNR elektroforezs aparatas ,.SIGMA-ALDRICH®;
kaitinimo plytek ,MICKOPKA";

laminarire spinta;

magnetig maisykg ,BIOSAN®;

mikrobang; krosne¢ ,Gamma“;

mikrocentrifuga ,Eppendorf Centrifuge 5415R";
PGR aparatas ,Eppendorf Mastercycler personal*;
poliakrilamido gelio elektrofores aparatas ,BIO—RAD*;
purtyklé ,BIOSAN Multi—vortex V-32%

purtyklé ,Excella E24%;

purtyklé—termostatas ,BIOSAN ES-20%;
spektrofotometras ,NanoDrop*;

svarstykés ,KERN 572%

termostatas ,Eppendorf TermoStat plus®;
termostatas , TC — 8042

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

2.1.2. Naudoti fermentai, rinkiniai ir cheminés medziagos

BioRad: TEMED, glicinas.

Fluka: Coomassie Brilliant Blue R-250, etidzio bidas, HCI, bisakrilamidas, NaOH,
PIPES.

Matheson Coleman & Bell: bromfenolioétis.

Roth: agar—agaras, LB teérp ampicilinas, APS, akrilamidas, triptonas, mjeli
ekstraktas, NaCl, CagIchloramfenikolis, glicerolis.

Sigma: TRIS bagz, SDS, KClI, actoirgstis, EDTA, DTT.
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e ThermoFisher (Fermentas): agaro#TG, DNR ilgio zymuo ir DNR 6x #giniy
dazas, baltymp dydzio Zymuo, restrikcijos endonukléazNdel ir Xhol, Pfu DNR
polimeraz ir jos buferinis tirpalas, T4 DNR ligazir jos buferinis tirpalas, SAP
Sarmire fosfataz ir jos buferinis tirpalas, dNTP miSinys, rinkiniaiGeneJET" Gel
Extraction Kit*, ,GeneJET" Plasmid Miniprep Kit*, ,GeneJET' PCR Purification
Kit“.

e Peaum: ZnSQ, MnCl,.

2.1.3. Naudotos terps ir tirpalai

Skysta LB (Luria/Miller) terp ¢ (1 I): 25 g tergs iStirpinami 1 | dejonizuoto vandengerp:

autoklavuojama 20 min 1 atmeglyje.

Agarizuota LB (Luria/Miller) terp & (1 I): 25 g LB tergs iStirpinami 1 | dejonizuoto

vandens. Pridedami 15 g agar—agaro. & exgoklavuojama 20 min 1 atneglje.

S.O.C.terg (1 1):
20 g triptono;
5 g miely ekstrakto;
10 mM NacCl;
3,5 mM KCl,
1 | dejonizuoto vandens.
Paruosta tekp autoklavuojama 20 min 1 atméglje. AtSaldzius pridedama
10 mM MgCh ir 20 mM gliukozs. Terg filtruojama per 0,2 pum polivinilidino difluorido
filtr 3, iSpilstoma nedideliudtiu ir laikoma -20 °C temperartoje.

30% akrilamido/bisakrilamido tirpalas (70 ml):
29,2 g akrilamido;

0,8 g bisakrilamido;

70 ml dejonizuoto vandens.

Tirpalas nufiltruojamas per stiklifiltr g ir laikoma +4 °C temperatoje.

10x TRIS—glicino—SDS elektroforegs buferis (1 1):
10 g SDS;
30 g TRIS bags;
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144 g glicino;
1 | dejonizuoto vandens.

Buferis laikomas +4 °C tempetabje.

50x TAE elektroforezés buferis (1 1):
242 g TRIS bass;

57,1 ml ledirgs acto wigsties;

100 ml 0,5 M EDTA;

dejonizuoto vandens iki 1 I.

Buferis laikomas kambario temparatje.

Akrilamidini y geliy dazas (250 ml):
113 ml etanolio;
23 ml acto @igsties;
0,6 g Coomassie Brilliant Blue R-250;
dejonizuoto vandens iki 250 ml.
RuoSiant tirpal etanolis ir acto agsStis pilamai nedide] kieki dejonizuoto

vandens. Tada pilamas ¢k vanduo iki 250 ml. Tirpalas laikomas kambario penatiroje.

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

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

6Xx meginiy dazas (10 ml):

300 ul 1 M TRIS;

1,2 g SDS;

92,5 mg DTT,

6 ml glicerolio;

60 mg bromfenolio @&io;
dejonizuoto vandens iki 10 ml.

Dazas iSpilstomas nedideliiriu ir laikomas -20 °C temperabije.
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0,5 M PIPES (100 ml): 15,1 g PIPES istirpinama 80 ml dejonizuoto vanddnstpala
laSinama 5 M KOH, kol pH pasiekia 6,7. Tada pripiéadejonizuoto vandens iki 100 ml.
Tirpalas filtruojamas, iSpilstomas nedideliwit ir laikomas -20 °C tempef@abje.

Bendras transformacijos buferis (1 I):

Kiekis Galutire koncentracija
MnCl,-4H,0 10,889 55 mM
CaCh-2H,0 2,20 g 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 um polidmo difluorido filtra,
iSpilstomas nedideliuiitiu ir laikomas -20 °C tempefabje. PIPES pridedama prie$ pat

naudojina.

Poliakrilamido gelis:

Apatinis frakcionuojantis 12% gelis | VirSutinis koncentruojantis 4%  gelis
(4,9ml): (2,5ml):

2 mL 30% AA/BAA, 335uL 30% AA/BAA;

1,25 mL 1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8; 625 uL 1 M TRIS-HCI, pH 6,8;

50uL 10% SDS; 25uL 10% SDS;

1,58 mL HO; 1,5 mL HO;

25uL 10% APS; 12,5ul 10% APS;

5uL TEMED. 5uL TEMED.

2.1.4. Naudotos kitos priemoss

Naudoti E. coli kamienai

Tyrimo metu naudoti Escherichia coli kamienai XLI-blue, BL21(DE3),
BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)CodonPlus—RIL ir Roset@EQ@). Jie visiisigyti iS Novagen
kompanijos.

E. coli XLI-blue — tai atsparumo antibiotikams neturirk&nienas, skirtas DNR

pagausinimui. Kamienas neturi endonukésadame nevyksta rekombinacija (Stratagene).
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Kiti minéti E. coli kamienai skirti rekombinantiniams baltymams gahti.coli
BL21(DE3) kamienas neturi atsparumo antibiotikasdamienas turi lizogenini profag
DE3 ir T7 RNR polimerazs gen. Be to, Sis kamienas neturi Lon ir OmpT proteakurios
gakty suskaidyti sintetinambaltyma | smulkesnius peptidus (Delphi Genetics).

BL21(DE3)pLysS kamienas skiriasi nuo BL21(DE3) kanu savo atsparumu
chloramfenikoliui. Kamienas pasizymi grieztesnesliikio baltymo geno raiSkos kontrole ir
yra tinkamas Seimininko astelei nuoding rekombinantini baltymy gen; raiskai
(Stratagene).

BL21(DE3)CodonPlus—RIL — tai chloramfenikoliui agspsE. coli kamienas.
Jis koduoja papildomas tRNR, atpstartias retai prokariat genome sutinkamus arginio
kodonus AGA ir AGG, izoleucino kodanAUA ir leucino kodom CUA, kurie yra dazni
eukarioty genome. Si kodony nebuvimas daZniausiai stabdo eukariatinbaltymy
transliacip, yp& jeigu rekombinantini baltymy natyvis analogai randami organizmuose,
kuriy genomas turi daug AT sekKamienas neturi Lon ir OmpT proteaZStratagene).

Rosetta2(DE3) — chloramfenikoliui atsparus kamienasgintis papildom
kodon; AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA ir CGG, kuti beveik nebinaE. coli bakterij
genome, t&au jie daznai sutinkami eukariotuose. Kamienatajytas litent eukariotini

baltymy gen; raiSkai (Novagen).
Naudoti klonavimo vektoriai
pET15b (Novagen) — vektorius, turintis T7 promatprSesSis histidinus

koduojartia nukleotid; seka multikloninés sekos N gale (6 paw.ektorius turi atsparumo

ampicilinui gera (Novagen).
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TT terminator primer #60337-3

pET-15b cloning/expression region
6 pav. Vektoriaus pET15b struita (Novagen).

pET21a (Novagen) — vektorius, turintis T7 promatpriSeSis histidinus
koduojartia nukleotid; seky multikloninés sekos C gale ir 11 aming&Xiy T7 sek

koduojartius nukleotidus N gale, kuri padidina gemraiSka (7 pav.). Vektorius turi atsparumo
ampicilinui gera (Novagen).
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TCECCCATCCCAATTCCACCTOCCTCGAL AAGLET

Held laSerfel ThrGlyGl yGInGlnHelGl yArgGly SerCG luFheGl uleud

AlalysGlyArgThrirgh
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TAAGAAGGA

His*Tag

TCCACGCACCACCACCACCADCALT

af rofrofrofrofroleu

Bpuii02 1

T7 terminator primer #39337-3

pET-21a-d(+) cloning/expression region

7 pav.Vektoriaus pET21a struidta (Novagen).

Naudoti pradmenys

T7Prom — pradmuo 5-TAATACGACTCACTATAGG-3', skisaplazmidzi

sekvenavimui.

T7Term — pradmuo 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3' skirtgdazmidziy

sekvenavimui.

