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SUTRUMPINIMAI

AA — akrilamidas;

AKT - serino/treonino kinazé;

APS — amonio persulfatas;

aps. — apsisukimai;

ar. — aminorugstis;

BAA - bisakrilamidas;

BHK - Ziurkéno jauniklio inksty Igstelés;

CA —karboanhidraze;

CHO - kinisko ziurkéno kiausidziy Iastelés;

CMV - citomegalo virusas;

CNS - centriné nervy sistema;

COS-7 — 1 fibroblastus panaSios bezdzionés inksty Igstelés;
Cys — cisteinas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

dNTP — deoksiribonukleotidas;

DTT - ditiotreitolis;

EBNA-1 — Epsteino—Baro viruso branduolio antigenas 1;
EDTA - etilendiamintetraacto rigstis;

Fab — antigena prisijungianti Ig dalis;

FAK - fokalinés adhezijos kinaze;

FDA — Amerikos maisto ir vaisty administracija;

HEK 293-F — Zmogaus embriono inksty Igstelés, pritaikytos augti suspensijoje terpéje be
serumo;

HEPES - 4—(2-hidroksietil)—1—piperazinetansulfonin¢ riigstis;
Her2 — epidermio augimo veiksnio receptoriaus Seimos narys;
His — histidinas;

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

IPTG - izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas;

kb —kilobaze;

MES - 2—(N-morfolino)etansulfoniné rtgstis;

MET - tirozino kinazé;



PfHsp90 — Plasmodium falciparum Siluminio Soko baltymas 90;
PHsp90N — Plasmodium falciparum Siluminio Soko baltymo 90 N galas;
PIPES - piperazino-N,N‘-bis(2-etansulfoniné ruigstis);

PI3K — fosfotidilinozitolio 3 — kinazé;

PGR - polimeraziné grandininé reakcija;

PKR - baltymy kinazé R;

PLK - serino/treonino kinazé;

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;

purt. — purtymai;

pS53 — naviky supresijos baltymas;

Ras — GTPazinj aktyvuma turintis baltymas;

Raf — serino/treonino kinazé;

RIP — su receptoriais sgveikaujanciy baltymy kinazés;

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

S. O. C. — optimali mitybin¢ terpé (angl. Super Optimal broth with Catabolite repression);
SV40 - bezdzioniy virusas 40;

TAE - buferis (angl. Tris—acetate—-EDTA);

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

TK — timidino kinazé;

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



TVADAS

Nors mokslas spariai vystosi, XXI amziuje kai kurios ligos vis dar
nei§gydomos. Siuo metu stengiamasi ne palengvinti ligos simptomus, o rasti ir pasalinti ligos
prieZastis, taip uzkertant kelig ligos atsinaujinimui. Vieni i ligos eigai jtakos turin¢iy veiksniy
gali biiti ir organizme svarbias funkcijas atliekantys baltymai, tokie kaip karboanhidrazes
(CA) ar Siluminio Soko (Hsp) baltymai.

CA - tai fiziologiskai svarbiis fermentai, kurie, katalizuodami griZtamg CO,
hidratacija, palaiko pastovy terpés pH, dalyvauja jony mainy reakcijose ir daugelyje kity
gyvybiskai svarbiy procesy. Jos randamos visuose gyvuose organizmuose bei visuose
daugialgsCiy organizmy audiniuose ir Igstelése.

Hsp — tai visuose gyvuose organizmuose randami baltymai, kurie padeda
kitiems baltymams jgauti tinkamg treting ir ketvirting struktira, reguliuoja geny raiska ir yra
reikalingi baltymo-baltymo sgveikai, signaliniams keliams (Corbett ir Berger, 2010).

D¢l didelio paplitimo ir svarbos minéti baltymai daznai turi jtakos daugybés ligy
eigai — nuo virSkinimo sistemos sutrikimy iki onkologiniy susirgimy. PavyzdZiui, daugelyje
naviky nustatyta padidéjusi CAIX ir CAXII raiska. Sios CA padeda augliui kovoti su
hipoksija. D¢l savo didelés svarbos Igsteliy prolifercijoje ir signaliniuose keliuose Hsp90
pladiai tiriamas kaip taikinys gydant onkologinius susirgimus. Zinoma, kad kai kurios
natiiralios medZiagos, pavyzdZziui, geldanamicinas ir radisikolis, slopina Hsp90 veikla, o
geldanamicino sintetinis analogas 17—(alilamino)—17-demetoksigeldanamicinas (17-AAGQG)
Siuo metu yra klinikiniy tyrimy stadijoje. Gauti daug Zadantys rezultatai, todel Sig veikligja
medziagg tikimgsi panaudoti kuriant vaistus nuo jvairiy onkologiniy ligy (Corbett ir Berger,
2010).

Hsp baltymy slopiklius galima naudoti ir kovojant su parazity sukeltomis
infekcijomis. Vienas i§ panaudojimo biidy — maliarijos gydymas slopinant Plasmodium
falciparum, maliarijg sukelian¢io pirmuonio, Hsp90 aktyvuma ir taip neleidZiant jam vystytis.

Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje bandoma kurti Hsp90 ir CA
aktyvumo slopiklius, kurie galéty biti panaudoti kaip veiklioji medzZiaga vaisty kiirime.
Baltymy ir slopikliy sgveikos tyrimams reikia dideliy kiekiy iSgryninty baltymy. Jy gavimas —
nemenka problema. Naudoti i§ gamtiniy Saltiniy iSskirtus baltymus biity labai brangu, o kai
kuriais atvejais — ir neetiSka, ypaC dirbant su Zmogaus baltymais. Viena i§ alternatyvy —
rekombinantiniy baltymy kiirimas. Toks sprendimas §iuo metu yra vienas geriausiy, nes,

parinkus tinkamus vektorius, raiSkos Seimininkus ir jy auginimo salygas, galima greitai ir



gana nebrangiai gauti didelius kiekius funkciskai aktyviy baltymy. Taigi labai svarbu kiek

imanoma labiau optimizuoti rekombinantiniy baltymy gavima.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:
Gauti rekombinantinus Plasmodium falciparum Saperono Hsp90 N galo domeng ir Zmogaus

CAIV katalitinj domeng.

Darbo uzdaviniai:
e Klonuoti rekombinantinius Plasmodium falciparum Saperono Hsp90 N galo domeng ir
Zmogaus CAIV katalitin] domeng koduojancias geny dalis.
e Surasti optimalias sglygas rekombinantiniy Plasmodium falciparum Saperono Hsp90
N galo domeno raiSkai Escherichia coli ir zmogaus CAIV katalitinio domeno raiSkai
Zzmogaus HEK 293-F lgsteliy linijoje.

e ISgryninti baltymus.



I. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Taikiniy terapija medicinoje

Paul Ehrlich — pirmasis Zmogus, XIX a. apraSes selektyvy molekuliy patekimg |
audinius. Jis aprasé Soniniy grandiniy teorija, kuri davé pradzig antigeno — antikiino sgveikos
supratimui. Sios Zinios véliau pasitarnavo monokloniniy antikiiny atradimui ir taikiniy
terapijos, kuriai naudojami monokloniniai antikiinai ir mazos slopikliy molekulés, atsiradimui
(Gerber, 2008; Dietrich ir Antoniades, 2012). Siai terapijai naudojami vaistai, kurie atrankiai
sgveikauja su konkreciu taikiniu, daZniausiai baltymu, sukélusiu ligg arba turinCiu jtakos ligos
eigai. Sis baltymas daZniausiai yra augimo veiksnys ar jo receptorius, signalinio kelio arba
Iastelés ciklo baltymas, apoptozés mediatorius. VéZio atveju tai gali buti baltymai, svarbis
véziniy Igsteliy plitimui arba angiogenezei (Dietrich ir Antoniades, 2012).

Taikiniy terapija ypa¢ placiai tiriama kaip onkologiniy ligy gydymo biadas. Si
terapija ne tik prailgina serganciyjy gyvenima, bet ir suteikia viltj Zmonéms, kuriems anksciau
nebiity taikytas joks gydymas. Pavyzdziui, vyresnio amZiaus onkologiniams ligoniams
chemoterapija netaikoma dél didZiulio Salutinio paveikio, taCiau juos galima gydyti geriau
toleruojamais antikiinais ir slopikliais. IS 20 naujy vaisty vézio gydymui, kuriuos nuo 2000 m.
patvirtino Amerikos maisto ir vaisty administracija (FDA), 15 yra skirti taikiniy terapijai ir tik
5 — chemoterapijai. Siuo metu taikiniy terapija taikoma gydant kriities, Zarnyno, plaudiy,
kasos vézj, taip pat limfoma, leukemija, daugybing mielomga (Gerber, 2008).

Taikiniy terapija atvéré naujg — pacientui individualiai pritaikyty vaisty — era,
nes vaistai skirti slopinti konkretaus liga sukélusio baltymo aktyvuma, o t3 paciag liga gali
sukelti skirtingos priezastys. Pavyzdziui, ,,Herceptin® yra efektyvus vaistas 25% kriities véZio
atvejy. Kitais atvejais Sis vaistas neskiriamas. Bene didZiausias tokio gydymo privalumas —
mazesnis Salutinis poveikis ir geresni gydymo rezultatai. Taciau Sis gydymas brangesnis uz
chemoterapija, tod¢l Siuo metu neskiriamas visiems pacientams. Be to, kai kurie vaistai
slopikliy pagrindu dar nauji, néra pakankamai Ziniy apie galimg ilgalaikj Salutini poveiki
(Gerber, 2008).

Slopikliai ir antiktinai skiriasi keliomis svarbiomis savybémis. Slopikliai
dazniausiai yra geriami, o ne leidZiami, tod¢l Zmonéms nereikia vykti i gydymo jstaiga.
Taciau monokloniniy antikiiny gyvavimo pusperiodis yra ilgesnis nei slopikliy ir antikiinus
suleisti reikia kas vieng — keturias savaites, o slopiklius reikia gerti kasdien. Slopikliai
gaminami chemijos pramongje, o tai yra Zymiai pigiau nei gaminti monokloninius antikiinus

bioinzinerijos biidu. Taciau jy specifiSkumas maZesnis nei monokloniniy antikiiny. Be to,



daugelis slopikliy yra metabolizuojami citochromo P450 fermenty, todél, prieSingai nei
monokloniniai antikiinai gali sukelti nepageidaujamas reakcijas, jeigu vartojami kartu su
kitais vaistais (Gerber, 2008).

Vieni pirmyjy vaisty, sukurty taikiniy terapijai, buvo antikiinai prieS Iasteliy
pavirSiaus Zymenis CD20, CD33, CD52, skirti gydyti limfomg ir leukemijg. Kadangi CD20
randamas ir normaliose limfoidinése lastelése, prieS ji nukreiptas antikiinas veikia visg
imuning sistema. Siuo metu vaistas ,,Rituxan, kurio veiklioji medZiaga yra antikiinas pries
CD20, naudojamas gydyti autoimunines ligas, pavyzdZiui, reumatoidinj artrita, taip pat ne
Hodzkino limfoma (Gerber, 2008).

1986 m. FDA patvirtino pirmajj monokloninj antikiing muromonaba—CD3,
kuris blokuoja T lasteliy funkcijg ir apsaugo nuo organy atmetimo po transplantacijos. Nuo
tada buvo patvirtinta apie 20 monokloniniy antikiiny, pusé¢ i§ jy skirti vézio gydymui.
Monokloniniy antikiingy Fab fragmentai, kurie atpazjsta antigeng ir prisijungia prie jo, yra
atsakingi uz Sioms terapijoms biidingg itin dideli specifiSkumg. Monokloniniy antikiiny
geb¢jimas kovoti su liga pasireiSkia keliais mechanizmais. Jie aktyvina Seimininko imunines
funkcijas pries taikinio lgstele, prisijungia prie receptoriaus arba ligando ir taip blokuoja
lasteliy iSgyvenimui biitinas signalines kaskadas arba yra neSikliai medziagoms, kurios
nuzudo antiklino atpaZintg lastele. Monokloniniy antikiiny minusas yra tai, kad juos tenka
leisti intraveniniu biidu, nes Sie baltymai biity denattruoti skrandyje. Kadangi antikiinai
nemetabolizuojami kepenyse, beveik nepastebima sgveiky su Kkitais pacienty vartojamais
vaistais (Gerber, 2008). Taciau dé¢l savo dydZio antikiinai negali patekti ] tam tikras
organizmo vietas, pavyzdzZiui, CNS (Dietrich ir Antoniades, 2012). Tokiais atvejais geriau
naudoti slopiklius.

Mazi slopikliai dazniausiai sgveikauja su signaliniuose keliuose dalyvaujanciais
baltymais ir blokuoja jy reguliuojamus signalinius kelius. Vienas pirmyjy ir efektyviausiy
slopikliy — 2002 m. létinés mieloidinés leukemijos gydymui patvirtintas imatinibas. Sis
vaistas slopina Filadelfijos chromosomos tirozino kinaze¢ ir tinka 98% pacienty (Gerber,
2008). Imatinibas suke¢lé tikrg leukemijos gydymo revoliucija, paversdamas mirting susirgima
létine liga (Danisz ir Blasiak, 2013). Ypac aktyviai kuriami slopikliai prieS PI3K, nes Sio
baltymo signaliniy keliy reguliavimo sutrikimy aptinkama trecdalyje Zmogaus naviky
(Akinleye ir kiti, 2013). Be $io baltymo, ieSkoma slopikliy, galin¢iy slopinti Ras ir B—Raf
baltymy aktyvuma. Sie baltymai dalyvauja daugelyje vézinése lastelése veikianéiy signaliniy
keliy. Ras slopikliai $iuo metu tiriami su pelémis, tuo tarpu B—Raf slopikliai jau taikomi
gydant melanomg ir kepeny lasteliy karcinoma. Gydant pastargja liga Sis slopiklis — vienas i

nedaugelio efektyviy vaisty (McCubrey ir kiti, 2012). Slopikliai gali padéti kovoti su vézZio
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gydymo eigoje atsirandan¢iu atsparumu chemoterapijai. Sj atsparuma daZniausiai sukelia
epigenetiniai pokyciai, todél Siuo metu kuriami slopikliai, kuriy taikinys — uZ epigenetinius
poky¢ius atsakingi baltymai, pavyzdZiui, histony deacetilazés. Siy baltymy raiska padidéja
daugelyje naviky ir yra siejama su prastomis gydymo prognozémis. Histony deacetilaziy
slopiklius planuojama naudoti kartu su kitais gydymo biidais, pavyzdZiui, radioterapija arba
chemoterapija. Kai kurie histony deacetilaziy slopikliai tiriami kaip galimi vaistai nuo astmos
ir maliarijos (Hrabeta ir kiti, 2013).