JS9 — 5-CATCGCARTGGCAGAGTCACACTGG-3 tiesioginis pradmuo,
skirtas CAIV geno fragmento pagausinimui, turiritidel kirpimo viet (pabraukta rynai)
ir ATG geno transkripcijos pradzidsodom (paraSyta zaliai). Jungiasi uz CAIV signalin

selq koduojartios DNR.

TGCCACCEET GAGC AATAACT AGE ATAACCLL

CTAAACGEETETT




JS10 — 5-GAAGTCTCGAGCATCGCAGGAAGCC-3' atvirkstinis pradmuo,
skirtas CAIV geno fragmento pagausinimui, turirXisol kirpimo viet, (pabraukta réynai)
ir TGA geno transkripcijos pabaigos kodo(raliai paraSytas atvirkstinis komplementarus
kodonas). Jungiasi uz CAIV C galipeptidy koduojargios DNR.

JS11 - 5'-GACCCTCGAGTAGGACTTTATCACCGTTGC-3' atvirkstinis
pradmuo, skirtas CAIV geno fragmento pagausinirtwintis Xhol kirpimo viet (pazynéta
mélynai) ir TAA geno transkripcijos pabaigos kodorn(zaliai paraSytas atvirkstinis
komplementarus kodonas). Jungiasi prieS CAIV Onjjakeptich koduojardia DNR.

Rekombinantinio CAIV geno tkimui naudotas Zmogaus CAIV genas, kurio
pilna sekaiklonuotai pBluescriptR plazmig Konstruktasijsigytas iS5 RZPD (Deutsches
Ressourcenzentrum fir Genomforschung — Vokiet§tekliy genonmy tyrimams centras).

Rekombinantinés CAIV sukiirimui naudotos kompiuterin és programos

e ApE — A plasmid Editor v1.17 — programa, naudotaiteam konstrukto sukimui;

e MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalihy — programa, skirta kel
nukleog&iu ar aminofig<iy seky palyginimui;

e pPDRAWS32 — programa, naudota nustatyti atviro skagyémeliams konstrukte;

e ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) — mmog, skirta baltymo
parametrams suzinoti.

2.2. Metodai

2.2.1. Rekombinantinio zmogaus CAIV geno klonavimas

Polimeraziné grandininé reakcija

Reikiamy baltymy koduojanti DNR padauginama PGR metodu. PGR miSin
sudaro:
1,25 fermento aktyvumo viengPfu rekombinantias DNR polimera&s;
1 ng matriciis DNR,;
0,5uM tiesioginio pradmens;
0,5uM atvirkstinio pradmens;
0,2 mM dNTP misinio;
1x Pfu DNR polimerags buferio su MgS@
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34 ul dejonizuoto vandens.

Norint gauti rekombinantinbaltyma be signaligs sekos ir C galinio peptido
(nuo 19 iki 284 a. r.), PGR reakcijai buvo naudajd®9 ir JS11 pradmenys, 0 norint gauti
baltyma tik be signaligs sekos (nuo 19 iki 312 a. r.) —JS9 ir JS10 pragsie

Reakcijos ris 50 ul. Reakcija vykdoma PGR aparate pagal @iogram: |
zingsnis: kaitinimas +95 °C temperagje 5 min, Il zingsnis: DNR grandupiatskyrimas
+95°C temperatroje 30 s, lll zingsnis: pradmens prilydymas +64 t&nperairoje 30 s
naudojant JS9 ir JS11 pradmenis arba +62 °C tenjpej@ 30 s naudojant JS9 ir JS10
pradmenis, IV Zingsnis: DNR sintez72 °C temperatoje 1 min. Programa kartojama nuo Il
iki IV zingsnio 25 kartus. Jai pasibaigus, vykdonm@&IR grandigs galy prisintetinimas
+72°C temperatoje 10 min.

Elektroforezeé 1,5% agarozs gelyje

Gauti PGR produktai analizuojami 1,5 % ag&sogelyje. Agarog iStirpinama
IXTAE buferyje. Jam absus pridedama etidzio bromido. Galgtiretidzio bromido
koncentracija — 0,5ug/ml. Elektroforezei naudojamas 1xTAE buferis, kume etidzZio
bromido galutié@ koncentracija yra 0,2mg/ml. Gelyje analizuojamas dginys 6 kartus
praskiedZziamas DNR 6x dginiy daZu. Horizontali elektroforézvykdoma esant 6 V/chm

itampai. Gelis analizuojamas UV Sviesoje.
DNR iSskyrimas iS PGR misSinio

Padauginta DNR, reikalinga tolesniems klonavimapains, iS PGR miSinio
igskiriama naudojant ,GeneJETPCR Purification Kit* rinkin, laikantis gamintojo pateilt
nurodymy. ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,NanoDrgpeektrofotometru (=260
nm). DNR laikoma -20 °C tempefabje.

Vektoriaus ir PGR produkto restrikcija

Klonavimui naudojamas PGR produktas ir vektoriarpleeni Ndel ir Xhol
restrikcijos endonukleamis. Siy restrikcijos endonukleaziatpazstamos nukleotig sekos
yra iterptosi PGR produkto galus. Jos taip pat yreekspresijos vektoriuose. Restrikcijos
misinj sudaro:

500 ng DNR;
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10 fermento aktyvumo vienetNdel restrikcijos endonukleég,
10 fermento aktyvumo viengXhol restrikcijos endonukleag;
2x Tango buferio;
9 ul dejonizuoto vandens.
Reakcijos iris 20 ul. Reakcija vyksta 2 val +37 °C tempénatje. Po reakcijos

restrikcijos endonukle&s inaktyvuojamos palaikius migig0 min +80 °C temperatoje.

Vektoriaus defosforilinimas

Vektoriaus defosforilinimo metu Sarngifosfataz paSalina fosfato grepnuo
vektoriaus 5° galo. To reikia, kad restrikcijos mngterkirptas vektorius savaime nesusijungt
atgal | Ziedirg strukiira. Vektoriaus defosforilinimas vykdomas vektoriaus restrikcijos
misinj po restrikcijos pridjus 1 fermento aktyvumo viergkreveiy Sarmires fosfatazs ir 1x
krevetiy Sarmires fosfatazs buferio. Reakcija vyksta 30 min +37 °C temp@ngje. Reakcijai
pasibaigus fermentas inaktyvuojamas palaikius mZdmmin +80°C temperatoje.

Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atliekavektoriaus ir PGR produkto

elektroforez 1,5% agaro¥s gelyje. Meginiai paruoSiami kaip apraSyta aciel.

DNR iSskyrimas iS agarozs gelio

Sukarpyti PGR produktas ir vektorius iSskiriamiagarozs gelio naudojant
,GeneJET" Gel Extraction Kit rinki pagal gamintaj pateiktus nurodymus. 18skirtos DNR
koncentracija matuojama ,NanoDrop“ spektrofotomefrea260 nm). DNR laikoma -20 °C

temperairoje.

DNR ligavimas

Kitas klonavimo etapas — CAIV koduofgos DNR ir raiSkos vektoriaus
ligavimas siekiant gauti konstruktkuriuo bus transformuott. coli kamienus. Ligavimui
reikiamas DNR kiekis apskauotas pagal formgl S x (terpiamos DNR ilgis
(kb)/linearizuoto vektoriaus ilgis (kb)) x vektous kiekis (ng) = DNR kiekis (ng), kur S yra
iterpiamos DNR santykis vektoriaus atzvilgiu. Manarlee naudotagterptos DNR ir
vektoriaus santykis — 3:1. LigavinmiSin; sudaro:

25 ng vektoriaus;

27



11,6 ng PGR produkto;
5x T4 DNR ligags buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligaz

5,8 ul dejonizuoto vandens.

Reakcijos iiris 20 ul. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas miSinys be DNR

Reakcija vyksta 5 min +22 °C tempenatje.

Transformacija

=

Kompetentiniy lasteliy paruoSimas

E. colilasteks uzgjamos ant PetrickSteks su kieta agarizuota LB terpe ir auginamos
pernakt +37 °C tempef@abs termostate, kol susiformuoja pavigtkolonijos.

Kita diem viena hsteliy kolonija perkeliama 10 ml LB tegs 50 ml talpos kolboje.
Lasteks per naktauginamos +37 °C tempetadje purtant 220 aps./min géei.

Ryte 2,5 ml4steliy kultiros perkeliama 250 ml LB tergs 1 | talpos kolboje. dsteks
auginamos +37 °C tempeiiadje purtant 220 aps./min gtai, kol optinis tankis
(A=600 nm) pasiekia 0,55.

4. Kolba 10 min inkubuojama ant ledo.

5. UZaugusi dstely kultara centrifuguojama 10 min 2589 grekiu +4 °C

temperairoje. Terg nupilama.
Lasteks resuspenduojamos 80 ml Salto bendro transforasaoyferio.
Suspensija centrifuguojama 10 min 250greciu +4 °C temperatoje. Buferis

nupilamas.

8. Lasteks resuspenduojamos 20 ml Salto bendro transforosaoiferio.

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

min.

10. Lasteks iSpilstomosj 1,5 ml talpos regintuwvelius, uzSaldomos skystame azote ir

laikomos -70 °C temperatoje. Jei reikalinga iSkart atlikti transformagiji 50 pl
kompetentiny lasteliy dedama Gul ligavimo miSinio po DNR ligavimo. Jei reikalinga
padauginti plazmigl 1 50 ul kompetentini lasteliy dedama 1ul iS bakterij iSskirtos

plazmicks.
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Transformacijos eiga

Kompetenting lasteliy ir plazmides miSinys inkubuojami lede 30 min.
Megintuwelis 90 s laikomas +42 °C tempeiatije.

Po to 2 min inkubuojama ant ledo.

Lasteliy gaivinimui pridedama 400l S. O. C. terps.

Lasteks gaivinamos-37 °C temperatoje 45 min jas purtant 220 aps./min giei

o gk~ w DN R

Lasteks centrifuguojamos 2 min 3380 grekiu. Dalis tergs nupilama. Jos likutyje
(mazdaug 50ul) lasteks suspenduojamos ir wsmos ant pries tai +37 °C
temperairoje paSildyn Petri EkSteliy su agarizuota terpe bei 100 pg/ml ampicilino ir

per naki auginamos +37 °C tempeiabs termostate.

DNR iSskyrimas iS bakteriju

Norint iSskirti grymy konstrukf ar/ir gauti jo didesnkieki, reikalings atlikti
tolimesnes procddas (pavyzdziui, DNR sekvenava konstruktu transformuojamos XLI—
blueE. colilasteks.

Po transformacijos per nakuzaugusios paviés transformant kolonijos
perkeliamos mégintuvelius su 5 ml LB terps ir 100ug/ml ampicilino. lasteks auginamos
per naki +37 °C jas purtant 220 aps./min gigi Pasibaigus auginimo laikuerp: su
lastekmis perpilama 1,5 ml talpos regintuwelius ir centrifuguojama 600@ grekiu 2 min
kambario temperatoje. Terg nusiurbiamal mégintuwel; vél ipilama apie 1 ml kuiiros ir
procedira kartojama, kol nucentrifuguojama visa uzaugibiamag. DNR iSskiriama
naudojant ,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit* rinkin pagal gamintej pateiktas
rekomendacijas. DNR koncentracija matuojama spiktmetru ,NanoDrop“ =260 nm).
DNR laikoma -20°C temper@bije.

Klony atranka
DNR, turirgios istatyt fragmen4, atrankai iS pavieniE. coli kolonijy iSskirtos

plazmicts karpomos klonavimo metu naudotomis Ndel ir Xtestrikcijos endonuklegmis.

Restrikcijos produktai analizuojami 1,5% agaiogelyje.
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2.2.2. Rekombinantinio CAIV baltymo raiSkos gavima<sE. coli lastekse
Transformanty biomasts auginimas

1. Rekombinantias CAIV raiSkai gautk. coliBL21(DE3), BL21(DE3)CodonPlus—RIL,
BL21(DE3)pLysS, Rosetta2(DE3) kamienai transforraomj pET15b—6xHis—
CAIV(19-284 a. r.), pET15b—6xHis—CAIV(19-312 a.arpa pET21a—CAIV(19-312
a. r.) konstruktu ir uZgami ant Petri dkSteks su selektyvia, antibiotik turincia
agarizuota terpe. Auginant transformuotas BL21(DE&nieno 4stelesi LB terpe
dedama 100 pg/ml ampicilinduginant kiyy kamien; transformuotasabteles dedama
100 pg/ml ampicilino ir 34 pg/ml chloramfenikolio.

2. 18 uzaugusi pavieni transformant kolonijy atrenkama viena kolonija ir perkeliama
kolba su 100 ml LB tergs ir atitinkamu antibotiku. dsteks auginamos per nakt
+37°C temperatoje purtant 220 aps./min géai. Rytej kolbas su 400 ml LB teés
pridedama antibiotdx 100 pg/ml ampicilino BL21(DE3) kamienui, 100 pd/m
ampicilino ir 34 ug/mL  chloramfenikolio  BI21(DE3)@onPlus—RIL,
BL21(DE3)pLysS ir Rosetta2(DE3) kamienams ipdama po 8 ml per nakaugintos
bakteriy kultaros. Priklausomai nuo eksperimentderp dedamas skirtingas Zng0
kiekis. Auginantiprastu badu — 0,05 mM,W. Vernier metodu — 0,8 mM,pakeistu
W. Vernier metodu — 0,04 mM ZnSQ@ Bakterijos auginamos +37 °C tempéraje
purtant 220 aps./min g, kol ju optinis tankis =600 nm) pasiekia 0,6-0,8.
Auginantjprastu badu, rekombinantias CAIV geno raiSka indukuojama pridedant 1
mM IPTG, taikantW. Vernier metoda — 0,1 mM IPTG, o taikanpakeistag W.
Vernier metodag — 1 mM IPTG Auginant hsteles kai kuriais metodais, indukcijos
metu i terp; papildomaijdedama ZnS©- zZn** &atinio, kuris reikalingas CAIV
aktyviojo centro susidarymui. Auginafprastu badu, dedama0,5 mM ZnSQ,
pakeistu W. Vernier metodu — 0,4 mM. Auginant dsteles W. Vernier badu
indukcijos metu ZnSQ, | terpz nededamas. Bakterijos auginamos +30 °C
temperairoje purtant 220 aps./min géai 4 val (prastas hidas) arba +20 °C
temperairoje purtant 220 aps./min gtei 20 val W. Vernier ir pakeistas W.
Vernier metodas.

3. Rekombinantinio baltymo raiSkai patikrinti ruoSiamasteliy lizaty meéginiai, kurie
analizuojami atliekant elektroforezpoliakrilamido gelyje. hsteliy auginimo metu
joms pasiekus optintank (A=600 nm) 0,6—0,8 paimamas 3Q0 lasteliy méginys
pries tikslinio baltymo indukci Norint jsitikinti, kad | terp pridéjus tikslinio
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baltymo raiSkos induktoriaus IPTG vyko rekombinaggi CAIV raiSka 4stekse,
pasibaigus dsteliy auginimo laikui ¢l imama hsteliy suspensija (apie 1 ml) ir
matuojamas jos optinis tankis=600 nm). Mginyje priesS tikslinio baltymo raiSkos
indukcija paimiy lasteliy kiekis turi kuti toks pats, kaip ir po jos. Apskaiotas
lasteliy optiniy tankiy po ir prie$ tikslinio baltymo indukeij santykis parodo, kiek
karty daugiau dsteliy yra suspensijoje, pasibaigus quginimo laikui po indukcijos,
lyginant su 4steliy kiekiu prieS indukcg. Kitaip tariant, kiek kart maziau reikia
paimti meginio pasibaigus akteliy auginimo laikui lyginant su aginiu pries
indukcija, kad ity paimtas vienodasidteliy kiekis abejuose aginiuose. Mginiai
centrifuguojami 2 min 330€y grekiu. Skystis nusiurbiamas. &giniai suspenduojami
30 ul 1x meéginiy dazo ir 5 min palaikomi +95 °C temperatje.

4. Lasteliy biomag 20 min centrifuguojama 408Q greiiu +4 °C temperairoje.

Skystis nupilamas. Biomasaikoma -20 *Gemperairoje iki CAIV gryninimo.

Baltymy elektroforezé poliakrilamido gelyje

Baltynmy elektroforez vykdoma siekiant pamatyti tikslinio baltymo gersoska.
Tarp Svanm, 70% etanolio tirpalu nuvalyt gelio uzpylimo stiklh pilamas apatinis
frakcionuojantis 12% poliakrilamido gelis, kurio \pa&ius padengiamas keliais mililitrais
dejonizuoto vandens. Gelis stingsta apie 40 minbdain temperaitroje. Geliui sustingus
vanduo nupilamas. Vietoj jo pilamas gerai iSmaiSytarsSutinis koncentruojantis 4%
poliakrilamido gelis. uzpilta gel ijstatomos ,Sukus” ir paliekama stingti 40 min kambario
temperairoje.

Geliui sustingus surenkamas elektrof@seaparatas, pripilambx Tris—glicino—
SDS elektroforezs buferio ir i$ gelio iS$imamos Sukst | Sulinclius jneSami 5 min +95 °C
temperairoje pakaitintas baltymdydzio zymuo ir ankSau aprasytu fidu paruosti réginiai
— lasteliy lizatai. Elektroforez vykdoma esant 50 mA stiprumo ir 200 {tampos srovei.
Srow iSjungiama, kai dazas iS gelio iSeinbufeli. Po elektrofore#s gelis 20 min daZzomas
paruostais akrilamidini geliy dazais +25 °C tempeftabje ji purtant 70 purt./min gré&iu.

Tada 10 min blukinamas verdaame distiliuotamezandenyje.
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lll. REZULTATAI

3.1. Rekombinantines CAIV (19-284 a. r.) klonavimas bei raiSka

Remiantis turimais duomenimis apie vektoriaus pEr (Novagen) bei zmogaus
CAIV geno (UniProt duomenbaz) sekas bei naudojantis programomis ,ApE“ (A plagmi
Editor v1.17) bei pDRAW32 buvo teoriSkai sukonstasopET15b—6xHis—CAIV (19-284 a.
r.) konstruktas, koduojantis CAIV nuo 19 iki 284 iaprugsties (8 pav.).