Nors absoliuti dauguma tyrimy atliekami siekiant pazaboti vézj, slopikliai
naudojami ir gydant kitas ligas. PavyzdZiui, 1étiné obstrukciné plauciy liga gydoma naudojant
fosfodiesteraziy slopiklius. Tiesa, Sie vaistai turi nemazai Salutiniy poveikiy (Lee ir kiti,
2013). Taip pat tikimasi, kad slopikliai gali padéti iSgydyti diabeting retinopatija, viena
dazniausiy diabeto komplikacijy. Siuo metu slopikliai tiriami su Ziurkémis. Nors kelias iki
vaisto dar ilgas, turimi rezultatai teikia vilties (Liu ir kiti, 2013). Slopikliai naudojami ir
policistinés inksty ligos gydymui. Sia liga pasaulyje serga apie 12 milijony Zmoniy. Nors
ligos vien slopikliais i§gydyti nejmanoma, jie padeda sustabdyti ligos progresavima (Helal,
2013). Taip pat kuriami slopikliai Hsp70 baltymui, kuris siejamas su Alzheimerio ir
Huntingtono ligomis bei daugeliu véZzio riisiy (Schlecht ir kiti, 2013).

Taigi taikiniy terapija — gana nauja, bet sparCiai besivystanti biomedicinos
mokslo sritis, galinti pasiiilyti labai specializuota gydyma su maZesniais Salutiniais poveikiais.
Zinoma, tai néra universalus gydymo badas nuo visy ligy (kaip néra ir bet koks kitas gydymo
budas) ir ilgainiui gali iSrySkéti neigiamy tokio gydymo pasekmiy, taciau, kaip parodé
leukemijos gydymo pavyzdys, Siuo metu kai kuriems Zmoniems taikiniy terapija — skirtumas
tarp gyvybés ir mirties. Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje kuriami slopikliai,
specifiskai besijungiantys prie Zmogaus CA ir Hsp baltymy. Sie baltymai turi jtakos rimty ir
sunkiai pagydomy ligy, tokiy kaip veézys, epilepsija, maliarija, eigai. Tikimasi, kad vieng

dieng misy slopikliai taps pagrindu vaistams prie§ $iuo metu sunkiai jveikiamas ligas.
1.2. Siluminio $oko baltymy apzvalga
1.2.1. Siluminio Soko baltymy klasifikacija ir veikimo mechanizmas
Naujai susintetinti baltymai lgsteléje susiduria su sunkia uzduotimi — paversti
linijing aminoriigs¢iy seka trijy dimensijy baltymo struktiira. Transliacijos metu molekuliniai
Saperonai (Hsp), naudodami ATP hidrolizés energija, neleidZia agreguoti naujai sintetinamam

baltymui ir padeda jam jgauti tinkamg treting¢ ir ketvirting strukttirg (Yam ir kiti, 2005). Tai

11



labai konservatyviis baltymai, randami visuose gyvuose organizmuose. IS pradziy buvo
manoma, kad Hsp sintetinami kaip atsakas i Siluminj arba oksidacinj stresa (Kampinga ir kiti,
2009). Dabar Zinoma, kad Sie baltymai ne tik padeda baltymams jgauti tinkamg treting ir
ketvirtine struktiira, bet ir reguliuoja geny raiskg ir yra reikalingi baltymo-baltymo sgveikai,
signaliniams keliams (Corbett ir Berger, 2010; Pallavi ir kiti, 2010).

Hsp skirstomi j 6 Seimas pagal molekulinge mase: didelés (daugiau nei 90 kDa)
molekulinés masés Hsp, Hsp90, Hsp70, Hsp60, mazos (maZiau nei 60 kDa) molekulinés
masés Hsp ir ubikvitinas. Gausiausios ir konservatyviausios yra Hsp70 ir Hsp60 Seimos.
Hsp70 — tai molekulinis Saperonas, antiapoptotinis agentas bei antioksidantas. Jis padeda
Iasteléms toleruoti stresa, skatina lgsteliy dalinimasi, 1astelés griau¢iy formavimasi, pazaidy
taisymg (Li ir kiti, 2011). Skeleto raumenyse Hsp70 reaguoja i streso stimulg, nesvarbu,
sukelia jis pazeidimg ar ne. Tai gali biti tiek fizinis kriivis, tiek rimti raumeny suZalojimai.
Hsp70 atsakingas uz raumeny fibriniy integralumo palaikymag ir skatina raumeny regeneracija
ir atsigavimg. Hsp70 raiSka mazéja su amZiumi ir tai gali biiti pagrindiné raumeny atrofijos
priezastis (Senf, 2013). Hsp60 ir Hsp70 Seimy baltymai aktyvina imuninj atsaka prie§
bakterijas ir mikoplazmas (Li ir kiti, 2011). Daugelyje organizmy aptinkami visy Hsp Seimy
baltymai, taciau gali smarkiai skirtis jy skai¢ius. PavyzdZziui, Zmogus turi 13 Hsp70 Seimos
baltymy, o E. coli — tik 3. Manoma, kad sudétingéjant organizmui baltymy daugéja dél
evoliucijos eigoje ivykusiy geny duplikacijy (Kampinga ir kiti, 2009).

Visi Hsp baltymai turi N galo ATP prijungiant] ir hidrolizuojantj domeng,
vidurio baltyma—substrata prijungiantj domeng ir C galo dimerizacijos domeng. ISskyrus
ikrauta jungtj tarp N galo ir vidurinio domeny, Hsp90 struktiira konservatyvi nuo bakterijy iki
Zmogaus. Be to, ATP prisijungianCiame N galo domene yra i§ konservatyviy aminoriigsciy
sudarytas ,,dangtelis®, kuris uzsidaro, kai prijungiamas ATP. Vidurio domenas prijungia ne tik
baltyma—substratg, bet ir koSaperonus (Li ir Buchner, 2013). Placiausiai iStyrinétas Hsp90
veikimo mechanizmas, ta¢iau manoma, kad visi Hsp veikia pagal ta pati ar panasy

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

Hsp90 funkcionuoja kaip dimeras, susijunggs per C galo domenus. Dimeras gali
buti uZzdaros arba atviros konformacijos, o konformacinius pokycius sukelia ATP
prisijungimas. Kai ATP neprisijunges, N galo ir vidurio domenai yra nutolg vieni nuo Kkity
(atvira konformacija). Tokioje padétyje hidrofobinés sritys atsiduria Hsp90 pavirSiuje ir
pritraukia kitus baltymus (Corbett ir Berger, 2010). ATP prisijungimas jvyksta staiga, po to
Hsp90 i léto pasiekia pirmg tarping biiseng (T1), kai ATP ,,dangtelis* jau uZzdarytas, bet N
galo domenai dar atviri. N galo domeny dimerizacija veda ] antrg tarping buseng (T2), kurioje
vidurio domenai kei¢ia savo konformacijg ir sgveikauja N galo domenai (Li ir Buchner,
2013). Susiformuoja uZdara konformacija. Vykstant ATP hidrolizei, jvyksta Hsp90
konformaciniai pokyc¢iai, kuriy pasekoje atpalaiduojamas sulankstytas baltymas—substratas, o
Hsp, atsikabinus ADP, vél grjzta  atvirg konformacija (Corbett ir Berger, 2010). Nukleotidy
prisijungimas — ne vienintelis dalykas, lemiantis Hsp90 konformacijos pokycius. Juos taip pat
lemia sgveika su koSaperonais ir baltymais—substratais. Manoma, kad tarp skirtingy Hsp90
konformacijy yra dinaminé pusiausvyra ir tai padeda baltymui prisitaikyti prie skirtingy

baltymy—substraty (Li ir Buchner, 2013).

1.2.2. Siluminio $oko baltymas 90 (Hsp90)

Hsp90 — tai labai konservatyvus baltymas, svarbus tinkamos baltymo tretinés ir
ketvirtinés struktiiros jgavimui ir baltymo-baltymo saveikai. Jis reguliuoja geny raiska ir turi
itakos daugelio transkripcijos veiksniy, tokiy kaip AKT, p53, Siluminio Soko veiksnio
aktyvumui. Visi Sie veiksniai susij¢ su signaliniais keliais, todél Hsp90 yra svarbus signalinis

baltymas, turintis jtakos Igsteliy augimui ir dalinimuisi (Corbett ir Berger, 2010; Pallavi ir kiti,
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2010). Daugybé onkogeniniy baltymy, tokiy kaip Her2, Raf, PLK, RIP, FAK ir MET,
telomerazes, yra Hsp90 baltymai—substratai (Hadden ir Blagg, 2009). Hsp90 nedalyvauja
naujai susintetinty baltymy sulankstyme, bet yra labai svarbus baltymo galutinés struktiiros
jgavimui (Li ir Buchner, 2013). Tai homodimeras, kurio kiekvienas monomeras sudarytas i$
N galo ATP prijungian¢io ir hidrolizuojan¢io domeno, vidurio baltyma—substratg
prijungiancio domeno ir C galo dimerizacijos domeno (Corbett ir Berger, 2010; Pallavi ir kiti,
2010). Siuo metu Zinoma apie 200 baltymy, kuriems Hsp90 padeda jgauti tinkama treting
struktirg. Manoma, kad Hsp90 savo baltymus—substratus atpaZjsta pagal tam tikras struktiiras,
o ne pagal pirmin¢ seka (Li ir Buchner, 2013).

Hsp90 atlieka savo funkcija ne vienas, bet kompleksuose su jvairiais
koSaperonais, Siuo metu jy Zinoma apie 20. KoSaperonai lemia Hsp90 specifiSkumg tam
tikriems baltymams—substratams. Be to, Hsp90 budingos tam tikros potransliacinés
modifikacijos, tokios kaip fosforilinimas, acetilinimas, nitosilinimas ir metilinimas, kurios irgi
reguliuoja baltymo aktyvuma keisdamos tarpdomenin¢ sgveika ir Saperony sgveikavimg su
Hsp90 (Li ir Buchner, 2013).

Pagrindiné Hsp90 funkcija — baltymy tinkamos tretinés struktiiros jgavimas,
taigi ir baltymy stabilumo palaikymas, taiau Sis Saperonas taip pat susijes ir su baltymy
degradacija. Jis padeda degraduoti tirpius citozolio baltymus bei kai kuriuos endoplazminio
tinklo baltymus (Li ir Buchner, 2013).

Kaip ir dauguma baltymy, svarbiy Igsteliy iSgyvenimui, dauginimuisi ir
apoptozei, Hsp90 yra glaudZiai susijes su Zmogaus sveikata ir labai svarbus kai kuriy ligy
vystymuisi. Hsp90 raiSka navikuose padid¢ja 2—10 karty ir tai susij¢ su prastomis gydymo
prognozémis (Wu ir kiti, 2013). Todel Hsp90 placiai tiriamas kaip vaisty taikinys.
Geldanamicinas — pirmasis atrastas Hsp90 slopiklis. Tai nattralus antibiotikas. Jis konkuruoja
su ATP dél jungimosi N galo domene, o prisijunges stabdo Hsp90 konformacinius pokycius
(Pallavi ir kiti, 2010; Li ir Buchner, 2013). Geldanamicinas pasiZymi prieSvéZinémis
savybémis, taciau dél mazo tirpumo ir didelio toksiSkumo $§is junginys nepateko i klinikinius
tyrimus (Li ir Buchner, 2013). Nors ir netinkamas kaip galimas vaistas, geldanamicinas davé
pradzia slopikliy kiirimui. Naudojant jj buvo iSsiaiSkintas slopikliy veikimo mechanizmas
(Pallavi ir kiti). Pastebéjus prieSvézines geldanamicino savybes buvo susintetinti pakaitalai,
pavyzdziui, 17—(alilamino)—17-demetoksigeldanamicinas (17-AAG), kuris Siuo metu yra
vaisty nuo vézio III klinikiniy tyrimy stadijoje (Pallavi ir kiti, 2010). Tyrimai su pelémis rodo,
kad 17-AAG galima naudoti ir gydant enteroviruso 71 sukeltas infekcijas. Siuo metu tokios
infekcijos daZnai baigiasi mirti, ypa¢ vaiky iki 5 mety tarpe (Tsou ir kiti, 2013). Siuo metu

iSkelta hipotezeé, kad 17-AAG gali biiti naudojamas ir gydant Alzheimerio liga, nes
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netinkamas Hsp90 aktyvavimas gali skatinti Alzheimerio ligg sukelianciy agregaty
susidarymg (Ho ir kiti, 2013). Radisikolis — dar vienas natiiralus Hsp90 slopiklis, in vitro
tyrimuose puikiai stabdgs lgsteliy dalinimasi. Deja, in vivo tyrimuose jokiy prieSvéZiniy
savybiy nepastebéta, greGiausiai dél maZo junginio stabilumo (Li ir Buchner, 2013). Siuo
metu radisikolis vél naudojamas tyrimuose in vitro. Manoma, kad jj galima naudoti kartu su
fisetinu, vaisiuose ir darZovése randamu flavanoidu, Zarnyno vézio gydymui (Wu ir Kkiti,
2013). Taip pat sukurtas chimerinis slopiklis i§ geldanamicino ir radisikolio funkciniy grupiy.
Sis slopiklis tiriamas naudojant kriities véZio Iasteles, kuriose jis slopika Hsp90 aktyvuma
esant labai maZoms mikromoliarinéms koncentracijoms. Novobiocinas — tai antibiotikas,
kuris taip pat tiriamas kaip Hsp90 slopiklis. Jdomu tai, kad jis jungiasi prie C galo domeno (Li
ir Buchner, 2013).

Archéjy genome nerandamas né vienas Hsp90 koduojantis genas. Bakterijose
randamas vienas Hsp90 baltymas, taciau jis néra gyvybiskai svarbus ir jo tiksli funkcija dar
nezinoma (Li ir Buchner, 2013). Hsp90 labai svarbus visuose eukariotuose. Jis taip pat
reikalingas infekcijas sukelian¢iy mikroorganizmy augimui. Vienas i§ tokiy mikroorganizmy
— pirmuonis P. falciparum, vienas pagrindiniy maliarijos sukéléjy. P. falciparum vystosi
dviejuose Seimininkuose: Anopheles sp. uvode ir zmoguje, todél turi jautriai reaguoti ]
skirtingus signalus vystymosi metu ir | staigiai besikeiCiancias aplinkos salygas (2 pav.)
(Pallavi ir kiti, 2010). P. falciparum sukelia pacig sunkiausig maliarijos forma, kasmet
nusineSan¢ig maziausiai milijong gyvybiy, ypa¢ besivystanciose Salyse, kur kyla maliarijos
epidemijos. Pasaulyje per metus maliarija uzsikrecia apie 250 milijony Zmoniy, daZniausiai
nescios moterys ir vaikai. Net ir gydant dabar turimais vaistais, nuo Sios ligos mirSta daugiau
nei 20% suaugusiyjy, 15% vaiky ir 50% nésciyjy. Be to, kai kuriuose regionuose, pavyzdZziui,
piety Azijoje, randama P. falciparum, atspariy visiems dabar naudojamiems vaistams
(Shahinas ir kiti, 2013). Tod¢l ieSkoma naujy vaisty, jy taikiniu daznai tampa PfHsp90.
Tyrimai su P. falciparum kultiromis parode, kad geldanamicinas stabdo plazmodijaus augima
blokuodamas PfHsp90 ir taip sustabdydamas P. falciparum vystymasj tropozoito stadijoje
(Corbett ir Berger, 2010; Pallavi ir kiti, 2010).
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2 pav. Plasmodium falciparum vystymosi ciklas (Ménard, 2005).