1 10 20 30 40 50 1] 0 a0 90 100 110 120 130

1 1
CALY_Uniprot HRHLLALL AL SARRPSASAESHHMCYEVORESSHYPCLYPYKHGGHCOKDRASPINIVTTKAKYDKKLGRFFFSGYDKKOTHTYOHHGHSYHHLLENKASISGGGLPAPYOAKALHLHHSDLPYKGSE
pET15b_6xHis_CAIY HGSSHHHHHHSSGLYPRGSHHAESHHCYEVOAESSHYPCLYPYKHGGHCOKDRASPINIVTTKAKYDKKLGRFFFSGYDKKATHTYONHGHSYHHLLENKASISGGELPAPYOAKOLHLHHSDLPYKGSE

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

I |

CALY_Uniprot HSLDGEHFAHEHHIYHEKEKGTSRHYKERODPEDEIAYLAFLYERGTOYHEGFOPLYEALSHIPKPEHSTTHAESSLLOLLPKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCDEKVYHTYFREPIOLHREQILAFSOKLY
pET15b_BxHis_CAIY HSLDGEHFANEMHIYHEKEKGTSRNYKERODPEDETAYLAFLYEAGTOYHEGFAPLYERALSHIPKPEHSTTHAESSLLDLLPKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCDEKYYHTYFREPTALHREATLAF SAKLY

261 270 280 290 300 310 35

I
CALY_Uniprot YDKEATYSHKDHVRPLOOLGORTYIKSGAPGRPLPHALPALLGPHLACLLAGFLR
pET15b_6xHis CAIY YDKEOQTYSHKDHYRPLOOLGORTYIKS

8 pav. Rekombinantias Zmogaus CAIV(19-284 a. r.) (konstruktas — pET5xbhs—
CAIV(19-284 a. r.)) ir zmogaus laukinio tipo CAIVm@norig&iu sek; palyginimas.
Paveiksle apiliZta N galire signalire seka (1-18 a. r.) ir C galinis peptidas (285-313,a
kuriy rekombinantiniame baltyme:ra.

PGR. Zmogaus CAIV geno dalis, koduojanti 19-284 a. uyd padauginta
PGR metodu, PGR produko 3‘ ir 5 galugsedant restrikcijos endonukleaziNdel ir Xhol
kirpimo vietas. Po PGR buvo atliekama elektroférdéz5% agaroziniame gelyje (9 pav.).

Méginys paruoSiamas pagal apragymetodirtje dalyje.

9 pav.PGR produkto elektroforézl takelis— DNR ilgio zymuo;2 takelis— PGR produktas
(804 bp).

Gautas, kaip ir teoriskai ttkasi, apie 804 bp dydzio PGR produktas.

Tolesni darbo etapai festrikcija, ligacija ir transformacija — atlikti pagal
aprasym metodirgje dalyje. Restrikcijos metu Ndel ir Xhol restrijas fermentais kerpama
PGR metodu padauginta CAIV(19-284 a. r.) geno dalEET15b vektorius. Po ligacijos,
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kurios metu tuty bati gautas pET15b—6xHis—CAIV(19-284 a. r.) konstaskt ir
transformacijog E. coli XLI-blue kamiem ant Petri ¢kSteliy uzaugo keliolika kolonij. Ant
kontrolines lekSteks (uzstas sukarpytas vektorius be intarpo) kolonipebuvo visai.
Vadinasi, linearizuotas vektorius gfieiusiai nesusijungi Ziedirg strukiira be intarpo.

Klony, turin ¢iy reikiamg CAIV intarp a, atranka. Konstruktu ar ,tugiu“ (be
intarpo) vektoriumi transformuotds. coli XLI-blue lasteks igyja atspatump ampicilinui ir
gali augti ant agarizuotos tégp su juo (10 pav.). Norint patikrinti, ar konstragt kuriuo
transformuotosakteks, turi CAIV(19-284 a. r.) intagp atliekama rekombinantinio Zmogaus
CAIV geno restrikcija naudojant Ndel ir Xhol re&tijos endonukleazes ir DNR
elektrofore? 1,5% agaroziniame gelyje (11 pav.) . Gelis é#gmiai paruoSiami kaip aprasyta
metodireje dalyje. Buvo tikimasi takeliuose pamatyti po AR fragmentus: 5704 bp ilgio

linearizuot vektoriy ir 804 bp restrikcijos endonukleaziskirpta iklonuot CAIV(19-284 a.

r.) geno dal

11 pav. E. coli pET15b—6xHis—CAIV(19-284 a. r.) klanDNR elektroforez po DNR
sukarpymo Ndel ir Xhol restrikcijos endonukléass. 1 takelis— DNR ilgio zymuo;2-5
takeliai — plazmidirt DNR po restrikcijos endonukleanis.
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Restrikcire analiz parod, kad visi 4 tirti klonai tu§jo pET15b—6xHis—
CAIV(19-284 a. r.) konstrukt Norint jsitikinti, kad konstruktas neturi mutagijdidziausios
koncentracijos DNR gginys (134 ng/uL) buvo nusekvenuotas.

Konstruktas nusekvenuotas i$ abigjlonuoto intarpo gal nuo intarpo priekyje
esarios vektoriaus T7 promotors sekos bei nuo intarpo pabaigoje e€gm T7
terminatoriaus sekos. Gauti duomenys buvo apibetidrigauta seka palyginta su Zzmogaus
laukinio tipoCAIV seka iS UniProt duomerbazs. Sekos sutapo, mutacgptikta nebuvo.

Rekombinantines CAIV(19-284 a. r.) raiSkaE. coli kamienuose auginant
laboratorijoje jprastai taikomu metodu. Tikslinio baltymo raiSka buvo indukuota su 1 mM
IPTG. Taip pati auginimo terp pridéta 0,5 mM ZnS@ Tokios Sy reageni koncentracijos
buvo dazniausiai tinkamos indukuojant ykitniisy laboratorijoje gaut CA raiSk. Po
indukcijos hsteks buvo auginamos 4 val +30 °C purtant 220 aps.greitiu.

E. coli baltymy elektroforezs vaizdas pateiktas 12 paveiksle. DidzZiausia CAIV
geno raiSka gautg. coli BL21(DE3)CodonPlus—RIL kamiene. Rosetta2(DE3}dks augo

létai, per 10 valangtaip ir nepasiekreikiamo indukcijai optinio tankio lygio.

1 2 3 4 R 7
ap
; — : —
35kDa - e e S e —
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12 pav.E. coli baltymy elektroforezs vaizdas poliakrilamido gelyje (rodykl rodo apie 33
kDa dydzio rekombinanttnCAIV(19-284 a. r.))1 takelis— baltym; dydzio zymuo? takelis
— BL21(DE3) hsteliy lizatas prieS CAIV geno raiSkos indukgij3 takelis — BL21(DE3)
lasteliy lizatas po CAIV geno raiskos indukcijostakelis— BL21(DE3)pLysSdsteliy lizatas
prieS CAIV geno raiSkos indukgij5 takelis— BL21(DE3)pLysS dsteliy lizatas po CAIV
geno raiSkos indukcijo$§ takelis— BL21(DE3)CodonPlus—RILasteliy lizatas pries CAIV
geno raiSkos indukaij 7 takelis— BL21(DE3)CodonPlus—RILasteliy lizatas po CAIV geno
raiSkos indukcijos.

IS gautosE. coli BL21(DE3)CodonPlus—RILakteliy biomags buvo iSgrynintas
rekombinantinis CAIV baltymas metalochel@sn chromatografijos dglu naudojant Ni
kolor¢éle. Masiy spektrometrijos metodu buvo nustatyta gauto baitymag, kuri pasirod

esanti reikiamo rekombinantinei CAIV dydzioj &arly atliko dr. Vytautas Smirnovas. Buvo
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pamatuotas baltymo jungimasis su sulfonamidinidapikliais TFMSA ir EZA terminio
poslinkio metodu. Metodas pagtas baltymo denatavimu keliant temperata. Slopikl
prisijunggs baltymas yra stabilesnis uz neprisijurigjssdenaiiravimo temperaira aukstesi
Gautas baltymas juggi su slopikliais. Baltyra iSgrynino j. m. d. Vilma Michailovied
jungimasi pamatavo dr. Asta Zubrién

Atlikus elektroforez poliakrilamidiniame gelyje redukuojéiomis (prastas 6x
méginio dazas su DTT) ir neredukuofomis (6x neginio dazas be DTT) ap/gomis
paaiskjo, kad neredukuojaimomis silygomis baltymas sudaro dinae¢l3 pav.), nors natyvi
CAIV btna monomeras. Viena iS galimdimerinio baltymo susidarymo priezés —
rekombinantiniame CAIV (19-284 a.r.) baltyme nedasp vienas disulfidinis baltym
stabilizuojantis tiltelis, tod likes laisvas Cys jungiasi su su kitos CAIV(19-284. plaisvu
Cys. Si hipotez buvo patvirtinta atlikus masi spektrometr (atliko dr. Vytautas
Smirnovas). Tiltelio nesusidarymo priezastis ikiogaeaiski, nes, remiantis UniProt duomen
bazs duomenimis, pET15b—6xHis—CAIV(19-248 a. r.) komgias turi visus 4 Cys,
reikalingus dviems tilteliams susidaryti. Buvo nuga sukurti CAIV konstrulktsu C galiniu
peptidu, kuris nukerpamasestant baltymui, tikintis, kad jo buvimas padbaltymuijgauti
tinkama treting strukiira ir susidaryti disulfidiniams tilteliams. Buvo suku nauji 2
konstruktai pET15b—6xHis—CAIV(19-312 a. r.) ir pEBE2CAIV(19-312 a. r.). Jie ttjp C
galin; peptidi, o vienas — dar ir 6 histidinuodegle, padidinadia rekombinantinio baltymo

tirpuma ir padedadia ji iSgryninti. Konstrukii karimas ir raiSkos tyrimai aprasyti 3.2

poskyryje.
1 ~X 3
= &
Ere—
b - —

13 pav. CAIV(19-284 a. r.) elektroforés vaizdas neredukuojéiomis (1 takelig ir
redukuojadiomis 3 takelig salygomis. 2 takelis— baltymo dydzio zymuo. (Rodydd rodo
baltymo dimero ir monomero vaizdjelyje. Elektroforeg atliko j. m. d. V. Michailovien).

CAIV geno raiSka panaudojus naujai sukurtus pET6%bHs—CAIV(19-312 a.
r.) ir pET21a—CAIV(19-312 a. r.) konstruktus buwabai prasta, pET15b—6xHis—CAIV (19—
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312 a. r.) gryninosi sunkiai ir nesijuhigu slopikliais, toél netiko tolesniems tyrimams. Buvo
nuspesta gizti prie pET15b—6xHis—CAIV(19-284 a. r.) konstrukkuris, nors ir sudarantis
dimen, jungesi su EZA ir TFMSA slopikliais. Bioma&s uzauginta anksau aprasytomis,
laboratorijojejprastomis glygomis naudojant pET15b—6xHis—CAIV(19-284 a. oh&truky
(0,5 mM ZnSQ, 1 mM IPTG, po indukcijos 4 val auginta +30 °C paratiroje purtant 220
aps./min graiiu), buvo iSgryninta naudojant janmainy ir afining chromatografiy pagal
laboratorijoje ank&au nenaudat W. Vernier ir koleg straipsnyje aprasytgryninimo
metod,. Buvo gautas mazos 0,2 mg/ml koncentracijos ba/mkuris jungsi su
sulfonamidiniais slopikliais TFMSA ir EZA geriau,enisgryninus to paties konstrukto
koduojam, baltyma metalochelatiéss chromatografijos iu. Jungimasis matuotas terminio
poslinkio metodu dr. Astos Zubriés

Rekombinantinés CAIV(19-284 a. r.) raiSkaE. coli kamienuose auginant
W. Vernier pasiilytu metodu. Vienintek naujosios metodikos problema buvo labai maza
gryninimo iSeiga. Laboratorijoje sukurtas konstagkbuvo palygintas su W. Vernier naudotu
konstruktu. Paaisho, kad jie sutampa. Tada buvo bandoma uzaugiathbg W. Vernier ir
kolegu straipsnyje apraSytuadu tikintis, kad iS dsteliy biomags bus galima iSgryninti
didesn kiekj baltymo, nes tai pavyko straipsnio autoriams. [ifks baltymo raiSkai buvo
naudojamag. coliBL21(DE3) kamienas. 4steks auginamos LB tege. Inokuliacijos metu
1 terpy i1déta neprastai didel 0,8 mM ZnSQ koncentracija, o, skirtingai nei arkau,
rekombinantinio baltymo raiskos indukcijos metu Zn§ terpe nebuvo dedamas. Tikslinio
baltymo indukcijai naudotas jpFastai mazas 0,1 mM IPTG kiekisadieks iki indukcijos
buvo auginamos +37 °C tempeanate, po indukcijo20 val +20 °C. Buvo baiminamasi, kad
tokia didet lastekms toksiSko ZnS@koncentracija stabdys puging, taciau rySkausdsteliy
augimo sudtéjimo nebuvo, nepaisant to, tikslinio geno raiSkegauta.

Rekombinantinés CAIV(19-284 a. r.) raiSkaE. coli kamienuose auginant
modifikuotu W. Vernier metodu. Nepavykus gauti rekombinantinio CAIV baltymo, W.
Vernier padgilytas bakteriy auginimo metodas buvo modifikuotagsteliy adaptacijai prie
joms toksiSko ZnSg) inokuliacijos metu jo buvo dedama tik 0,04 mMbpaltymo raiSkos
indukcijos metu — 0,4 mM. IPTG koncentracija panidiiki 1 mM. Lasteks auginamos 20
val +20 °C.E. coli baltymy elektroforezs vaizdas pateiktas 14 paveiksle. Siuo metodu
uzauginti didesnio biomas kiekio, reikalingo baltymui iSgryninti, nepavyko.
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14 pav.E. coli BL21(DE3) baltymy elektroforezs vaizdas poliakrilamido gelyje (rodyil
rodo apie 33 kDa dydzZio rekombinanti@AIV(19-284 a. r.))1 takelis— BL21(DE3) hsteliy
lizatas prieS CAIV geno raiSkos indukgi? takelis— BL21(DE3) 4steliy lizatas po CAIV
geno raiskos indukcijos, kaidteks augintos 4 val +30 °C temperadje (prastas metodas3;
takelis— BL21(DE3) hsteliy lizatas po CAIV geno raiskos indukcijos, kasteks augintos
20 val +20 °C temperaitoje (modifikuotas W. Vernier metodag);takelis— baltym; dydzio
Zymuo.

3.2. Rekombinantines CAIV (19-312 a. r.) klonavimas bei raiSka

Kurti naujus CAIV konstruktus buvo nusggta, kai po baltymo elektroforex
poliakrilamido gelyje redukuoja@iomis (prastas 6x ®giniy dazas) ir neredukuojéiomis
(6x meéginiy dazas be DTT)atygomis gautas rekombinatinis baltymas CAIV (19-284)
sudaé dimemn. Buvo tikétasi, jog sukrus naujus, didesgrbaltyma koduojartius konstruktus
pavyks gauti stabilegmokio paties ar didesnio aktyvumo baltym

Remiantis turimais duomenimis apie vektorius pETI5pET21a (Novagen)
bei Zmogaus CAIV geno (UniProt duomebaz) sekas bei naudojantis programomis ,,ApE*
(A plasmid Editor v1.17) bei pDRAW32 buvo teoriSlaikonstruoti pET15b—6xHis—CAIV
(19-312 a. r.) ir pET21a—CAIV(19-312 a. r.) konktai, koduojantys CAIV nuo 19 iki 312
aminomgsties (15 ir 16 pav.).

1
CAIY_Uniprot

1
AESHHCYEVORESSHYPCLYPYKHGGHCOKDRASPINIYTTKAKYDKKLGRFFFSGYDKKATHTYOHHGHSYHHLLENKASTSGGGLPAPYOAKOLHLHHSDLPYKGSE

pET15b-CAIY  HGSSHAHAAA AAAESHHCYEVORESSHYPCLYPYKHGGHCOKDROSPINIYTTKAKYDKKLGRFFFSGYDKKATHTYANHNGHSYHHLLENKASISGGGLPAPYOAKOLHLHHSDLPYKGSE
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I |
CAL¥_Uniprot HSLDGEHFAHEHHIYHEKEKGTSRMYKERQODPEDEIAYLAFLYERGTOYHEGFOPLYEALSHIPKPEHSTTHAESSLLDLLPKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCDEKVYHTYFREPIOLHREQILAFSOKLY
pET15b-CATY  HSLDGEHFANEHHIYHEKEKGTSRHYKEAQDPEDEIAYLAFLYEAGTOYNEGFAPLYEALSNIPKPEHSTTHAESSLLOLLPKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCDEKYYHTYFREPIQLHREQILAFSOKLY

261 270 280 290 300 310 35
|

I
CAIY_Uniprot YDKEQTYSHKDHVRPLOOLGORTYIKSEAPGRPLPHALPALLGPHLACLLAGFLR
pET15b-CAIY  YDKEQTYSHKDHYRPLOOLGORTYIKSGAPGRPLPHALCPA PHLA f R

15 pav. Rekombinantias Zmogaus CAIV(19-312 a. r.) (konstruktas — pETBXbls—
CAIV(19-312 a. r.)) ir zmogaus laukinio tipo CAIVminorig&iy seky palyginimas.
Paveiksle apiliZta N galie signalire seka (1-18 a. r.), kurioséma rekombinantiniame
baltyme, ir C galinis peptidas (285-312 a. r.)j&inuvimas skiria gkonstruky nuo pET15b—
6xHis—CAIV(19-284 a. r.).
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1 10 20 30 40 50 1] 70 a0 90 100 110 120 130
|
CATY_Uniprot. HRHLLHLLHLSHHRPSHQHESHHEVEVﬂHESSNVPELVPVKHEENEﬂKDRﬂSPINIVTTKHKVDKKLERFFFSEYDKKQTHTVQNNEHSVHHLLENKHSISEEELPHPYQHKﬂLHLHHSDLPVKESEHSL

pET21a-CAIY AAESHHCYEYORESSHYPCLYPYKHGGHCOKDROSPIHIVTTKAKYDKKLGRFFFSGYDKKOTHTYONNGHSYHHLLENKASISGGGLPAPYOAKOLHLHUSDLPYKGSEHSL
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |

CALY_Uniprot. DGEHFANEHHIYHEKEKGTSRHYKEAQDPEDEIAYLAFLYEAGTOYNEGFOPLYEALSNIPKPEHSTTHAESSLLOLL PKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCOEKYYHTYFREPIOLHREQILAFSOKLYYDK

pET21a-CATY DGEHFAHEHHIYHEKEKGTSRHYKERQDPEDEIAYLAFLYEAGTQVHEGFOPLYERLSHIPKPEHSTTHAESSLLDLLPKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCOEKYYHTYFREPTOLHREQILAFSOKLYYDK
281 270 280 290 300 31912

CALY_Uniprot EQTVSHKDNVRPLQQLGQRTVIKSEHPGRPLPHHLPHLLEPHLHCLLHGFLH

pET21a-CATY EOTYSHKDHYRPLOOLGORTYIKSGAPGRPLPHALPALLGPHLACLLAGFLR

16 pav. Rekombinantias Zzmogaus CAIV(19-312 a. r.) (konstruktas — pETZWV (19—
312 a. r.)) ir zmogaudaukinio tipo CAIV aminotig<iy seky palyginimas. Paveiksle
apibezta N galire signalire seka (1-18 a. r.), kurio rekombinantiniame baltymg ir C
galinis peptidas (285-312 a. r.), kurio buvimasriak§ konstruki nuo pET15b—6xHis—
CAIV(19-284 a.r.).