Siuo metu néra Zinomy slopikliy, kurie selektyviai jungtysi tik su PfHsp90.
Zinoma, kad PfHsp90 turi didZiausia ATPazinj aktyvuma i§ visy Zinomy Hsp90. Sis
aktyvumas 6 kartus didesnis uz Zmogaus Hsp90 (HsHsp90) aktyvumg. D¢l Sios priezasties
geldanamicinas PfHsp90 slopina stipriau nei HsHsp90. PfHsp90 ir HsHsp90 skiriasi
mazdaug 40% baltymo aminoriig§¢iy sekos. DidZiausias skirtumas — PfHsp90 turi unikaly
jungties domeng tarp N galo ir vidurio domeny. Domeng sudaro 30 aminortgsciy ir jis
reguliuoja ATPazinj aktyvuma (Pallavi ir kiti, 2010). Tuo tarpu PfHsp90 ir HsHsp90 aktyvieji

centrai beveik identiski (3 pav.).

. @b FfHep20M
) Hazpd0M

3 pav. PfHsp90 ir Zzmogaus Hsp90 N galo domeny (PfHsp90ON ir HsHsp90N) palyginimas. Geltona spalva
pazymétas prie PfHsp90N prisijunges ADP (Corbett ir Berger, 2010).

Vis délto ir tarp jy yra keletas skirtumy. Tretinéje struktiroje PfHsp90 173
padétyje turi izoleucing vietoj HsHsp90 186 padéties valino. HsHsp90 52 padéties serinas
pakeistas PfHsp90 38 padéties alaninu, o 98 padéties argininas — 112 padéties lizinu. Sie
poky¢iai padaro PfHsp90 aktyvyji centrg labiau hidrofobinj (Shahinas ir kiti, 2013). Deja,

serino pakeitimg alaninu ne visada galima panaudoti kuriant specifinius slopiklius. IS seky
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palyginimo negalima patvirtinti, kad aukStesnieji eukariotai visada Sioje padétyje turi ne
alaning, o sering. Netgi HsHsp90 B-izoforma turi alaning (Corbett ir Berger, 2010). Tuo tarpu
kiti du skirtumai bent jau teoriSkai leidZia sukurti medZiagas, atrankiai sgveikaujancias su
PfHsp90, taciau tokie duomenys dar nepublikuojami. Manoma, kad kovai prie§ maliarijg ir
kitas pirmuoniy sukeliamas infekcijas biity galima naudoti sintetinj geldanamicino analogg
17-AAG (Pallavi ir kiti, 2010). Siuo metu daugiau kaip 10 Hsp90 slopikliy yra jvairiose
klinikiniy tyrimy stadijose. Dauguma jy nukreipti pries§ vézj (Li ir Buchner, 2013).

1.3. Karboanhidraziy apzvalga

1.3.1. Karboanhidraziy klasifikacija, veikimo mechanizmas ir paplitimas

Zmogaus organizme

Karboanhidrazes (CA) (EC 4.2.1.1) yra Zn** metalofermentai, kurie katalizuoja
griztamg CO, hidratacijos reakcijg: CO, + H,O <> H,CO3 «» HCO3 + H" (Breton, 2001).

CA priklauso 5 $eimoms (a, B, v, 8 ir {). Zinduoliai turi 16 0—CA izoformy, 13 i¥
jy yra aktyvios (CA I-IV, VA, VB, VI, VII, IX, XII-XV). Zmoguje aptinkamos visos
iSskyrus CAXV (Pastorekova ir kiti, 2006). a—CA taip pat randamos augaly citoplazmoje,
bakterijose ir virusuose (Supuran ir kiti, 2004; Krishnamurthy ir kiti, 2008). DaZniausiai tai
monomeriniai vienos grandinés baltymai, kuriy molekulin¢ masé apie 30 kDa (Krishnamurthy
ir kiti, 2008). a—CA aktyviajame centre Zn>* visada susijunges su vandens molekule ir trimis
histidino (His) Soninémis grupémis (Supuran ir kiti, 2004).

Hidratacijos reakcija vyksta dviejy Zingsniy ,,ping—pong‘ mechanizmu (4 pav.).
Reakcija iSaiSkinta tiriant Zmogaus CAII veikimo mechanizma, ta¢iau manoma, kad ir kitos
CA veikia tuo paciu ,,ping—pong* mechanizmu (Krishnamurthy ir kiti, 2008).

Fermento aktyviajame centre yra Zn>*—OH, apsuptas trimis His Soninémis
grupemis (His94, His96 ir His119) (Sly ir Hu, 1995; Krishnamurthy ir kiti, 2008). Tai sudaro
tetraedring struktiira. Pirmasis hidratacijos Zingsnis — tai nukleofiliné ataka. Prie Zn®**
prisijungusi hidroksigrupé atakuoja CO, ir susiformuoja su metalu susijunges bikarbonatas,
kuris veliau pakei¢iamas vandens molekule (Krishnamurthy ir kiti, 2008).

Antrasis Zingsnis vyksta, kai prie Zn®* prisijungusi vandens molekulé perduoda
protona fermento aplinkoje esanéiy skys¢iy molekuléms ir regeneruoja Zn**—~OH. Sis Zingsnis
apsprendzia reakcijos greitj. Protono perdavime dalyvauja His64, kuris atlieka protono

perdavéjo funkcija (Krishnamurthy ir kiti, 2008).
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4 pav. CA veikimo mechanizmas (Krishnamurthy ir kiti, 2008).

Neéra tokios gyvybeés formos, kurioje nebiity CA. Augaly, gyviny, bakterijy

lastelése CA atlieka gyvybiskai svarbias funkcijas (Kiveld ir kiti, 2005). Jos ne tik palaiko
pastovy pH, bet taip pat dalyvauja kvépavimo ir dujy mainy reguliacijoje, regéjimo funkcijos

palaikyme, kauly vystimesi ir jy funkcijos palaikyme, kalcifikacijoje, metabolizme, signaly

perdavime, atminties, raumeny ir nervy sistemos funkcijy palaikyme, seiliy sekrecijoje,

skrandZio ir kasos sul¢iy susidaryme, Zarnyne vykstan¢iame jony transporte, prisitaikyme prie
lastelinio streso (Breton, 2001; Kivela ir kiti, 2005; Krishnamurthy ir kiti, 2008).

CA randamos visame Zmogaus kiine (5 pav.). Daugiausia jvairiy CA izoformy

randama raudonosiose kraujo lastelése, smegenyse, plauciuose, virSkinimo trakte, inkstuose,

kepenyse ir séklidése (Pastorekova ir kiti, 2006). Toks didelis CA paplitimas rodo neabejoting

ju svarbg organizmo iSgyvenimui.
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5 pav. CA paplitimas Zmogaus organizme (Pastorekova ir kiti, 2006).

Zmogaus aktyvios CA yra transmembraninés (CAIX, XII, XIV), prikabintos
prie membranos per glikozilfosfatidilinozitol; (CAIV), sekretuojamos (CAVI), citoplazminés
(CAL II, II1, VII, XIII) arba mitochondrinés (CAVA, VB) (Pastorekova ir kiti, 2006).

1.3.2. Zmogaus karboanhidrazé IV (CAIV)

CAIV - labiausiai organizme paplitusi CA i§ visy membraniniy CA. CAIV
sintetinama endoplazminiame tinkle ir yra unikali tuo, kad turi glikozilfosfatidilinozitolio
inkarg, kuris po keliy potransliaciniy modifikacijy prijungiamas vietoj C galo peptido (285—
312 ar.) (Purkerson ir Schwartz, 2007; Datta ir kiti, 2008; UniProt duomeny baz¢). Tai —
pirmoji atrasta membraniné CA (Datta ir kiti, 2010). Baltymas yra 312 aminortigsciy ilgio. Ja
koduojantis genas yra 17 chromosomoje, CAIV molekulin¢ masé¢ yra apie 35 kDa (Kiveli ir
kiti, 2005). CAIV baltyma sudaro 2 mazdaug 18 ir 15 kDa dydZio fragmentai, sujungti dviem
disulfidiniais tilteliais tarp Cys24 ir Cys36 bei tarp Cys46 ir Cys229. Sie disulfidiniai tilteliai
padidina baltymo stabilumg (Waheed ir kiti, 1996; UniProt duomeny baz¢). Baltymas
randamas jvairiy organy, pavyzdZiui, inksty, Sirdies, plauciy, kasos, skeleto raumeny
epiteliniy ir endoteliniy lasteliy plazminéje membranoje, akiy kapiliaruose (Purkerson ir
Schwartz, 2007; Datta ir kiti, 2008). CAIV atlieka pagrindin] vaidmenj reabsorbuojant HCO3
inkstuose ir turi jtakos pH palaikymui inksty kanalé¢liuose (Waheed ir kiti, 1996; Sterling ir

kiti, 2002). CAIV katalizuoja dujy mainus ir palaiko vietinj plauciy pH, katalizuoja CO,
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hidratacija raumenyse fizinés veiklos metu (Waheed ir kiti, 1996). CAIV ir CAXIV -
pagrindinés smegeny ekstralgstelinés CA, kurios palaiko smegeny pH homeostaze (Svichar ir
kiti, 2009). CAIV funkcija glaudZiai susijusi su kity membraniniy CA funkcijomis ir buvo
manyta, kad CAIV funkcija néra svarbi ir jg gali pakeisti kitos CA (Datta ir kiti, 2010). Todél
jrodymai, kad CAIV mutacijos sukelia sunkias ligas, buvo netikéti. Reikéjo daug laiko ir
darbo siekiant paaiskinti ligy mechanizmus.

Siuo metu iSaigkintos kelios ligos, kuriy atsiradimui turi jtakos CAIV veiklos
sutrikimai. Viena i§ ligy — retinitis pigmentosa. Tai grupé progresuojanciy akiy ligy, kuriy
pagrindinis pozymis — apoptozés sukeltas fotoreceptoriy nykimas (Ferrari ir kiti, 2011).
Pacientai kencia dé¢l nematymo tamsoje ankstyvoje vaikystéje ir laipsniSko regéjimo lauko
maZéjimo paauglystéje, kol visiskai apanka (Datta ir kiti, 2008; Kohn ir kiti, 2008). Sia liga
serga 1 1§ 3000-7000 Zmoniy nepriklausomai nuo lyties. Pirmieji poZymiai pasireiSkia
paauglystéje, o visiSkai apankama sulaukus 40-50 mety. Liga gali biiti paveldima
autosominiu dominantiniu, autosominiu recesyviniu, su X chromosoma susijusiu, sporadiniu
paveldé¢jimo biidu arba kaip kito sindromo poZymis. Nors paprastai ligos poZymiai apsiriboja
akimis, retinitis pigmentosa gali biti USerio (Usher) ir Bardeto-Bidlo (Bardet—Biedl)
sindromo dalimi. Siuo metu su liga siejama vir§ 40 geny, vienas i§ jy koduoja CAIV. Visi
genai ekspresuojami fotoreceptoriuose arba akies tinklainés epitelyje (Ferrari ir kiti, 2011).

Misy skyriuje CAIV siekiama gauti 2 tikslais. Tikimasi rasti slopiklj, atrankiai
sgveikaujant] su Siuo baltymu ir galint] tapti vaisto veikliaja medziaga. Be to, mums labai
svarbu turéti visas CA, nes tik patikrinus slopiklj su visomis Zmogaus organizme randamomis
CA galima jsitikinti jo atrankumu konkreciai CA. Todél net ir neradus CAIV slopiklio, §i CA

pasitarnauty su kitomis CA sgveikaujanciy slopikliy tyrimuose.

1.4. Rekombinantiniy baltymy kiirimo strategija

Rekombinantiniai baltymai — tai baltymai, sukurti geny inZinerijos biidu. Sie
baltymai daZniausiai turi prototipus gyvuose organizmuose, tafiau yra gaunami iS
rekombinantinés DNR. Kuriant rekombinantinius baltymus stengiamasi gauti baltyma, kuris
funkcionuoty taip pat gerai, kaip ir natyvus baltymas. Sis baltymas gali turéti papildomy sekuy,
leidZian¢iy jj sintetinti kituose, efektyviau tikslinio baltymo sintez¢ vykdanciuose
Seimininkuose, lengviau iSgryninti, padidinti tirpuma, stabiluma. Siuo metu rekombinantiniai
baltymai placiai naudojami daugelyje sri¢iy tiek moksliniuose tyrimuose (fermentinio
aktyvumo matavimai, kristaliniy struktiiry nustatymas, antikiny—antigeny saveiky tyrimai),

tiek ir pramong¢je (kaip biologiniai tirpikliai, biokatalizatoriai), nes tai — pigesnis, greitesnis ir
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paprastesnis biidas gauti didelius kiekius norimo baltymo nei iSskiriant i§ gamtinio Saltinio
(Sevastsyanovich ir kiti, 2010).

Atrodyty, kad rekombinantiniams baltymams nekeliama daug reikalavimy —
gautas baltymas turi atlikti savo funkcija taip pat gerai, kaip ir baltymas, iSskirtas i$ natyvaus
Seimininko. Siuo metu apie rekombinantiniy baltymy kirima Zinoma daug: yra daugybé
modeliniy organizmy, Zinomas jy genomas, molekulin¢ biologija, fiziologija, biochemija,
sukurta daugybé geny raiskos sistemy, taciau rekombinantiniy baltymy kiirimas vis dar kelia
nemazai problemy (Sevastsyanovich ir kiti, 2010). Pagrindinés problemos islieka jau daugelj
mety: rekombinantiniai baltymai yra linke kauptis bakterijy citoplazmoje netirpiy, intarpiniy
kiineliy pavidalu ir/arba yra neaktyvis.

Rekombinantinio geno kiirimas. Pirmasis rekombinantinio baltymo kiirimo
etapas — baltyma koduojan¢io geno identifikavimas ir jo sekos turéjimas. Siuo metu sukurta
daugybé biblioteky, kuriose yra pilno ilgio baltymy genai. Jeigu norimo geno néra
bibliotekoje, galima i$ baltymg sintetinancios lgstelés iSskirti iRNR ir gauti cDNR. Taip pat
galima susintetinti norimg geng. Rekombinantiniai baltymai daZniausiai kuriami siekiant
patikrinti kokj nors biologinj ar biocheminj aktyvuma, pavyzdziui, ar fermentas katalizuoja
reakcijg, ar baltymas jungiasi su ligandu. Tokiems tyrimams daznai nereikia viso baltymo.
UZtenka turéti uZ norimg baltymo funkcija atsakingg domeng. Deja, pagal pirming baltymo
struktirg neimanoma pasakyti, kokio ilgio baltymo fragmenta bity geriausia sintetinti.
Vienintel¢ iSeitis — iSbandyti jvairius to paties baltymo skirtingo ilgio rekombinantiniy
baltymy variantus. Susanne Griaslund i§ Structural Genomics Consortium ir Kiti straipsnio
bendraautoriai, klonave daugiau kaip 400 Zmogaus baltymy, pateikia kelis pastebéjimus apie
klonuojamos baltymo dalies pasirinkima. Jie siilo paSalinti membrang perveriancius
domenus, stengtis neiSardyti antrinés struktiiros elementy arba elementy, reikalingy baltymui
susisukti ] globule ir stengtis, kad galuose neatsidurty hidrofobinés liekanos arba i§ daugelio
vienody nukleotidy sudaryta seka (Structural Genomics Consortium ir kiti, 2008).