PGR. Zmogaus CAIV geno dalis, koduojanti 19-312 a.buyo padauginta
PGR metodu, PGR produko 3' ir 5° galuasedant restrikcijos endonukleazNdel ir Xhol
kirpimo vietas. Po PGR buvo atliekama elektrofér&z% agaroziniame gelyje (17 pav.).

Méginys paruoSiamas pagal apragymetodirtje dalyje.

17 pav. PGR produkto elektroforéz 1 takelis — DNR ilgio zymuo; 2 takelis — PGR
produktas (881 bp).

Kaip ir tikétasi, gautas 881 bp PGR produktas.

Tolesni klonavimo etapai restrikcija, ligacija ir transformacija — atliekami
kaip apraSyta metodije dalyje. Restrikcijos metu Ndel ir Xhol restrijas endonukleaanis
kerpami pET15b ir pET21a vektoriai bei CAIV(19-342r.) geno fragmentas, padaugintas
PGR ldu. Po ligacijos ir transformacijos naudojdhat coli XLI-blue kamiem ant Petri
lékSteliy uzaugo po keliolik koloniju. Ant kontrolires lekSteks neuzaugoviena kolonija.

Klony, turin¢iy reikiama CAIV intarp 3, atranka. Klony atranka buvo
atliekama taip pat, kaip buvo atrinkti pET15b—6xHEAIV(19-284 a. r.) klonai (33 psl.).
Atrankos metu atlikta rekombinantinio CAIV(19-312rg konstrukto restrikcija naudojant
Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazes ir DNR dleforez 1,5% agaroziniame gelyje (18
ir 19 pav.). Gelis ir réginiai paruoSiami kaip apraSyta metogen dalyje. Buvo tikimasi
tinkamy klony takeliuose pamatyti po 2 DNR fragmentus: 5704 fpT(L5b) arba 5365 bp
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(pET21a) ilgio perkirptus vektorius ir 881 bp réstijos endonukleaxi iS konstrukto iSkirpt
CAIV(19-312 a. r.) gen

[—
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-
-
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:

18 pav. E. coli pET15b—6xHis—CAIV(19-312 a. r.) klanDNR elektroforez po DNR
sukarpymo Nde | ir Xho | restrikcijos endonukléaus. 1 takelis— DNR ilgio Zymuo;2—9
takeliai — restrikcijos produktai.
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19 pav.E. coli pET21a—CAIV(19-312 a. r.) klanDNR elektroforez po DNR sukarpymo
Nde | ir Xho | restrikcijos endonukleanis. 1 takelis— DNR ilgio Zymuo;2-9 takeliai—
restrikcijos produktai.

IS 8 patikrinty pET15b—6xHis—CAIV(19312 a. r.) konstruktu transformuot

klony CAIV(19-312 a. r.) geno dadluréjo 7. Norintjsitikinti, kad konstruktas neturi mutagjj
didziausios koncentracijos DNRéginys (84 ng/uL) buvo nusekvenuotas.

Visi tirti pET21a—CAIV(19-312 a. r.) konstruktu transformuoti klonai djar

CAIV(19-312 a. r.) geno dal Sekvenavimui atiduotas didziausios — 75,5 ng/pL —
koncentracijos DNR gginys.

Konstruktai nusekvenuoti i abiejklonuoto intarpo gal nuo intarpo priekyje
esarios vektoriaus T7 promotors sekos bei nuo intarpo pabaigoje e€gm T7
terminatoriaus sekos. Gauti duomenys buvo apibetidii gautos sekos palygintos su
zmogaus laukinio tip€AIV seka iS UniProt duomernbazs. Sekos sutapo, mutacipebuvo.

Rekombinantines CAIV(19-312 a. r.) raiSkaE. coli kamienuose. Siekiant
surasti optimalias rekombinantinio pET15-6xHis—CAIY-312 a. r.) ir pET21a—CAIV(19-
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312 a. r.) konstruktkoduojamo baltymo raiSkoalggas, iSbandyti £. coliraiSkos kamienai:
BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)CodonPlus—RHRosetta2(DE3). Visi kamienai
auginti LB tergje. Tikslinio baltymo indukcijos metuterp; pridéta 0,5 mM ZnSQ@ir 1 mM
IPTG. Po indukcijos dsteks 4 val auginamos +30 °C tempefiatje. Geno raiSka gauta
auginant pET15-6xHis—CAIV(19-312 a. r.) konstrultansformuotag. coliBL21(DE3) ir
BL21(DE3)CodonPlus—RILakteles. Didziausia CAIV(19-312 a. r.) raiSka uziit E. coli
BL21(DE3)CodonPlus—RIL kamiene. 20 paveiksle pasasik tikslinio pET15b—6xHis—
CAIV(19-312 a. r.) konstrukto koduojamo baltymo kiteforezs poliakrilamido gelyje
vaizdas.

21 paveiksle matomas pET21a—-CAIV(19-312 a. r.) kgmuno baltymo
elektroforezs vaizdas. Geno raiSka matoma auginant pET21a—QARZ12 a. r.) konstruktu
transformuotas tnij kamien lasteles: BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS,
BL21(DE3)CodonPlus—RIL. Didziausia pET21a—CAIV(1223a. r.) koduojamo baltymo
geno raiSka uzfiksuota. coliBL21(DE3)CodonPlus—RIL kamiene.

Nepriklausomai nuo to, kokiu konstruktu buvo tramsfuotos, Rosetta2(DE3)

lasteks nepasiekindukcijai reikalingo optinio tankio.
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20 pav.E. coli baltym; elektroforezs vaizdas poliakrilamido gelyje (rodysl rodo apie 33
kDa dydZio rekombinantin CAIV(19-312 a. r.)).1 takelis — baltymy dydZio Zymuo;2

takelis — BL21(DE3) hsteliy lizatas prieS CAIV geno raiSkos indukgij3 takelis —

BL21(DE3) hsteliy lizatas po CAIV geno raiSkos indukcijo$;takelis— BL21(DE3)pLysS
lasteliy lizatas prieS CAIV geno raiskos indukgij5 takelis — BL21(DE3)pLysS dsteliy

lizatas po CAIV geno raiSkos indukcijo§; takelis — BL21(DE3)CodonPlus—RILasteliy

lizatas prieS CAIV geno raisSkos indukgij7 takelis— BL21(DE3)CodonPlus—RILasteliy

lizatas po CAIV geno raiSkos indukcijos.
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21 pav.E. coli baltym; elektroforezs vaizdas poliakrilamido gelyje (rodyl rodo apie 33
kDa rekombinantia CAIV(19-312 a. r.))1 takelis— BL21(DE3) hsteliy lizatas prieS CAIV
geno raiSkos indukeij 2 takelis — BL21(DE3) hstely lizatas po CAIV geno raiskos
indukcijos; 3 takelis— baltymy dydzio Zymuo;4 takelis— BL21pLysS dsteliy lizatas pries
CAIV geno raiskos indukcij 5 takelis— BL21(DE3)pLysS dsteliy lizatas po CAIV geno
raiSkos indukcijosg takelis— BL21(DE3)CodonPlus—RILasteliy lizatas prieS CAIV geno
raiSkos indukci; 7 takelis — BL21(DE3)CodonPlus—RILasteliy lizatas po CAIV geno
raiSkos indukcijos.

pPET15b—6xHis—CAIV(19-312 a. r.) koduojamas bakgnbuvo iSgrynintas j.
m. d. Vilmos Michailovieres. Deja, atlikus matavimus terminio poslinkioido su
sulfonamidiniais slopikliais TFMSA ir EZA paai§b, kad baltymas su jais nesijungia.
Matavimus atliko dr. Asta Zubrién

Kitas CAIV(19-312 a. r.) baltymas, gautas transfavas pET21a—CAIV(19-
312 a. r.) konstruktle. coli lasteles, nebuvo grynintas. Buvo nuspa vetiau giizti prie
konstrukto be signalés sekos ir C galinio peptido ir pabandytapginti ir gryninti kitomis,
W. Vernier padilytomis ir misy modifikuotomis, glygomis. Augininimo slygos aprasytos

3.1 poskyryje.
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IV. REZULTAT U APTARIMAS

4.1. Rekombinantiniy CAIV konstrukt y kiirimas

Pagal UniProt duomenbazje pateiktus zmogaus CAIV laukinio tipo baltymo
(P22748) duomenis, CAIV propepdicsudaro 312 aminagstys. CAIV tretigs strukfiros
formavimui svarias Cys24 ir Cys36 bei Cys46 ir Cys229. Per juos ybait viduje
susiformuoja du disulfidinai tiltai. Propeptiduigstant pasalinama N galo sign&liseka (1—
18 a. r.) ir C galinis peptidas (285-312 a. r.).i padeda baltymuijgauti teising
konformacip, turi jtakos jo aktyvumui. Kadangi tokios potransligsin modifikacijos
prokariot; lastekse nevyksta, buvo nusgsta sukurti rekombinantirbaltymy be signaliis
sekos ir be C galinio peptido, t. y. nuo 19 iki 2&hinoGgsties, o gaudt rekombinantif
baltyma gamintiE. colilastekse. PanaSiai aktywekombinantinbaltyns gavo W. Vernier su
kolegomis (Vernier ir kiti, 2010). Mokslininkai meato baltymo jungimsi su slopikliais. Tarp
ju nebuvo EZA ir TFMSA, naudojammisy tyrimuose, tod matavimy rezultaty palyginti
negalima. Paaiskus, kad baltymas be C galinio peptido sudaro dimbuvo nuspgsta
sukurti rekombinantinbaltyma be signaligs sekos, bet su C galiniu peptidu.