RaiSkos vektoriai. RaiSkos vektoriai perneSa norimg DNR segmentg |
Seimininko Iasteles, kuriose sintetinamas pernesto geno koduojamas baltymas. Vektoriai
dazniausiai turi papildomas reguliacines sekas, pavyzdziui, slopiklius arba stipriklius. Be to,
vektoriai turi turéti stiprius promotorius ir baltymo sintezés pabaigos kodonus. Vektorius turi
biti toks, kad nuo jo biity galima transkribuoti didelius kiekius iRNR, vadinasi, ir susintetinti
didelj baltymo kiekj. Pateke j lastele vektoriai replikuojasi. Vienoje lastel¢je gali buti nuo
keliolikos iki keliy Simty konstrukty. Tai Zenkliai padidina tikslinio baltymo sintez¢. Kitg
vertus, jeigu baltymas toksiSkas lgsteléms, tai stabdo jy augima (Baneyx, 1999). Naudojant

bakterijy raiSkos sistemg, paprastai pasirenkami vektoriai, turintys T7 bakteriofago
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promotoriy, nes jie labai specifiSki T7 RNR polimerazei ir Siuo metu yra sukurta daugybé
kamieny, tinkamy naudoti su tokiais vektoriais (Dyson ir kiti, 2004). DaZniausiai tai
lizogeninj ADE3 profaga turintys E. coli kamienai, turintys T7 RNR polimerazés geno kopija
ir §io geno raiska reguliuojantj lac represoriy (Structural Genomics Consortium ir kiti, 2008).
Daznai naudojami pET (Novagen) vektoriai. Jie turi T7 RNR polimerazés promotoriy ir lac
operatoriy. Sie du elementai uZtikrina, kad rekombinantinio baltymo sintezé iki jo rai¥kos
indukcijos naudojant IPTG biity kiek jmanoma maZesné. Kol terpéje néra IPTG, lac
operatorius neaktyvus, T7 RNR polimerazé¢ nesintetinama arba sintetinama labai silpnai,
baltymo genas netranskribuojamas (Structural Genomics Consortium ir kiti, 2008;
Sevastsyanovich ir kiti, 2010).

Tam, kad bity uztikrintas lasteliy, turinCiy reikiamg konstruktg, atrankus
augimas, ] raiSkos vektorius jterpiami atsparumg antibiotikams (ampicilinui,
choramfenikoliui, kanamicinui) uztikrinantys genai. Kita, maziau populiari atrankos sistema —
vektorius, turintis geng, kurio produkto raiSka lemia Igsteles Zitj. Konstruojant
rekombinantinj baltyma, baltymo genas jterpiamas i Iasteliy Ziiti saglygojantj geng ir pastarasis
suardomas (Baneyx, 1999).

Viena i didZiausiy rekombinantiniy baltymy kiirimo problemy — gauti tirpy
baltyma, todé¢l j vektoriy daZnai jterpiamos sekos, koduojancios papildomas baltymo tirpumag
didinancias aminoriig§¢iy sekas ar baltymus. EksperimentiSkai nustatyta, kad esant baltymo
molekulinei masei apie 22,8 kDa daZniausiai E. coli sintetina pakankama kiekj tirpaus
tikslinio baltymo be jokiy papildomy seky, taCiau norint pagaminti didesnius
rekombinantinius baltymus, gali prireikti jy tirpumg pagerinti baltymus suliejus su
papildomomais baltymais: gliutationo S—transferaze (GST), maltoz¢ suriSan¢iu baltymu
(MBP), tioredoksinu (Trx), Zaliai fluorescuojanciu baltymu (GFP) ir kitais (Hammarstrom ir
kiti, 2001; Dyson ir kiti, 2004; Prasad ir kiti, 2011). Kai kuriais atvejais truputj pagerinti
rekombinantiniy baltymy tirpuma padeda 6-10 His ilgio uodegélé, prijungta tikslinio baltymo
N arba C gale. Budama maZa, ji papildomai neapsunkina Seimininko metabolizmo. Be to, ji
labai palengvina baltymy gryninimg ir leidzia gryninti Svelniomis sglygomis, nepazeidZiant
baltymo. D¢l savo mazo dydzio ir antigeniSkumo, His uodegelé dazniausiai neturi jokios
jtakos baltymo struktiirai ir funkcijai, todél ja nebiitina paSalinti iSgryninus baltyma (Dan ir
kiti, 2009). Kai baltymo mas¢ perkopia 51,4 kDa, sulietiniai baltymai tampa neefektyvis, nes
kartu su mase dazniausiai did¢ja baltymy struktiiros sudétingumas. Gali biti, kad jiems reikia
eukarioty Saperony, kurie padéty jgauti tinkama struktiirg (Dyson ir kiti, 2004).

Zinduoliy lasteliy raiskos sistemoms pritaikyta daugybé vektoriy, turindiy

replikacijos pradzios srit], skirta padauginti plazmid¢ Zinduoliy Igstelése, iRNR brendimo
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signalus, multikloning seka ir atrankos Zymenis. Baltymo raiSka priklauso nuo intarpo
savybiy, todél neimanoma rasti vektoriaus, tinkancio visy baltymy raiskai (Kaufman, 2000).
Magistro darbo metu klonavimo darbams buvo pasirinktas pCEP4 vektorius. Tai episominis
zinduoliy raisSkos sistemoms pritaikytas vektorius, turintis Zmogaus citomegalo viruso
ankstyvaji stipriklj/promotoriy (CMV), kuris uZtikrina auks$to lygio rekombinantinio geno
transkripcija. Siame vektoriuje taip pat yra Epsteino—Baro viruso replikacijos pradZios sritis
OriP ir branduolio antigenas, koduojamas EBNA-1 geno, kurie uZtikrina, kad i chromosomg
neintegruotas vektorius efektyviai replikuoty Zmogaus, primaty ir Suniniy lastelése. Vektorius
turi SV40 poliadenilinimo signalg, uztikrinantj iRNR poliadenilinimg. Vektorius turi
atsparumo ampicilinui geng bei pUC replikacijos pradzios sritj. Tai leidZia Siam vektoriui
taikyti ampicilinu pagristg atrankos sistema E. coli lastelése. pCEP4 taip pat turi higromicino
B atsparumo geng, TK promotoriy ir TK poliadenilinimo signalg stabiliai transfekuoty lgsteliy
atrankai (Invitrogen). Daugelis vektoriy turi SV40, Rous sarkomos viruso, adenoviruso arba
citomegalo viruso promotorius, kurie yra labai aktyviis daugelyje i§ jvairiy riiSiy paimty
lasteliy linijy. Kai kurie vektoriai turi atrankos sistemas, pavyzdziui, fluorescuojancius
baltymus, kurie leidzia nustatyti, kokia dalis populiacijos Iagsteliy buvo transfekuotos
(Kaufman, 2000). Be to, vektoriai gali turéti papildomy reguliaciniy elementy, tokiy kaip
transkripcijos ar transliacijos stiprikliai, intronai, kurie padidina kai kuriy geny raiska.
Magistro darbo metu taip pat buvo sukurti konstruktai, turintys SV40 maZzaji T introna,
transliacijos stipriklj arba abu Siuos elementus. Patartina naudoti kiek jmanoma maZesnj
vektoriy, nes dydis neigiamai veikia stabilumg, sunkiau gauti didelius plazmidés kiekius
(Geisse ir Fux, 2009). Zinduoliy raiskos sistemose naudojami vektoriai gali biiti paprasti arba
indukuojami. Pastarieji geri tuo, kas transfekuotose l1gstelése geno raiskg galima indukuoti, kai
lastelés pasiekia norimg tankj. Taip augancios lastelés apsaugomos nuo galimo toksisko
gaminamy tiksliniy baltymy poveikio (Chaudhary ir kiti, 2011).

Kuo griez¢iau reguliuojama geno raiska, tuo jvairesnius tyrimus galima atlikti.
Taip pat galima gauti toksiSkus baltymus. Norimo geno raiSka galima indukuoti jvairiais
budais: Siluminiu Soku, steroidiniais hormonais, sunkiyjy metaly jonais, interferonais,
gelezimi ir kitais biidais. Pasirenkant vektoriy konkretiems tyrimams svarbu jsitikinti, kad
induktorius neturés jtakos tyrimy rezultatams (Kaufman, 2000).

Rekombinantinio baltymo raiskos jvairové. Baltymag ekspresuojantys
organizmai gali biti labai jvairlis — nuo bakterijy iki Zinduoliy. Kiekvienas organizmas turi
privalumy ir trikumy (6 pav.) (Dyck ir kiti, 2003). Raiskos sistema daznai pasirenkama
atsizvelgiant | tai, kokio kiekio baltymo reikia, kokiu metodu i Seimininkg norima jterpti

DNR. Jeigu dirbama su toksiSkais baltymais, lemiamu veiksniu gali biiti ir tai, ar norimai
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sistemai yra sukurtas vektoriaus, pritaikyto toksiSky baltymy raiskai (Kaufman, 2000). Kai
kuriems tyrimams reikia mazy kiekiy jvairiy baltymy, kitiems reikia didZiuliy kiekiy vieno
baltymo. Ypa¢ didelis terapiniy baltymy poreikis. Dauguma jy gaminami E. coli arba
Zinduoliy Igsteliy kulttirose (Andersen ir Krummen, 2002). Biitent Sios raiSkos sistemos buvo
pasirinktos baltymy gavimui magistro darbe. Paprastesnis PfHsp90N (1-215 ar.) baltymas
buvo gautas E. coli raiSkos sistemoje, o sudétingesne CAIV (19-284 ar.) — Zmogaus HEK
293—F lastelése. Bakalauro darbo metu buvo bandoma gauti CAIV (19-284 ar.) E. coli

lastelése, bet gautas baltymas nebuvo aktyvus.
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6 pav. Jvairiy modeliniy organizmy palyginimas (Dyck ir kiti, 2003).

Bakterijos, ypacC E. coli, yra vieni dazniausiai naudojamy Seimininky. Taciau jos
nelabai tinka eukariotiniy baltymy raiSkai, nes §ie brgsdami patiria jvairias modifikacijas,
kurios bakterijose nevyksta (Dyck ir kiti, 2003). Be to, eukarioty ir prokarioty genomuose
sutinkamy kodony daznis nesutampa. Yra kodony, pavyzdziui, AGA, AGG, AUA, kurie
dazni eukarioty genome, bet beveik nesutinkami prokariotuose. Kai prokarioty ribosoma
prieina toki kodong, baltymo sintezé 1ét¢ja. Siekiant iSspresti $ig problemg kuriami E. coli
kamienai, pavyzdZiui, darbe naudoti E. coli BL21(DE3)CodonPlus-RIL ir E. coli
Rosetta2(DE3), kuriy genomai turéty papildomas tRNR koduojangiy geny kopijas. Sios tRNR
atnesa rety kodony koduojamas aminortigstis (Rosano ir Ceccarelli, 2009). E. coli yra vienas
1S daZniausiai naudojamy Seimininky, nes joje gerai iStyrinéti baltymy raiskos, tretinés
struktiiros formavimosi mechanizmai, pilnai nuskaitytas jos genomas. Sios bakterijos auga
greitai, augimui nereikia brangiy terpiy, todél toks baltymy gavimas palyginti pigus (Baneyx,
1999). Nors ir labai patogi, raiSka bakterijose netinkama, jeigu norima gauti Zinduoliy

baltymus, kurie tam tikrg brandos etapg pereina endoplazminiame tinkle. Tokie baltymai,
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daznai fermentai, bakterijose netinkamai sulankstomi. Be to, bakterijose baltymai
neglikozilinami (Morton ir Potter, 2000).

Kai kuriy eukariotiniy rekombinatiniy baltymy raiSkai naudojami vienalgsciai
eukariotai (mielés, sitiliniai grybai, dumbliai). Jy, panaSiai kaip prokarioty, galima uzauginti
didelj kiekj ir gauti nemazai tikslinio baltymo (Dyck ir kiti, 2003). Mielés Saccharomyces sp.
ir Pichia sp. bregstantiems baltymams gali sukurti tokig aplinka, kaip ir Zinduoliy lastelés,
taCiau néra visiskai atkartojama Zmogaus baltymo transliacija, todé¢l gauti baltymai gali buti
imunogeniski arba prarasti tam tikras savybes ar aktyvumg (Morton ir Potter, 2000; Dyck ir
kiti, 2003). Kai kurios vabzdziy Iastelés, pavyzdziui, Spodoptera sp. arba Trichoplusia sp. gali
glikozilinti baltymus. Be to, jeigu baltymas turi signaling seka, ji atpaZistama taip pat, kaip ir
Zinduoliy Igstelése. Taciau Sioje sistemoje gaunami baltymai daZnai yra pernelyg
glikozilinami. SprendZiant Sig problema sukurta nauja vabzdZziy lasteliy linija i§ Estigmene
acrea, skirta naudoti kartu su bakulovirusais. Tikimasi, kad Si linija padés iSspesti
glikozilinimo problemg (Morton ir Potter, 2000). Taciau naudojant bakulovirusus gaunami
nelabai dideli baltymo kiekiai. Sis biidas netinka pramoniniam naudojimui skirtiems
baltymams gaminti.