Norint palengvinti gauto rekombinantinio CAIV baity gryninimy bei Siek tiek
padidinti jo tirpum, sutrumpintas CAIV genas buvo sulietas su pET1é&ktoriuje 6 His
koduojartia DNR seka. Bl Sios priezasties rekombinanti€CAIV (19-284 a. r.) ir vienas IS
CAIV(19-312 a. r.) baltymp N gale turi 6 His bei 13 vektoriaus koduojaaminoGgiy.

Viena iS pET vektoriaus pasirinkimo prieZas — Sie vektoriai pritaikyti
kamieny, turinciy lizogenin A profags (DE3) transformavimui. Be to, naudojant pET
vektorius lengva indukuoti baltymo sinterr prikabinti prie baltymo papildomas Zymes,
pavyzdziui, migta His uodegle.

pPET15b vektoriaus kirpimui buvo pasirinktos Ndel Xhol restrikcijos
endonuklea¥s, nesjstaius CAIV geno fragmentj Siy restrikcijos endonukleaziperkirpt
vektoriy, po transliacijos gaunamas rekombinantinis bals/ma N gale prijungta 6 His
uodegle. Yra zinoma, kad baltymo sawggali skirtis priklausomai nuo to, N ar C gala yr
His uodeglé. 1S vienos puss, idama balastine aminig&iy seka baltymo N gale, 6 His
uodeglé gali trukdyti natfiraliai vykstagiam baltymo susisukimui Siam slenkant nuo
ribosomos, tad atrodyt kad iSmintingiau ity ja kabinti C gale, kuris susintetinamas tikslinio
baltymo sintegs pabaigoje ir nebetéty trukdyti jam susivynioti. Kita vertus, galiab, kad
kaip tik tai, kad baltymo transliacijos pradziojé&rnpiausia sintetinama 6 His uod#¢

padidina baltymo tirpum stabiluma, neleidZia jam negitamai agreguotis. Kai uodgg
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sintetinama baltymo transliacijos pabaigoje, prgSsusintetintas baltymas gali iS karto
susilankstyti i netinkama treting strukiira. Tada bet koki tirpuma didinartiy peptid;
naudojimas praranda prasrfDyson ir kiti, 2004). Kiekvienas rekombinantinialtymas yra
labai individualus, to#&l pradedant klonavimn ngmanoma teoriSkai pasakyti, N ar C gale
geriau His uodege kabinti konkreéiam baltymui (Dan ir kiti, 2009). Kuriant pET5b—6xd+
CAIV(19-384 a. r.) ir pET15b—6xHis—CAIV(19-312 a) konstruktus His uodeétgs vieta
buvo pasirinkta remiantis laboratorijoje adilesi sukurtais CA konstruktais — daugumayri
His uodegle N gale. Kadangi atliekant eksperimentus bakalalanui pET21a—CAIV(19-
312 a. r.) konstruktas be His sekos nebuvo iSgtgaindl afininés chromatografijos
brangumo ir ypatingo gryninimo poreikio nebuvimegalima pasakyti, ar Siuo atveju 6 His
seka turiitakos baltymo funkcijai, taau gryninant4 pai baltyma metalochelatiés ir afininés
bei jomy mainp chromatografijos iidais atsirado didelis koncentracij skirtumas.
Metalochelatidgs chromatografijos, kugi atlikti galima @&l esarios His sekos, idu
iISgryninto baltymo koncentracija buvo beveik 5 kartlidesa nei ty paf baltyms iSgryninus
afininés ir jony mainy chromatografijos dais (atitinkamai 0,92 mg/ml ir 0,2 mg/ml).
pET21a vektoriaus konstravimui buvo pasirinktos tpa&ios restrikcijos
endonuklea¥s. Kadangi visi trys sukurti konstruktai (pET15bHis—CAIV(19-284 a. r.),
PET15b—6xHis—CAIV(19-312 a. r.) ir pET21a—CAIV(1%23a. r.)) neturi signalés sekos ir
CAIV rekombinantiniai baltymai prasideda nuo toggipje pactyje esadios aminofigsties,
ju padauginimui PGR metu buvo naudojamas tas paggi@is pradmuo, turintis Ndel
kirpimo vieta. Xhol fermentas buvo pasirinktas #hdkad Sios dvi restrikcijos endonukleéaz
tinkamos naudoti kartu: jos abi aktyvios 1x Tangofebyje, sutampauyj inkubavimo
temperaira ir laikas. pET21a—CAIV(19-312 a. r.) koduojambaltymas neturi joki

papildom; aminoag&iu. J sunkiau gryninti, tdau jis panasSesnisnatyw baltym.

4.2. Rekombinantinés CAIV raiSka E. coli Iastelése

Biomasés auginimas W. Vernier pasiilytu badu. Kadangi gryninimas W.
Vernier ir jo koleg pasiilytu metodu buvo &mingas, buvo nuspsta pabandyti uzauginti
biomag ju pasiilytu metodu. Ta&au visiSkai nebuvo pET15b—6xHis—CAIV(19-284 a. r.)
geno raiSkos. Manau, kad pagrindinaiSkos nebuvimo priezastis — inokuliacijos metu
dedamas didelisastekms toksisko ZznS@kiekis (0,8 mM). Kadangi iki tikslinio baltymo
indukcijos IPTG bakterijos CAIV(19-284 a. r.) nasitina, ZA" terpsje nereikalingas. Sio
metalo jonai toksiSkai velkig. colilasteles, sekina jas ir stabdo augirRo indukcijos IPTG
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lasteks tikriausiai nebeturi vidini resurs baltymo sintezei, nes visa energija skiriagsadliy
gyvybinei veiklai palaikyti.

Atliekant tikslinio baltymo raiskos indukaijpagal W. Vernier ir jo kolagSios
procediros aprasymy i terpe buvo pricta ngprastai mazai IPTG, 10 kartmazZiau nei
paprastai dedama auginagsteles msy laboratorijoje. Galtit IPTG neuZteko, kad baltymas
buty sintetinamas pilnu pagumu.

W. Vernier metodo modifikavimas. Negavus tikslinio baltymo raiskos, W.
Vernier ir koleqg pasiilytas hsteliy auginimo ir tikslinio baltymo raiSkosiadas buvo
pakeistas sy laboratorijoje dazniausiai haudojamomigygomis, sumazinant ZnSkieki
bei padidinant IPTG koncentragijAuginimas +20 °C tempefabje 20 val (W. Vernier
metodas) padidino geno raisSkyginant su auginimu 4 val +30 °C tempé@raje (prastas,
musuy laboratorijoje taikomas auginimaithas). Viena iS auginimo problenyra tai, jog gra
duomen, kiek laiko uztrunka baltymo susivyniojimagatyvi strukiira Zmogaus organizme
ir kiek laiko tai vykstaE. colilastekse. Gali lati, kad, kai stekse, auginamose 4 val +30 °C
temperairoje su dideliu kiekiu IPTG, baltymas sintetinantalsai greitai, jis nesga igauti
tinkamos tretias strukiiros.

Geno raiSkos priklausomyl® nuo IPTG koncentracijos. Yanina
Sevastsyanovich su kolegomis atliko nemayrima bandydami iSsiaisSkinti, koki jtaka
baltymo geno raiSkai turi IPTG kiekis, negairiy geny raiSkos indukcijai naudojamas
skirtingos IPTG koncentracijos, dazniausiai 0,1-.nSavo tyrime jie indukavo baltym
koduojargio geno raiSk su 0,5 mM IPTG. Baltymas buvo auginantascoli BL(21)DE3
kamiene i$ pradii+37 °C, o po indukcijos +25 °C tempenatje 30 val. Buvo pasteétn, kad
staigi baltymo sintez vyksta 2—4 val po indukcijos, o po to sustoja, s&sga prasigusi
intensyvi T7 polimerazs veikla, kuri yra indukcijos rezultatas, sukeligtééms Silumin
Soky. Kai augimas susteg, susidags baltymas sudaro netirpiugrelius. Galiausiai augimas
atsistato, téiau daugelis uzaugusibakterijp nebeturi plazmiés. Dar prieS indukcij dalis
bakteriy atsitiktinai ,pameta“ plazmig taciau tokiy bakteriy btina nedaug. Po indukcijos jos
nesusiduria su Siluminiu Soku, su kuriuo susidpteEzmid; turincios bakterijos, toél auga
greiau ir pradeda dominuoti. Autoriai nuspréndkad j3 naudota 0,5 mM IPTG
koncentracija yra per didelMes naudojome 1 mM IPTG CAIV sintezindukcijai auginant
20 val. Tai 2 kartus daugiau uz Y. Sevastsyanouidtolegy naudo4 kiekij, kuris buvo per
didelis, ir 10 kam daugiau uz W. Verner ir kolegpasiilyta IPTG koncentraciy. Galkit
reikéty iSbandyti tarpines IPTG koncentracijas, pavyzdzpabandyti indukuoti pET15b—
6xHis—CAIV(19-284 a. r.) geno raiglridéjusi terpz 0,5 mM IPTG.
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Studijuojant Y. Sevastsyanovich darkyla vienas klausimas — kaip plazrid
praradusios E. coli lastebs auga selektyvioje tetfg su antibiotikais? BL21(DES3)
transformani selektyviam augimui mes naudojame ampigilikurio koncentracija tegpe
yra 100 ug/ml. E. coli BL21(DE3) kamienas neturi atsparumo Siam antikiogiji turi
vektorius. Todl plazmides ,pametusiosisteks tukty neaugti, baktenj optinis tankis tusty
mazti, o to nebuvo pasteta.