Baltymai, gauti Zinduoliy Igstelése, naudojami tiriant geny raiska, baltymy
strukturg ir funkcijas, reguliacinius mechanizmus (Kaufman, 2000). Ypac¢ dideliy baltymy
kiekiy reikia gaminant antikiinus, atrenkant medZiagas su tam tikromis savybémis (Parham ir
kiti, 1998). Baltymo kiekis, gaunamas i§ Zinduoliy Igsteliy, priklauso nuo daugybés veiksniy,
tokiy kaip DNR patekimo j lasteles biidas, DNR kopijy skaicius, transportavimo efektyvumas,
iRNR brendimas, transportavimas ir stabilumas, transliacijos efektyvumas, baltymy
brendimas, transportavimas ir stabilumas. Skirtingy geny raiskai svarbiis skirtingi veiksniai
(Parham ir kiti, 1998; Kaufman, 2000). Nors Zinduoliy Igsteles auginti brangu ir sudétinga
uzauginti didesnj kiekj, jos vis daZniau naudojamos baltymy gamybai (Dyck ir kiti, 2003).
Skirtingos lgsteliy linijos skiriasi savo geb¢jimu priimti svetimg DNR. Kai kurias linijas,
pavyzdZiui, fibroblastus ir mieloidines 13steles, transfekuoti sunku, tuo tarpu epiteliniy Igsteliy
linijas, pavyzdziui, CHO, COS-7, HEK-293, BHK, lengva (Parham ir kiti, 1998). Zinduoliq
lasteles HEK-293 placiai naudojamos rekombinantiniy baltymy raiSkai, nes jose galima
sukurti fiziologing aplinka, kuri labai panasi j Zinduoliy baltymy natyvig aplinka. Sios lastelés
naudojamos ir labai dideliems baltymy kiekiams gaminti, pavyzdZiui, terapiniams baltymams.
Transfekavus HEK-239 Igsteles svetima DNR, jose aktyvinamas vidulgstelinis antivirusinis
PKR signalinis kelias. Tai slopina transliacijg ir gali biti viena i§ maZo baltymo kiekio
gavimo priezasCiy. Kai kurie virusai, pavyzdziui, Ebola virusas, turi mechanizmus, kurie

neleidzia aktyvuoti PKR signalinio kelio. Todé¢l virusus galima panaudoti siekiant padidinti
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transfekcijos efektyvuma (Gantke ir kiti, 2013). Geno raiskai jtakos turi ir kiti veiksniai, tokie
kaip manipuliavimas Igstelés ciklu. Norint gauti daugiau tikslinio baltymo, galima slopinti kai
kurias histony deacetilazes. Tuomet DNR taip glaudZia neapsivynioja aplink histonus ir nuo
jos ilgiau transkribuojami genai (Parham ir kiti, 1998). Baltymy gryninimas i§ Zinduoliy
lasteliy kultiiry ekstrakty yra ilgas ir brangus (reikia specifinio sorbento arba monokloniniy
antikliny), gaunami maZzi baltymo kiekiai (Morton ir Potter, 2000). Dalinai $ig problema
galima iSspresti | baltyma koduojant] konstrukty jterpiant sekrecijos signalg. Jeigu norimas
gauti baltymas kilgs i§ aukStesniyjy eukarioty, jo brendimui daznai reikia jvairiy
potransliaciniy modifikacijy. Jas visas galima gauti Zinduoliy Iastelése. Be to, Zinduoliy
lastelése baltymai jgauna tinkama tretine ir ketvirting struktiira, todél yra stabilds. Zinduoliy
Iastelés naudojamos norint patikrinti, ar konkretus genas tiesiogiai atsakingas uz tam tikro
baltymo sinteze, iStirti baltymo struktiiros ir jo funkcijos sgsajas, nustatyti baltymo raiSkos
pasekmes lgsteléms arba gaminti baltymus (Kaufman, 2000).

Dirbant su lasteliy linjjomis galima naudoti laiking arba stabilig transfekcija.
Stabilios transfekcijos metu transfekuojama DNR integruojasi j Seimininko genoma.
Integruojama DNR daznai turi selektyvius markerius, pagal kuriuos atrenkamos sékmingai
transfekuotos lastelés ir sukuriama stabiliai transfekuoty lgsteliy linija, kuri nuolatos
ekspresuoja turimg geng (Kim ir Eberwine, 2010). Taciau gauti tokias Igsteliy linijas brangu ir
uzima daug laiko. Be to, naudojant stabiliai transfekuotas Igsteliy linijas sunku gauti didelius
kiekius tiksliniy baltymy. Pigesné, greitesné ir dideliems baltymy kiekiams gauti pritaikyta
alternatyva — laikina transfekcija, naudojant suspensijoje augti pritaikytas lgsteles, daZnai
HEK arba CHO Iasteliy linijas (Meissner ir kiti, 2001). Suspensines HEK galima auginti
bioreaktoriuose, tai svarbu terapiniy baltymy gamybai (Tsao ir kiti, 2001). Suspensinés HEK
lastelés buvo gautos i$ adheziniy lgsteliy, kiekvieno perséjimo metu naudojant vis didesnj
beserumings terpés kiekj, kol terpéje visai neliko serumo. Tokias lgsteles pradéta auginti
kolbose purtant nedideliu grei¢iu (Meissner ir kiti, 2001). IS pradziy suspensinés HEK lastelés
sudarydavo nemaZzus agregatus, kurie keisdavo lasteliy metabolizmg ir maZindavo
transfekcijos efektyvuma. Si problema buvo i§spresta tobulinant mitybines terpes (Tsao ir kiti,
2001). Siuo metu galima jsigyti komerciniy sistemy, pritaikyty suspensiniy HEK arba CHO
Iasteliy auginimui. Suspensines lgsteles nesudétinga auginti, prireikus galima greitai gauti
didelius jy kiekius. Naudojamos beserumings tikslios cheminés sudéties terpés, kas uztikrina
rezultaty atsikartojamuma bei tinkamuma terapiniy baltymy gamybai.

Transgeniniai augalai, gyviinai ir vabzdZiai taip pat gali biiti naudojami kaip
raiSkos sistemos, taciau ilgai uZtrunka juos sukurti. Be to, sunku valdyti augimo greitj ir

susintetinto baltymo kiekj. Transgeniniai gyviinai ar pauk$¢iai ypac tinkami gydymui
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naudojamy rekombinantiniy baltymy gamybai, nes gali juos sekretuoti j pieng, kiauSinius.
Siuos produktus lengva surinkti, laikyti, transportuoti, jy pagaminami dideli tiiriai. Pagrindiné

problema — tinkami gyviinai, ypa¢ karves, ozkos labai l1étai auga (Dyck ir kiti, 2003).
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II. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Darbe naudoti prietaisai, medziagos, tirpalai ir Kitos priemonés

2.1.1. Naudoti prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:
e centrifuga ,,Herolab HiCen SR Superspeed;
e (CO; inkubatorius—purtyklé ,,Eppendorf New Brunswick S41i*;
e DNR elektroforezés aparatas ,,SIGMA-ALDRICH®;
e gryninimo sistema ,,AKTA purifier;
e gryninimo sistema ,,LKB BROMMA*;
e kaitinimo plytele ,, UCKOPKA*;
e laminariné spinta ,,NUAIRE Biological Safety Cabinets*;
e magnetin¢ maiSyklé ,,BIOSAN*;
e mikrobangy krosnelé ,,Gamma‘*;
e mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415R*;
e PGR aparatas ,,Eppendorf Mastercycler personal*;
e poliakrilamido gelio elektroforezés aparatas ,,BIO—RAD*;
e purtyklé ,,BIOSAN Multi-vortex V-32%;
e purtykle ,,Excella E24°;
e purtyklé—termostatas ,,BIOSAN ES-20%;
e spektrofotometras ,,Agilent 8453*;
e spektrofotometras ,,NanoDrop*;
e gvarstykles ,,KERN 572
e Sviesiniy faziy kontrasto mikroskopas ,,Olympus‘;
e termostatas ,,Eppendorf TermoStat plus®;
e termostatas ,,TC — 80Y42*;

e UV/WL 3altinis su geliy dokumentavimo sistema ,,MiniBis Pro*.

2.1.2. Naudoti fermentai, rinkiniai ir cheminés medziagos

e Acros organics: NiCl,.

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

o Fluka: Coomassie Brilliant Blue R-250, etidzio bromidas, HCI, bisakrilamidas, NaOH,
PIPES, C,H3NaO,, NaClO4, NaCl, KH,PO4, KoHPO,.

e GE Healthcare: ,,Ni SepharoseTM 6 Fast Flow*.

e Invitrogen: FreeStyle™ MAX transfekcijos reagentas, FreeStyle ™ 293 ir OptiPRO™
SEM terpés, tripano mélis.

e Matheson Coleman & Bell: bromfenolio mélis.

e Roth: agar-agaras, LB terpé, ampicilinas, APS, akrilamidas, triptonas, mieliy
ekstraktas, NaCl, CaCl,, chloramfenikolis, glicerolis, HEPES.

e Sigma: TRIS baze, SDS, KCI, acto rigstis, EDTA, DTT, MES, p-
aminometilbenzensulfonamido agarozé.

e ThermoFisher (Fermentas): agarozé, IPTG, DNR ilgio Zymuo ir DNR 6x méginiy
dazas, baltymy dydzio Zymuo, restrikcijos endonukleazés Ndel, HindIII, BglII, Ncol,
PfIMI, Dralll, BamHI, Vspl, Nhel, Dral, EcoRI, Kpnl, Xhol, Pfu DNR polimeraz¢ ir
jos buferinis tirpalas, T4 DNR ligaze ir jos buferinis tirpalas, SAP Sarmin¢ fosfataze ir
jos buferinis tirpalas, dNTP miSinys, rinkiniai: ,Gene]JET™ Gel Extraction Kit*,
,,GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit*, ,,GeneJETTM PCR Purification Kit*,
,,Genel ET™ Plasmid Maxiprep Kit*.

e Peaxum: ZnSO,4, MnCl,.

2.1.3. Naudotos terpés ir tirpalai

Skysta LB (Luria/Miller) terpé (1 1): 25 g sausos terpés iStirpinami 1 1 dejonizuoto vandens.

Terpé autoklavuojama 20 min +120 °C 1 papildomos atm slégyje.

Agarizuota LB (Luria/Miller) terpé (1 1): 25 g sausos LB terpés iStirpinami 1 1 dejonizuoto
vandens. Pridedami 15 g agar—agaro. Terpé autoklavuojama 20 min +120 °C 1 papildomos

atm slégyje.

S. O. C. terpée (11):
20 g triptono;
5 g mieliy ekstrakto;
10 mM NaCl;
3,5 mM KCL
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Terpé ruoSiama dejonizuotame vandenyje. ParuosSta terpé autoklavuojama 20
min +120 °C 1 papildomos atm slégyje. AtSaldZius pridedama MgCl, iki 10 mM ir gliukozés
iki 20 mM. Terpé filtruojama per 0,2 um polivinilidino difluorido filtra, iSpilstoma nedideliu

tiriu ir laikoma -20 °C temperatiiroje.

FreeStyle™ 293 terpé: parduodama jau paruoSta. Terpés sudétis — komerciné paslaptis.

Terpé sintetine, tikslios cheminés sudéties, be fetalinio serumo. Terpé laikoma +4 °C tamsoje.

OptiPRO™ SFM transfekcijos terpé: parduodama jau paruota. Sudétis — komercing
paslaptis. Terpé¢ sinteting, tikslios cheminés sudéties, be fetalinio serumo. Terpé¢ laikoma +4°C

tamsoje.

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

laikoma +4 °C temperatiiroje.

10x TRIS—glicino-SDS elektroforezés buferis (1 1):
10 g SDS;

30 g TRIS bazées;

144 g glicino.

Buferis ruoSiamas dejonizuotame vandenyje ir laikomas +4 °C temperatiiroje.

50x TAE elektroforezés buferis (1 1):
242 g TRIS bazés;
57,1 ml ledinés acto riigsties;
100 m1 0,5 M EDTA.
Buferis ruoSiamas dejonizuotame vandenyje ir laikomas kambario

temperatiiroje.

Akrilamidiniy geliy dazas (250 ml):
113 ml etanolio;
23 ml acto riigsties;

0,6 g Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Ruosiant tirpalg etanolis ir acto rigstis pilama j nedidelj kiekj dejonizuoto

vandens. Tada pilamas likes vanduo iki 250 ml. Tirpalas laikomas kambario temperatiiroje.

1,5 M TRIS-HCI (100 ml): 18,15 g TRIS iStirpinama 70 ml dejonizuoto vandens. | tirpalg
lasinama HCI, kol pH pasiekia 8,8. Tada pripilama dejonizuoto vandens iki 100 ml. Tirpalas

filtruojamas per stiklo filtrg ir laikomas +4 °C temperatiiroje.

1 M TRIS-HCI (100 ml): 12,1 g TRIS istirpinama 50 ml dejonizuoto vandens. | tirpalg
lasinama HCI, kol pH pasiekia 6,8. Tada pripilama dejonizuoto vandens iki 100 ml. Tirpalas

filtruojamas per stiklo filtrg ir laikomas +4 °C temperatiroje.

6x méginiy dazas baltymy elektroforezei (10 ml):
300 ul 1 M TRIS;
1,2 g SDS;
92,5 mg DTT;
6 ml glicerolio;
60 mg bromfenolio mélio.
Dazas ruoSiamas dejonizuotame vandenyje, iSpilstomas nedideliu tiriu ir

laikomas -20 °C temperatiiroje.

0,5 M PIPES (100 ml): 15,1 g PIPES istirpinama 80 ml dejonizuoto vandens. | tirpala
las§inama 5 M KOH, kol pH pasiekia 6,7. Tada pripilama dejonizuoto vandens iki 100 ml.
Tirpalas filtruojamas per 0,2 pum polivinilidino difluorido filtra, iSpilstomas nedideliu ttriu ir

laikomas -20 °C temperatiiroje.

Bendras transformacijos buferis (1 1):

Kiekis Galutin¢ koncentracija
MnCl,-4H,0 10,88 g 55 mM
CaCl,-2H,0 220¢g 15 mM
KCl 18,65 ¢ 250 mM
0,5 M PIPES 20 ml 10 mM
dejonizuotas vanduo iki 11

Tirpalas be PIPES filtruojamas per 0,2 um polivinilidino difluorido filtra,
iSpilstomas nedideliu tiriu ir laikomas -20 °C temperatiiroje. PIPES pridedama prie§ pat

naudojima.
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Poliakrilamido gelis:

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

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

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

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

1,58 mL H,O0; 1,5 mL H>O;

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

5 uL TEMED. 5 uL. TEMED.

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

Pavadinimas Sudétis pH

I buferis 50 mM HEPES 8
0,5 M NaCl
10% glicerolio

II buferis 50 mM HEPES 8
0,5 M NaCl
10% glicerolio
0,6 M imidazolo

Dializés buferis 50 mM MES 6,5
10% glicerolio
0,5mM EDTA
1 mM DTT

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

Pavadinimas Sudétis pH

IIT buferis 20 mM HEPES 7,5
0,15 M NaCl

IV buferis 0,1 M C,H;3NaO, 6,5
0,5 M NaClO4

Dializes buferis 11 10 mM HEPES 7,5
50 mM NaCl

Kadangi baltymai gryninami i§ skirtingy biomasés arba terpés kiekiy, kiekvienu
atveju gaminami skirtingi buferiy turiai, todé¢l | buferius jeinan¢iy medZiagy kiekiai gramais
nepateikiami. Atsverta medZziaga iStirpinama nedideliame tiiryje Salto vandens. | tirpalg
lasinamas NaOH arba CH;COOH, kol pasiekiamas norimas pH. Tada pripilama Salto

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

0,05 g KCI;
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0,05 g KH,POu;
0,2475 g KoHPO,.
Buferis ruoSiamas dejonizuotame vandenyje. ParuoStas buferis autoklavuojamas

20 min +120 °C 1 papildomos atm slégyje. Buferis laikomas kambario temperatiiroje.

2.1.4. Naudotos kitos priemonés

Naudoti E. coli kamienai ir Zmogaus lasteliy linija

Tyrimo metu naudoti E. coli kamienai XLI-blue, BL21(DE3),
BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)CodonPlus—RIL, BL21 Star (DE3) One Shot ir
Rosetta2(DE3). Visi kamienai, iSskyrus BL21 Star (DE3) One Shot, jsigyti iS ,,Novagen*
kompanijos. Pastarasis jsigytas i$ ,,Invitrogen*.

E. coli XLI-blue — tai atsparumo antibiotikams neturintis kamienas, skirtas DNR
pagausinimui. Kamienas neturi endonukleazés. Jame nevyksta rekombinacija (Novagen).

Kiti minéti E. coli kamienai skirti rekombinantiniams baltymams gauti. E. coli
BL21(DE3) kamienas neturi atsparumo antibiotikams. Kamienas turi lizogeninj A profaga
DE3 ir T7 RNR polimerazés gena. Be to, Sis kamienas neturi Lon ir OmpT proteaziy, kurios
galéty suskaidyti sintetinamg baltyma i smulkesnius peptidus (Novagen).

BL21(DE3)pLysS kamienas skiriasi nuo BL21(DE3) kamieno savo atsparumu
chloramfenikoliui. Kamienas pasiZymi grieztesne tikslinio baltymo geno raiskos kontrole ir
yra tinkamas Seimininko lgstelei nuodingy rekombinantiniy baltymy geny raiSkai (Novagen).

BL21(DE3)CodonPlus—RIL — tai chloramfenikoliui atsparus E. coli kamienas.
Jis koduoja papildomas tRNR, atpaZjstancias retai prokarioty genome sutinkamus arginino
kodonus AGA ir AGG, izoleucino kodong AUA ir leucino kodong CUA, kurie yra dazni
eukarioty genome. Siy kodony nebuvimas daZniausiai stabdo eukariotiniy baltymy
transliacija, ypac jeigu rekombinantiniy baltymy natyviis analogai randami organizmuose,
kuriy genomas turi daug AT seky. Kamienas neturi Lon ir OmpT proteaziy (Novagen).

BL21 Star (DE3) One Shot — tai atsparumo antibiotikams neturintis E. coli
kamienas, skirtas heterologiniy geny rai$kai. Siame kamiene sintetinama neaktyvi
ribonukleaze E, kurios funkcija — iRNR skaidymas. Kadangi fermentas neaktyvus, iRNR
ilgiau iSlieka nesuardyta. Tai sglygoja didesn¢ geny raiska (Invitrogen).

Rosetta2(DE3) — chloramfenikoliui atsparus kamienas, turintis papildomy

kodony AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA ir CGG, kuriy beveik nebiina E. coli bakterijy
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genome, taCiau jie daZnai sutinkami eukariotuose. Kamienas pritaikytas biitent eukariotiniy
baltymy geny raiSkai (Novagen).

Tyrime naudota HEK 293-F Zmogaus Igsteliy linija. HEK 293-0ji imortalizuota
lasteliy linija gauta pirming Zmogaus embriono inksty lgsteliy linijg transformavus Zmogaus
5-0jo tipo adenoviruso DNR. Lastelése esancio adenoviruso E1A geno produktas aktyvina kai
kuriuos virusinius promotorius. Tai leidZia Igsteléms sintetinti didelius baltymy kiekius.
Lasteles pritaikytos augti suspensijoje (Invitrogen). HEK 293-F Igstelés, pritaikytos augti
FreeStyle™ 293 terpéje, jsigytos i ,,Invitrogen.

Naudoti klonavimo vektoriai

pET15b (Novagen) — vektorius, turintis T7 promotoriy ir SeSis histidinus
koduojanciag nukleotidy sekg multikloninés sekos N gale (7 pav). Vektorius turi atsparumo

ampicilinui gena. Jis skirtas baltymy raiSkai E. coli 1astelése (Novagen).
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7 pav. Vektoriaus pET15b struktiira (Novagen).

pCEP4dS — vektorius, skirtas baltymy raiSkai Zinduoliy lgstelése. Vektorius
padarytas i§ pCEP4 vektoriaus misy laboratorijoje (Invitrogen). Jis turi CMV promotoriy ir
atsparumo ampicilinui geng. Siekiant sumaZzinti pCEP4 vektoriaus dydj Nrul ir Sall
restriktazémis iskirpta vektoriaus dalis nuo 7960 iki 9947 nukleotido. Sioje dalyje yra TK
promotorius, higromicino atsparumo genas ir TK poliadenilinimo signalas. Si vektoriaus dalis

mums nereikalinga, nes higromicino atrankos sistema taikoma kuriant stabiliai transfekuoty
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lasteliy linijas, o mes naudojame laiking transfekcijg. Siekiant palengvinti baltymo gryninima,
uz CMV promotoriaus buvo jterpta peliy Ig x grandinés V-J2—C regiono sekrecijos signalo
seka (8 pav.). Si modifikacija leido susintetinta baltyma gryninti i§ terpés praleidZiant lasteliy
ardymo etapg. pCEP4dS vektoriaus gamyba placiau aprasyta Dovilés Dekaminaviciiites
straipsnyje (priimtas spaudai 2013 m.).

CMVY promotorius
Multikloniné seka
Sekrecijos signalas

Multikloniné seka
5V40 poliadenilinimo signalas

pUC replikacijos pradzios sritis

Atsparumo ampicilinui genas

pCEP4dS
H263 bp

OriP replikacijos pradiios sritis

8 pav. Vektoriaus pCEP4dS struktiira.

Naudoti pradmenys

T7Prom - tiesioginis pradmuo 5°-TAATACGACTCACTATAGG-3°, skirtas
plazmidZiy, sukonstruoty naudojant pET15b vektoriy, sekvenavimui.

T7Term — atvirkStinis pradmuo 5‘-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3°, skirtas
plazmidZiy, sukonstruoty naudojant pET15b vektoriy, sekvenavimui.

pCEP4i_Fwd — tiesioginis pradmuo 5‘-GGATCGATCCAGACATGATAAG-3,
skirtas plazmidZiy, sukonstruoty naudojant pCEP4 vektoriy ir turin¢iy introng, sekvenavimui.

pCEP4i_Rev — atvirkstinis pradmuo 5°-CTTCTGTGGTGTGACATAATTG-3°,
skirtas plazmidZiy, sukonstruoty naudojant pCEP4 vektoriy ir turin¢iy introng, sekvenavimui.

pCEP_Fwd - tiesioginis pradmuo 5°‘-GGCACCAAAATCAACGGGAC-3¢,
skirtas plazmidZiy, sukonstruoty naudojant pCEP4 vektoriy, sekvenavimui.

pCEP_Rev - atvirkstinis pradmuo 5°-CTGCATTCTAGTTGTGGTTTG-3°,
skirtas plazmidZiy, sukonstruoty naudojant pCEP4 vektoriy, sekvenavimui.

pET15b_PfHsp90N_F - tiesioginis pradmuo 5‘-TCCAACATATGTCAACGGA
AACATTC-3¢, skirtas pET15b—6xHis—PfHsp90ON (1-215 ar.) konstrukto gavimui. Pradmuo
turi ATG geno transliacijos pradZios kodong (mélynas) ir Ndel kirpimo vieta (pabraukta

zaliai).
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pET15b_PfHsp90N_R - atvirkstinis pradmuo 5°-CAGATGCCTCGAGTTATT
TTTCATTTTGCC-3¢, skirtas pET15b—6xHis—PfHsp90N (1-215 ar.) konstrukto gavimui.
Pradmuo turi TAA geno transliacijos pabaigos kodong (atvirkStinis komplementarus kodonas

m¢lynas) ir Xhol kirpimo vietg (pabraukta Zaliai).

Rekombinantiniu baltymy sukiirimui naudotos kompiuterinés programos

e ApE — A plasmid Editor v1.17 — programa, naudota teoriniam konstrukto sukiirimui;

e MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/y — programa, skirta keliy
nukleortig§¢iy ar aminorugsciy seky palyginimui;

e pDRAW32 — programa, naudota nustatyti atviro skaitymo rémeliams konstrukte;

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

parametrams suZinoti.

2.2. Metodai

2.2.1. Rekombinantiniy genuy klonavimas

PfHspI90N (1-215 ar.) koduojancios geno dalies konavimas

1. PfHsp90N (1-215 ar.) baltyma koduojanti DNR padauginama PGR metodu. PGR
misinj sudaro:
1,25 fermento aktyvumo vienety Pfu rekombinantinés DNR polimerazés;
1 ng matricinés DNR;
0,5 uM tiesioginio pradmens pET15b_PfHsp90N_F;
0,5 uM atvirkstinio pradmens pET15b_PfHsp90N_R;
0,2 mM dNTP miSinio;
1x Pfu DNR polimerazés buferio su MgSQy;
34 ul dejonizuoto vandens.

Reakcijos tiiris 50 pl. Reakcija vykdoma PGR aparate pagal $ig programa: I
Zingsnis: kaitinimas +95 °C temperatiiroje 5 min, II Zingsnis: DNR grandiniy
atskyrimas +95°C temperaturoje 30 s, III Zingsnis: pradmeny prilydymas +57 °C
temperattroje 1 min, IV Zingsnis: DNR sintezé +72 °C temperatiiroje 2 min. Programa
kartojama nuo II iki IV zZingsnio 30 karty. Jai pasibaigus, vykdomas DNR grandinés

galy prisintetinimas +72 °C temperatiiroje 10 min.
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. Gauti PGR produktai analizuojami 1,5 % agarozés gelyje. Agarozé iStirpinama

IXTAE buferyje. Jam atvésus pridedama etidZzio bromido. Galutiné etidZio bromido
koncentracija — 0,5 pg/ml. Elektroforezei naudojamas 1xTAE buferis, kuriame etidZio
bromido galutiné koncentracija yra 0,25 ug/ml. Gelyje analizuojamas méginys 6
kartus praskiedZiamas DNR 6x méginiy dazu. Horizontali elektroforezé vykdoma
esant 6 V/em® itampai. Gelis analizuojamas UV $viesoje.

. Padauginta DNR, reikalinga tolesniems klonavimo etapams, i§ PGR miSinio
i§skiriama naudojant ,,GeneJET™ PCR Purification Kit* rinkinj, laikantis gamintojo
pateikty nurodymy. ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,,NanoDrop*
spektrofotometru (A=260 nm). DNR laikoma -20 °C temperatiiroje.

. PfHsp90N (1-215 ar.) koduojancio konstrukto klonavimui naudojamas PGR
produktas ir vektorius kerpami Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazémis. Siy
restrikcijos endonukleaziy atpazjstamos nukleotidy sekos yra jterptos j PGR produkto
galus. Jos taip pat yra ir ekspresijos vektoriuje. Restrikcijai naudojama 500 ng DNR ir
po 10 fermento aktyvumo vienety Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleaziy. Reakcijos
taris 20 pl. Reakcija vykdoma 2 val +37 °C temperatiiroje. Po reakcijos restrikcijos
endonukleazés inaktyvuojamos palaikius misinj 15 min +80 °C temperatiiroje.

. Vektoriaus defosforilinimo metu Sarminé fosfataz¢ paSalina fosfato grupe nuo
perkirpto vektoriaus 5° galo. To reikia, kad restrikcijos metu perkirptas vektorius
savaime nesusijungty atgal ] zZieding struktiirg. Vektoriaus defosforilinimas vykdomas
1 vektoriaus restrikcijos miSinj po restrikcijos pridéjus 1 fermento aktyvumo vieneta
Sarminés fosfatazés ir reikiama kieki 10x Sarminés fosfatazés buferio. Reakcija
vykdoma 15 min +37 °C temperatiroje. Reakcijai pasibaigus fermentas
inaktyvuojamas palaikius miSinj 15 min +80°C temperatiiroje.

. Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atliekama vektoriaus ir PGR produkto
elektroforezé 1,5% agarozés gelyje. Méginiai paruoSiami kaip aprasyta anksciau.
Sukarpyti PGR produktas ir vektorius iSskiriami iS agarozés gelio naudojant
,GeneJET™ Gel Extraction Kit“ rinkinj pagal gamintojy pateiktus nurodymus.
ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,,NanoDrop* spektrofotometru (A=260 nm).
DNR laikoma -20 °C temperatiiroje.

. Kitas klonavimo etapas — baltyma koduojanc¢ios DNR ir raiSkos vektoriaus ligavimas
siekiant gauti konstruktg, kuriuo bus transformuoti E. coli kamienus. Ligavimui
reikiamas DNR kiekis apskaiCiuotas pagal formule: S x (jterpiamos DNR ilgis
(kb)/linearizuoto vektoriaus ilgis (kb)) x vektoriaus kiekis (ng) = DNR kiekis (ng), kur
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10.
11.

S yra jterpiamos DNR moliarinis santykis vektoriaus atzvilgiu. Mano darbe naudotas
iterptos DNR ir vektoriaus moliarinis santykis — 3:1. Ligavimo miSinj sudaro:
25 ng vektoriaus;
11,6 ng PGR produkto;
1x T4 DNR ligazes buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazés;
5,8 ul dejonizuoto vandens.
Reakcijos tiris 20 pl. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas miSinys be jterpiamos
DNR. Reakcija vykdoma 5 min +22 °C temperatiiroje.
Gautu konstruktu transformuojamos E. coli XLI-blue lgstelés (aprasyta toliau).
IS bakterijy iSskiriama DNR (apra$yta toliau).
Plazmidziy, turin¢iy jstatytg fragmenta, atrankai iS pavieniy E. coli kolonijy iSskirtos
plazmidés karpomos klonavimo metu naudotomis Ndel ir Xhol restrikcijos
endonukleazémis. Restrikcijos produktai analizuojami 1,5% agarozés gelyje. Gautas

pET15b-6xHis—PfHsp90N(1-215 ar.) konstruktas sekvenuojamas.

CALIYV klonavimas j pCEP4dS vektoriy

Bakalauro darbo metu buvo sukurtas pET15b—6xHis—CAIV(19-284 ar.)

konstruktas, skirtas CAIV (19-284 ar.) raiskai E. coli lgstelése. CAIV (19-284 ar.) koduojanti

geno dalis ] pET15b vektoriy buvo jterpta naudojant Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazes.
Norint perklonuoti CAIV (19-284 ar.) i pCEP4dS vektoriy paaiskéjo, kad Ndel restrikcijos

endonukleazé §j vektoriy kerpa 19 karty. Tod¢l vieng vektoriaus ir CAIV (19-284 ar.) gala

teko ,,bukinti*. Klonavimo darbams naudoti greito karpymo fermentai.

1.

Atliekama pET15b—6xHis—CAIV(19-284 ar.) restrikcija naudojant 10 ug DNR ir 25
fermento aktyvumo vienetus Ndel restrikcijos endonukleazés. Reakcija vykdoma 15
min +37 °C temperatiiroje. Po reakcijos restrikcijos endonukleazé inaktyvuojama
palaikius miSinj 15 min +80 °C temperatiiroje.

Atliekama pCEP4dS restrikcija naudojant 10 pug DNR ir 25 fermento aktyvumo
vienetus HindIIl restrikcijos endonukleazés. Reakcija vykdoma 15 min +37 °C
temperattiroje. Po reakcijos restrikcijos endonukleazé inaktyvuojama palaikius miSinj
15 min +80 °C temperatiiroje.