Galbit bakterijp augimo priezastis yra ta, kad augdamos jos skamnpiciling.
Mes Zinome, kad pradéimrampicilino koncentracija yra 100y/ml, t&iau nezinome, kokia jo
koncentracijadsteliy augimo pabaigoje. Jeigu ampicilinas suskaidomas ggeitai, terge
gali practi augti ir atsparumo antibiotikams netufios lasteks. Tuomet pamatavus optin
tanki atrodo, kad biomas labai daug, o baltyakoduojario geno raiskos nematyti, kaip kad
teigiama Y. Sevastsyanovich ir kolggtraipsnyje.

Geno raiSkos priklausomyle nuo ZnSQO, koncentracijos. Cinko kiekis
rekombinantigje CAIV(19-284 a. r.), gautoje auginamsteles terge su 0,5 mM ZnS©
buvo patikrintas prof. habil. dr. Stasio TautkadsMU Chemijos fakulteto Analizés ir
aplinkos chemijos katedros. Baltymo koncentracij@dlygi Zrf* koncentracijai, vadinasi,
kiekviena CAIV(19-284 a. r.) molekulsavo aktyviajame centre turi Zn toddl reikia
manyti, kadi terpg déti 0,8 mM ZnSQ, kaip siilo W. Vernier, netikslinga.

Geno raiSkos priklausomyl® nuo temperatiros. German Rosano ir Eduardo
Ceccarelli atkreip démesg, kad baltyny sintez aukStoje temperatoje vyksta pernelyg
greitai ir uz tinkam baltymo susilankstymatsakingi transliacijos veiksniai neégp pacti
baltymuiigauti tinkamos tretiés struktiros. Nick Berrow su kolegomis taip paiilsi auginti
E. colilasteles +20 °C ar net +17 °C. Siame dads¢eks po indukcijos buvo auginamos tik
dvejose temperatose: +30 °C ir +20 °C, nors bakterijos gana daaoginamos ir +25°C bei
+16°C temperatose (Berrow ir kiti, 2006; Sevastsyanovich ir k&D10).

Geno raiskos priklausomyl® nuo kamieno.BL21(DE3) hsteliy biomag augo
grekiausiai nepriklausomai nuo to, kokiu konstruktu &mmienas buvo transformuotas,
taciau greitas augimas ne visadant didziausy CAIV geno raiSk. Auginant transformuotas
BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS ir BL21(DE3)CodonPlus—Rllasteles 4 val +30 °C
temperairoje, geno raiSka buvo didziausia transformavus\CBL21(DE3)CodonPlus—RIL
kamieny, toctl jis buvo pasirinktas auginti biomabaltymo gryninimui. Galit taip yra todl,
kad CAIV geno sekoje yra AGA, AGG, ATA kodontoctl Siuos kodonus atpgtartiy
papildom; tRNR kodavimas BL21(DE3)CodonPlus kamiene pagetikalinio baltymo

sintez.
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Auginant CAIV W. Vernier pasiytu badu pET15b—6xHis—CAIV(19-284 a. r.)
buvo transformuotas tik BL21(DE3) kamienas, nge&amiery naudojo W. Vernier, 0 mes
stengiands gauti baltym kiek imanoma panaseamis slygomis. Geno raiSka naudojant
BL21(DE3)CodonPlus—RIL kamigmebuvo tikrinama, téau patirtis rodo, kad ji tikriausiai
buty didesr.

N. Berrow ir jo kolegos pazymi labai svartalyka: kiekvienasE. coli kamienas
turi optimala augimo temperata ir ieSkant geriausi salygy baltymy koduojaio geno
raiSkai reikty iSbandyti kiekimanoma daugiau kamiernr temperairy variant;, kas nebuvo
padaryta Siame darbe. Be to, jie atkreiptandg, kad auginimo terp neturi dide¢s jtakos
baltymo geno raiskai ar jo tirpumui (Berrow irik006).

ISvados. Palyginus vig trijuy: pET15b—-6xHis—CAIV(19-284 a. r.), pET15b—
6xHis—CAIV(19-312 a. r.) ir pET21a—CAIV(19-312 a. konstrukt; gemn raiSka tiek mano
darbe, tiek W. Vernier ir kolegnaudotomis dsteliy auginimo bei tikslinio geno raiskos
salygomis, matyti, jog pET15b—6xHis—CAIV(19-284 a) raiSka buvo didziausia. Tam
gakty biati kelios priezastys. Gaiib nenukirptas C galinis peptidas, esantis pET15bHg$x
CAIV(13-312 a. r.) ir pET21a—CAIV(19-312 a. r.) ledruktuose, trukdo baltymugauti
tinkamy treting strukiira. Gallit darbo metu nepavyko rasti tinkamsalygu minéty
konstrukty geno raiSkai, nes darbe buvo iSbandyta maaggs palyginus su tuo, koki
ivairow sitlo straipsni autoriai.

Apzvelgus kel autoriy darbus galima padaryti iSvadkad didet itaka baltymo
geno raiSkai ir tirpumui daro tempered, kurioje hsteks auginamos po indukcijos, ir laikas,
skirtas baltymo tretikgs strukfiros igijimui po indukcijos. Kuo zemesntemperaira ir kuo
ilgesnis laikas, tuo dideéntikimybé, kad bus gautas tirpus tinkamos trésinstrukfiros
baltymas. Be to, funkcionalaus baltymo gavimui bvgeno kirpimo vieta. pET15b—6xHis—
CAIV(19-312 a. r.) konstruktas nuo pET15b—-6xHis—CZ@AI9-284 a. r.) konstrukto skiriasi
tik tuo, jog pirmasis turi 28 C galines amingstis koduojatia sek. To pakanka, kad Sis
baltymas nesijungtsu slopikliais.
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ISVADOS

Nustatyta, jog tirpi ir su slopikliais besijungian€CAIV gaunama sukonstravus
rekombinantin CAIV baltyma nuo 19 iki 284 aminaigsties, turint 266 a. r. ilgio
katalitini domern, neturinf N gale signalidas sekos ir C galinio propeptido.
Rekombinantinio baltymo gryninimui N gale prikatar@ histidim seka.

Nustatyta, jog tirpi ir su slopikliais besijungtanCAIV gaunama E. coli
BL21(DE3)CodonPlus—RIL kamienadtekse, jas auginant LB tete su 0,5 mM
ZnSQ, 4 val +30 °C temperatoje po tikslinio baltymo raiSkos indukcijos 1 mM
IPTG.
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ZMOGAUS REKOMBINANTIN ES KARBOANHIDRAZ ES IV
GAVIMAS

Bakalauro darbas

Aurelija Mickevi ¢iaté
Vilniaus Universitetas

Gamtos moksl fakultetas

SANTRAUKA

Bakalaurinio darbo metu buvo siekiama sukurti igry&inti Zmogaus
rekombinantig karboanhidraz IV (CAIV), kuri baty tinkama tolesniems laboratorijoje
vykdomiems biofizikiniams baltymo — ligandoaveikos tyrimams. Darbo metu buvo
eksperimentiSkai nustatyta CAIV dalis nuo 19 iki 428minofigsties, reikalinga
rekombinantigs CAIV raiSkai bei stabilaus baltymo gavimui. Pash@gus rekombinantiés
CAIV raiSkai jvairius E. coli kamienus ir auginimo ab/gas, didzZiausia raiSka nustatyta
BL21(DE3) kamiene, tikslinio baltymo raiSkai indukas hsteles auginant 20 val +20 °C
temperairoje LB tergje su 0,4 mM ZnSQir 1 mM izopropil$-D-tiogalaktopiranozido
(IPTG). Savo funkcijos neprargsl baltymas buvo iSgrynintas IiSE. coli
BL21(DE3)CodonPlus—RIL abteliy, po indukcijos auginmt LB terpje 4 val +30 °C
temperairoje terp pridéjus 1 mM IPTG ir 0,5 mM ZnS©
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PRODUCTION OF RECOMBINANT HUMAN CARBONIC
ANHYDRASE IV

Bachelor's Thesis

Aurelija Mickevi ¢iaté
Vilnius University

Faculty of Nature Science

SUMMARY

The aim of this research project was to clone, @srand purify human
carbonic anhydrase IV (CAIV), which would be sulafor further biophysical investigation
in the Department of Biothermodynamics and Drugi@redocusing on protein — ligand
interactions. During the experimental phase of tegearch, it was found out that a portion of
CAlV, including amino acids from 19 to 284, is ess& for recombinant CAIV expression
and protein stability. After using differe. coli strains and growing conditions, it was
noticed, that the best expression is in BL21(DEBis while growing induced cells for 20
hours at +20 °C temperature in LB medium with OM @nSQ, and 1 mM isopropylB—D—
thiogalactopyranoside (IPTG). An active protein wasduced when growing transformgd
coli BL21(DE3)CodonPlus—RIL cells in LB medium for 4 mewat +30 "C after induction
with 1 mM IPTG and in the presence of 0,5 mM ZpSO
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