»Bukinant“ perkirptus pCEP4dS vektoriaus ir pET15b—-6xHis—CAIV(19-284 ar.)
konstrukto galus j restrikcijos miSinius pridedama po 25 fermento aktyvumo vienetus

Klenovo fragmento ir po 0,05 mM dNTP miSinio. Reakcija vykdoma 15 min +37 °C

38



10.
11.

temperatiiroje. Po reakcijos Klenovo reagentas inaktyvuojamas palaikius miSinj 15
min +80 °C temperatiiroje.
CAIV (19-284 ar.) koduojanti geno dalis iSkerpama i§ pET15b vektoriaus naudojant
Xhol restrikcijos endonukleaze. Sia endonukleaze kerpamas ir pCEP4dS vektorius.
Tam tikslui j reakcijos miSinius pridedama po 25 fermento aktyvumo vienetus Xhol ir
inkubuojama 15 min +37 °C temperatiiroje. Po reakcijos fermentas inaktyvuojamas
palaikius miSinj 15 min +80 °C.
pCEP4dS vektorius defosforilinamas, kaip aprasyta anksciau, tik j miSinj pridedama
2,5 fermento aktyvumo vienety Sarminés fosfatazés.
Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atlieckama pCEP4dS vektoriaus ir pET15b—
6xHis—CAIV(19-284 ar.) konstrukto elektroforezé 1,5% agarozés gelyje. Méginiai
paruoSiami kaip aprasyta anksciau.
CAIV (19-284 ar.) geno dalis ir pCEP4dS vektorius iSskiriami i agarozés gelio
naudojant , GeneJET™ Gel Extraction Kit“ rinkinj pagal gamintojy pateiktus
nurodymus. ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,,NanoDrop* spektrofotometru
(A=260 nm). DNR laikoma -20 °C temperatiroje.
CAIV (19-284 ar.) geno dalis ir pCEP4dS vektorius liguojami. Ligavimo miSinj
sudaro:
100 ng pCEP4dS vektoriaus;
30 ng CAIV (19-284 ar.);
1x T4 DNR ligazés buferis;
7,5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazés;
0,9 pl dejonizuoto vandens.

Reakcijos tiiris 30 pl. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas miSinys be CAIV (19—
284 ar.). Reakcija vykdoma 30 min +22 °C temperatiiroje.
Gautu konstruktu transformuojamos E. coli XLI-blue lgstelés (aprasyta toliau).
IS bakterijy iSskiriama DNR (apra$yta toliau).
DNR, turinCios jstatyta fragmentg, atrankai iS pavieniy E. coli kolonijy isskirtos
plazmidés karpomos HindIIl ir Xhol, Ncol, PfIMI restrikcijos endonukleazémis.
Restrikcijos produktai analizuojami 1,5% agarozés gelyje. Gautas pCEP4dS-
CAIV(19-284 ar.) konstruktas sekvenuojamas.
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Introno klonavimas j pCEP4dS vektoriy

SV40 mazasis T intronas ir polyA signaliné seka buvo iSkirpti 1§ pCMV

SPORT-Bgal vektoriaus naudojant Vspl ir Nhel restrikcijos endonukleazes. pCEP4dS

vektorius buvo kerpamas Dralll ir BamHI restrikcijos endonukleazes. Tiek vektoriaus, tiek

introno po karpymo atsirad¢ galai ,,bukinami®. Dralll restrikcijos endonukleaz¢ kerpa CAIV

(19-284 ar.) klonuojancia geno dalj, todél i vektoriy i§ pradZiy buvo jterptas intronas, po to

iklonuota CAIV (19-284 ar.) geno dalis, kaip apraSyta pries tai. Klonavimui naudojami greito

karpymo fermentai.

1.

Atlieckama pCMV SPORT-PBgal vektoriaus restrikcija naudojant 10 ug DNR, 25
fermento aktyvumo vienetus Vspl ir 25 fermento aktyvumo vienetus Nhel restrikcijos
endonukleaziy. Reakcija vykdoma 15 min +37 °C temperatiiroje. Po reakcijos
restrikcijos endonukleazés inaktyvuojamos palaikius miSinj 15 min +80 °C
temperatiiroje.

Atlieckama pCEP4dS vektoriaus restrikcija naudojant 10 ug DNR, 25 fermento
aktyvumo vienetus Dralll ir 25 fermento aktyvumo vienetus BamHI restrikcijos
endonukleaziy. Reakcija vykdoma 15 min +37 °C temperatiiroje. Po reakcijos
restrikcijos endonukleazés inaktyvuojamos palaikius miSinj 15 min +80 °C
temperatiiroje.

s»Bukinant* lipnius pCEP4dS vektoriaus ir introno galus ] restrikcijos miSinius
pridedama po 25 fermento aktyvumo vienetus Klenovo fragmento ir po 0,05 mM
dNTP misinio. Reakcija vykdoma 15 min +37 °C temperatiiroje. Po reakcijos Klenovo
reagentas inaktyvuojamas palaikius misinj 15 min +80 °C temperatiiroje.

pCEP4dS vektorius defosforilinamas, kaip darant pCEP4dS—-CAIV(19-284 ar.)
konstrukta.

Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atlieckama pCEP4dS vektoriaus ir introno
elektroforezé 1,5% agarozés gelyje. Méginiai paruoSiami kaip aprasyta anksciau.
Sukarpyti intronas ir pCEP4dS vektorius iSskiriami i§ agarozés gelio naudojant
,GeneJET™ Gel Extraction Kit“ rinkinj pagal gamintojy pateiktus nurodymus.
ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,,NanoDrop* spektrofotometru (A=260 nm).
DNR laikoma -20 °C temperatiiroje.

Intronas ir pCEP4dS vektorius liguojami. Ligavimo miSinj sudaro:

100 ng pCEP4dS vektoriaus;

21 ng introno;

10% PEG4()00;
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1x T4 DNR ligazés buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazés;
1 pl dejonizuoto vandens.

Reakcijos ttris 10 pl. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas miSinys be DNR.
Reakcija vykdoma 1 val +22 °C temperatiiroje.
Gautu konstruktu transformuojamos E. coli XLI-blue lgstelés (aprasyta toliau).
IS bakterijy iSskiriama DNR (apra$yta toliau).
DNR, turinCios jstatyta fragmentg, atrankai iS pavieniy E. coli kolonijy isSskirtos
plazmidés karpomos Dral, EcoRI ir BamHI restrikcijos endonukleazémis. Restrikcijos
produktai analizuojami 1,5% agarozés gelyje. Gautas pCEP4dSi konstruktas.
I pCEP4dSi konstrukta jterpiama CAIV (19-284 ar.) geno dalis taip pat, kaip ir |
pCEP4dS  vektoriy. Gautas pCEP4dS-i-CAIV(19-284 ar.) Kkonstruktas

sekvenuojamas.

Transliacijos stipriklio klonavimas i pCEP4dS vektoriu

Transliacijos stipriklis buvo uzsakytas i$ ,,Linea libera®“ ir turéjo BglII bei Kpnl

restrikcijos endonukleaziy kirpimo vietas. Siais fermentais buvo kerpamas ir pCEP4dS—

CAIV(19-284 ar.) konstruktas. Bglll restrikcijos endonukleazé kerpa pCEP4dS dvejose

vietose, tod¢l buvo atlieckama daliné restrikcija. Klonavimui naudojami greito karpymo

fermentai.

1.

Atliekama transliacijos stipriklio restrikcija naudojant 10 pg DNR, 25 fermento
aktyvumo vienetus BglIl ir 25 fermento aktyvumo vienetus Kpnl restrikcijos
endonukleaziy. Reakcija vykdoma 15 min +37 °C temperatiiroje. Po reakcijos
restrikcijos endonukleazés inaktyvuojamos palaikius miSinj 15 min +80 °C
temperatiiroje.

Atliekama pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstrukto restrikcija naudojant 10 ug DNR,
25 fermento aktyvumo vienetus BglIl ir 25 fermento aktyvumo vienetus Kpnl
restrikcijos endonukleaziy. Reakcija vykdoma 2, 3, 4 arba 5 min +37 °C
temperatiiroje. Po reakcijos restrikcijos endonukleazés inaktyvuojamos palaikius
misinj 15 min +80 °C temperatiiroje.

pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstruktas defosforilinamas.

Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atlieckama pCEP4-CAIV(19-284 ar.)
konstrukto ir transliacijos stipriklio elektroforezé 1,5% agarozés gelyje. Méginiai

paruoSiami kaip apraSyta anksciau.
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Sukarpyti transliacijos stipriklis ir pPCEP4-CAIV(19-284 ar.) konstruktas iSskiriami
i$ agarozés gelio naudojant ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit“ rinkinj pagal gamintojy
pateiktus nurodymus. ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,,NanoDrop*
spektrofotometru (A=260 nm). DNR laikoma -20 °C temperatiiroje.
Transliacijos stipriklis ir pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstruktas liguojami.
Ligavimo miSinj sudaro:
100 ng pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstrukto;
1,6 ng transliacijos stipriklio;
1x T4 DNR ligazés buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazés;
3,6 ul dejonizuoto vandens.

Reakcijos tiris 10 pl. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas miSinys be jterpiamos
DNR. Reakcija vykdoma 15 min +22 °C temperatiiroje.
Gautu konstruktu transformuojamos E. coli XLI-blue lgstelés (aprasyta toliau).
IS bakterijy iSskiriama DNR (aprasyta toliau).
DNR, turinCios jstatyta fragmentg, atrankai iS pavieniy E. coli kolonijy isSskirtos
plazmidés karpomos BglIl ir Kpnl restrikcijos endonukleazémis. Restrikcijos
produktai analizuojami 1,5% agarozés gelyje. Gautas pCEP4dS—e-CAIV(19-284

ar.) konstruktas sekvenuojamas.

Konstrukto, turincio introng ir transliacijos stipriklj, kiirimas

Konstruktas, turintis CAIV (19-284 ar.) koduojancia geno dalj bei transliacijos

stipriklj ir introna, buvo sukurtas i§ pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) ir pCEP4dS—e-CAIV(19-

284 ar.) konstrukty sukarpius juos EcoRI ir HindlIII restrikcijos endonukleazémis.

1.

Atlickama pCEP4dS—i—-CAIV(19-284 ar.) ir pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.)
konstrukty restrikcija naudojant 10 ug DNR, 25 fermento aktyvumo vienetus EcoRI
ir 25 fermento aktyvumo vienetus HindlIII restrikcijos endonukleaziy. Reakcija vyksta
15 min +37 °C temperatiroje. Po reakcijos restrikcijos endonukleazés inaktyvuojamos
palaikius miSinj 15 min +80 °C temperattiroje.

pCEP4dS—-i—CAIV(19-284 ar.) konstruktas defosforilinamas.

Pasibaigus fermento inaktyvacijos laikui atlickama pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) ir
pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) konstrukty elektroforezé 1,5% agarozés gelyje.

Méginiai paruoSiami kaip apraSyta anksciau.
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4. Norimos sukarpyty konstrukty dalys iSskiriamos iS agarozés gelio naudojant
,Gene]JET™ Gel Extraction Kit“ rinkinj pagal gamintojy pateiktus nurodymus.
ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,,NanoDrop* spektrofotometru (A=260 nm).
DNR laikoma -20 °C temperatiroje.

5. Konstrukty dalys liguojamos. Ligavimo miSinj sudaro:

100 ng pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) konstrukto dalies su CAIV (19-284 ar.) ir
introng koduojancia DNR;
103 ng i§ pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) iskirptos transliacijos stiprikl; koduojancios
DNR;
1x T4 DNR ligazés buferio;
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazés;
2,8 ul dejonizuoto vandens.

Reakcijos ttris 20 pl. Kontrolinei reakcijai paruoSiamas miSinys be DNR.
Reakcija vykdoma 15 min 422 °C temperatiiroje.

6. Gautu konstruktu transformuojamos E. coli XLI-blue lastelés (apraSyta toliau).

7. I8 bakterijy iSskiriama DNR (aprasyta toliau).

8. DNR, turincios jstatyta fragmentg, atrankai i$ pavieniy E. coli kolonijy iSskirtos
plazmidés karpomos EcoRI ir Hindlll, BamHI, Bglll ir Kpnl restrikcijos
endonukleazémis. Restrikcijos produktai analizuojami 1,5% agarozés gelyje. Gautas
pCEP4dS—ei-CAIV(19-284 ar.) konstruktas sekvenuojamas.

Transformacija
Kompetentiniy Igsteliy paruoSimas

1. E. colilastelés uzséjamos ant Petri 1¢kStelés su kieta agarizuota LB terpe ir auginamos
pernakt +37 °C temperatiros termostate, kol susiformuoja pavienés kolonijos.

2. Kitg dieng viena lgsteliy kolonija perkeliama j 10 ml LB tepés 50 ml talpos kolboje.
Lastelés per nakt] auginamos +37 °C temperatiiroje purtant 220 aps./min greiciu.

3. Ryte 2,5 ml lgsteliy kulttiros perkeliama j 250 ml LB terpés 1 1 talpos kolboje. Lastelés
auginamos +37 °C temperatiiroje purtant 220 aps./min grei¢iu, kol optinis tankis
(A=600 nm) pasiekia 0,55.

4. Kolba 10 min inkubuojama ant ledo.

5. UZaugusi lasteliy kultira centrifuguojama 10 min 2500xg grei¢iu +4 °C

temperattroje. Terpé nupilama.
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Lastelés resuspenduojamos 80 ml Salto bendro transformacijos buferio.

Suspensija centrifuguojama 10 min 2500xg grei¢iu +4 °C temperatiiroje. Buferis
nupilamas.

Lastelés resuspenduojamos 20 ml Salto bendro transformacijos buferio.

Pridedama 1,5 ml DMSO. Bakterijy suspensija pamaiSoma ir inkubuojama ant ledo 10
min.

Lasteleés iSpilstomos i1 1,5 ml talpos mégintuvélius, uz$aldomos skystame azote ir
laikomos -80 °C temperaturoje. Jei reikalinga iskart atlikti transformacija, 1 50 ul
kompetentiniy lasteliy dedama 5 pl ligavimo miSinio po DNR ligavimo. Jei reikalinga
padauginti plazmide, i 50 pl kompetentiniy lasteliy dedama 1 pl i§ bakterijy iSskirtos

plazmidés.

Transformacijos eiga

Kompetentiniy 1gsteliy ir plazmidés miSinys inkubuojami lede 30 min.

Mégintuvélis 90 s laikomas +42 °C temperatiiroje.

Po to 2 min inkubuojama ant ledo.

Lasteliy gaivinimui pridedama 400 pl S. O. C. terpés.

Lastelés gaivinamos +37 °C temperatiiroje 45 min jas purtant 220 aps./min greiciu.
Lastelés centrifuguojamos 2 min 3300xg greiciu. Dalis terpés nupilama. Jos likutyje
(maZdaug 50 ul) lgstelés suspenduojamos ir uzséjamos ant prie§ tai +37 °C
temperatiiroje pasildyty Petri 1¢kSteliy su agarizuota terpe su 100 pg/ml ampicilino ir

per naktj auginamos +37 °C temperatiiros termostate.

DNR isskyrimas iS bakterijy

Norint iSskirti gryna konstrukta ar/ir gauti jo didesnj kiekj, reikalinga atlikti

tolimesnes procediiras (pavyzdziui, DNR sekvenavimg), konstruktu transformuojamos XLI-

blue E. coli 1astelés.

Po transformacijos per nakt] uZaugusios pavienés transformanty kolonijos

perkeliamos 1 mégintuvélius su 5 ml LB terpés ir 100 pg/ml ampicilino. Lastelés auginamos
per naktj +37 °C jas purtant 220 aps./min grei¢iu. Pasibaigus auginimo laikui terpé su
lastelémis perpilama j 1,5 ml talpos mégintuvélius ir centrifuguojama 6000xg grei¢iu 2 min
kambario temperatiiroje. Terpé nusiurbiama. | mégintuvélj vél jpilama apie 1 ml kultiiros ir

procediira kartojama, kol nucentrifuguojama visa uZauginta biomasé. DNR iSskiriama
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naudojant ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“ rinkinj, pagal gamintojy pateiktas
rekomendacijas. DNR koncentracija matuojama spektrofotometru ,,NanoDrop* (A=260 nm).
DNR laikoma -20°C temperatiiroje.

Baltymy gavimui eukarioty raiskos sistemose iSskiriami dideli DNR kiekiai.
Skyrimo iSvakarése paviené transformanty kolonija perkeliama j kolbg su 200 ml LB terpés ir
100 pg/ml ampicilino. Lastelés auginamos per naktj +37 °C jas purtant 220 aps./min greiciu.
Pasibaigus auginimo laikui terpé su lgstelémis centrifuguojama 5000xg grei¢iu 10 min
kambario temperatiiroje. Terpé nupilama, DNR iSskiriama naudojant ,,GeneJET™ Plasmid
Maxiprep Kit*“ pagal gamintojy pateiktas rekomendacijas. DNR koncentracija matuojama
spektrofotometru ,,Agilent 8453 (A=260 nm; 280 nm; 320 nm). Santykis tarp optinio tankio,
gauto esant 260 nm ir 280 nm bangos ilgiui, turi buti daugiau kaip 1,8. DNR filtruojama ir

laikoma -20°C temperatiiroje.

2.2.2. Rekombinantiniuy baltymuy raiska

Transformanty biomasés auginimas

Toliau aprasyta metodika buvo naudojama PfHsp90N (1-215 ar.) geno raiSkos
gavimui.

1. Rekombinantinio baltymo raiskai gauti E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)CodonPlus—
RIL, BL2I(DE3)pLysS, BL21 Star (DE3) One Shot, Rosetta2(DE3) kamienai
transformuojami PfHsp90N (1-215 ar.) baltyma koduojanciu konstruktu ir uzsé¢jami
ant Petri 1ékStelés su selektyvia, antibiotiky turincia agarizuota LB terpe. Auginant
transformuotas BL21(DE3) ir BL21 Star (DE3) One Shot kamieno lgsteles j LB terpe
dedama 100 pg/ml ampicilino. Auginant kity kamieny transformuotas Igsteles dedama
100 pg/ml ampicilino ir 34 pg/ml chloramfenikolio.

2. IS uzaugusiy pavieniy transformanty kolonijy atrenkama viena kolonija ir perkeliama |
kolbg su 100 ml terpés ir atitinkamu antibiotiku. Auginant konstruktu transformuotas
BL21(DE3) ir BL21 Star (DE3) One Shot Iasteles j terp¢ dedama 100 pg/ml
ampicilino. Auginant kity kamieny lasteles dedama dar ir 34 pg/ml chloramfenikolio.

3. Lastelés auginamos per naktj +37 °C temperatiroje purtant 220 aps./min greiciu. Ryte
1 kolbas su 400 ml terpés pridedama atitinkamy antibiotiky bei jpilama po 8 ml per
nakt] augintos bakterijy kultiiros. Bakterijos auginamos +37 °C temperatiiroje purtant

220 aps./min greiciu, kol jy optinis tankis (A=600 nm) pasiekia 0,8. Geno raiSka
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indukuojama pridedant 1 mM IPTG. Bakterijos auginamos 20 val +20 °C
temperattroje purtant 220 aps./min greiciu.

4. Rekombinantinio baltymo raiSkai patikrinti ruoSiami lgsteliy lizaty méginiai, kurie
analizuojami atliekant elektroforez¢ 12% SDS—poliakrilamido gelyje. Lasteliy
auginimo metu joms pasiekus optinj tankj (A=600 nm) 0,8 paimamas 300 pl Igsteliy
meéginys prieS tikslinio baltymo indukcija. Norint jsitikinti, kad j terp¢ pridéjus
tikslinio baltymo raiSkos induktoriaus IPTG vyko rekombinantinio baltymo raiska
lastelése, pasibaigus Igsteliy auginimo laikui vel imama lasteliy suspensija (apie 1 ml)
ir matuojamas jos optinis tankis (A=600 nm). Po tikslinio baltymo raiSkos indukcijos
paimamas tokio tiirio lgsteliy méginys, kad prie§ ir po baltymo raiSkos indukcija
paimtuose meéginiuose 13steliy kiekis biity toks pats. Méginiai centrifuguojami 2 min
3300xg grei¢iu. Skystis nusiurbiamas. Méginiai suspenduojami 50 pl 1x SDS-
poliakrilamido gelio pavyzdzio dazo ir 5 min palaikomi +95 °C temperatiiroje.
Lasteliy biomasé 20 min centrifuguojama 4000xg grei¢iu +4 °C temperatiiroje.

Skystis nupilamas. Biomasé laikoma -20 “C temperattroje iki gryninimo.

Transfekcija ir geno raiSka zinduoliy lastelése

CAIV (19-284 ar.) baltymas buvo gautas Zmogaus lasteliy linijoje HEK 293-F
naudojant ,,FreeStyle™ MAX 293 Expression System*. Lastelés auginamos ir transfekcija
atliekama pagal ,,Invitrogen* pateiktas rekomendacijas. Lastelés auginamos 125 — 500 ml
tario Erlenmejerio kolbose su 30 — 120 ml ,,FreeStyle™ 293 terpés CO, inkubatoriuje—
purtykléje, kuriame palaikoma 437 °C temperatira ir 8% CO, koncentracija. Lastelés
purtomos 135 aps./min grei¢iu. Lastelés perséjamos kas 48 — 72 val, kiekvieng kartg
praskiedZiant kultira tiek, kad lasteliy tankis baty 0,3 — 0,5 - 10° last/ml. Lasteliy
gyvybingumas ir tankis jvertinamas mikroskopiskai naudojant hemacitometrg (Invitrogen) ir
tripano mélj. Nedidelis lasteliy suspensijos kiekis 5 — 8 kartus praskiedZiamas fosfatiniu
buferiu. Skiedimy skaiCius nustatomas eksperimentiskai, praskiestos lgstelés turi padengti
hemacitometrg vienu sluoksniu. Lasteliy gyvybingumui nustatyti ] praskiesta lgsteliy
suspensijg pridedama tripano melio (galutiné koncentracija 0,04%). Tripano melis praeina per
negyvy lasteliy membranas ir nudaZzo jas meélynai. Kad transfekcija biity efektyvi, lgsteliy
gyvybingumas turi biti vir§ 90%.

Lastelés transfekuojamos, kai jy tankis 1 - 10° last/ml. Prie§ transfekcija
mikroskopu jvertinama lasteliy buklé: turi nebiti daug agregaty. 30 ml lasteliy suspensijai

naudojama 37,5 ug DNR, 37,5 ul ,,FreeStyleTM MAX* transfekcijos reagento ir 1,2 ml
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LOptiPRO™ SFM* terpés. I 1,5 ml talpos mégintuvélius jpilama po 600 ul ,,OptiPRO™
SEM* terpés. I vieng i$ jy pridedama 37,5 pg DNR, | kita — Siek tiek sumaiSyto 37,5 ul
FreeStyle™ MAX* transfekcijos reagento. Terpé ir transfekcijos reagentas sumaiomi ir
supilami ant terpés su DNR. MiSiniai sumaiSomi ir 10 min inkubuojami kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos miSinys sulaSinamas ant létai maiSomy Iasteliy. Po
transfekcijos lastelés gamina baltyma 5 dienas, iSskirdamos ji 1 terpe. Rekombinantinio
baltymo raiSkai patikrinti ruoSiami lgsteliy augimo terpés meéginiai, kurie analizuojami
atliekant elektroforez¢ 12% SDS-poliakrilamido gelyje. Paimama apie 100 ul Igsteliy
suspensijos ir ji nucentrifuguojama 5 min 10000xg grei¢iu kambario temperatiiroje.
Surenkama Igsteliy terpé, 1 ja ipilama 6x SDS—poliakrilamido gelio pavyzdZio dazo ir 5 min

palaikomi +95 °C temperatiiroje.
Baltymy elektroforezé poliakrilamido gelyje

Baltymy elektroforezé¢ vykdoma siekiant pamatyti tikslinio baltymo geno raiska.
Tarp gelio uzpylimo stikly pilamas apatinis frakcionuojantis 12% poliakrilamido gelis, kurio
pavirSius padengiamas keliais mililitrais dejonizuoto vandens. Gelis stingsta apie 40 min
kambario temperatiiroje. Geliui sustingus vanduo nupilamas. Vietoj jo pilamas
koncentruojantis 4% poliakrilamido gelis. | uZpilta gelj istatomos ,,Sukutés™ ir paliekama
stingti 40 min kambario temperatiiroje.

Geliui sustingus surenkamas elektroforezés aparatas, pripilama 1x Tris—glicino—
SDS elektroforezés buferio ir i§ gelio iSimamos Sukutés. | Sulinélius jneSami 5 min +95 °C
temperatiiroje pakaitintas baltymy dydZio Zymuo ir anksciau apraSytu buidu paruoSti méginiai.
Elektroforezé vykdoma esant 50 mA stiprumo ir 200 V jtampos srovei. Srové iSjungiama, kai
dazas iS gelio iSeina j buferj. Po elektroforezés gelis 20 min daZomas paruostais akrilamidiniy
geliy dazais +25 °C temperatiiroje jj purtant 70 purt./min grei¢iu. Tada 10 min blukinamas

verdanCiame distiliuotame vandenyje.
Baltymo tirpumo tikrinimas ir gryninimas

PfHsp90N (1-215 ar.) baltymas gryninamas pagal metodika, apraSyta Kevin
Corbett ir James Berger straipsnyje (2010 m.). Gryninama metalochelatinés chromatografijos
biidu naudojant ,AKTA purifier* sistema. Gryninimui naudoti buferiai pateikiami 2.1.3
skyrelyje.

Toliau apraSyta baltymo tirpumo tikrinimui ir gryninimui naudota metodika.
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1. Tikrinant baltymo tirpumg 1 g biomasés uzpilamas 6 ml I buferio. Pridedama 1 mM
PMSF ir 1 mM merkaptoetanolio. MaiSoma 1 val +4 °C ant magnetinés maiSykleés.

2. Biomasé ardoma ultragarsu 7 kartus po 30 s darant 30 s pertraukas.

3. Baltymy tirpalas iSpilstomas j 1,5 ml talpos mégintuvélius ir 30 min centrifuguojamas
16000x g greiciu +4 °C temperatiiroje. Tirpi frakcija surenkama j mégintuvélj.

4. Meégintuvelivose likusios nuosédos iStirpinamos 500 pl 8 M karbamido.

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

6. Baltymy elektroforezei imama po 10 pug baltymo. Baltymy méginiai paruoSiami ir
analizuojami 12% SDS—poliakrilamido gelyje, kaip apraSyta ankstesniame skyrelyje.
Didesnio biomasés kiekio auginimui pasirenkamas tas bakterijy kamienas, kuriame
gauta daugiausiai tirpaus baltymo.

7. PfHsp90ON (1-215 ar.) gryninamas i§ 12 g biomasés. Uzpilama 72 ml I buferio,
pridedamas 1 mM PMSF, 1 mM merkaptoetanolio ir 1 val maiSoma +4 °C ant
maiSykleés.

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

9. Centrifuguojama 30 min +4 °C temperatiiroje 12600xg greiciu.

10. Baltymo tirpalas surenkamas ir leidziamas per kolon¢le, uzpildyta 10 ml chelatinés
sefarozés su Ni** jonais (Ni Sepharose™ 6 Fast Flow). Prie§ leidZiant baltyma
kolon¢l¢ pusiausvyrinama plaunant 10 tiriy I buferio su 1 mM merkaptoetanolio.
Tekéjimo greitis — 1,5 ml/min.

11. Prie chelatinés sefarozés su Ni** jonais neprisijunge baltymai iSplaunami naudojant I
buferj. Plaunama tol, kol i§ kolon¢lés iStekanCiame buferyje nebéra baltymy. Tai
suzinoma analizuojant chromatogramg ir matuojant frakcijose esanciy baltymy
koncentracijg Bradfordo metodu (Bradford, 1976).

12. Baltymas desorbuojamas nuo kolon¢lés naudojant II buferi su 1 mM
merkaptoetanolio.

13. Baltymo koncentracija nustatoma Bradfordo metodu (Bradford, 1976).

14. RuoSiami baltymy méginiai, kurie analizuojami 12% SDS—poliakrilamido gelyje.

15. Frakcijos, kuriose matomas tikslinis baltymas be priemaiSy, apjungiamos ir
dializuojamos per naktj dializés buferyje, véliau — 2 val dializés buferyje be EDTA.

16. Nustatoma baltymo koncentracija Bradfordo metodu (Bradford, 1976). Baltymas
iSpilstomas j 1,5 ml talpos mégintuvélius ir saugomas -80 °C temperatiiroje.

CAIV (19-284 ar.) buvo gaminama Zzinduoliy lastelése ir iSskiriama ] terpe.

Terpéje nesimate jokiy nuosedy, taigi baltymas buvo tirpus ir jo tirpumo tikrinti nereikeéjo.
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Baltymas grynintas giminingumo chromatografijos biidu naudojant ,,LKB BROMMA*

gryninimo sistemg. Gryninimui naudoti buferiai pateikiami 2.1.3 skyrelyje.

Nk

Baltymas grynintas pagal toliau aprasyta metodika.
Lasteliy suspensija centrifuguojama 10 min 4000xg grei¢iu kambario temperatiiroje.
I terpe pridedama 10% III buferio ir 4 ml afininio sorbento p—
aminometilbenzensulfonamido agarozés. Terpé su III buferiu ir sorbentu per naktj
maiSoma +4 °C temperatiiroje.
Ryte terpé su sorbentu perkeliama ] kolonéle. Nesorbuoti baltymai iSplaunami i
kolon¢lés naudojant III buferj.
CAIV (19-284 ar.) desorbuojama nuo kolonélés naudojant IV buferi.
Baltymo koncentracija iSmatuojama spektrofotometru (A=280 nm).
Ruosiami baltymy méginiai, kurie analizuojami 12% SDS—poliakrilamido gelyje.
Frakcijos, kuriose matomas tikslinis baltymas be priemaiSy, apjungiamos ir
dializuojamos per naktj dializés buferyje II.
Nustatoma baltymo koncentracija spektrofotometru. Baltymas iSpilstomas mazais

tiiriais ir saugomas -80 °C temperatiroje.
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III. REZULTATAI

3.1. Rekombinantinio PfHsp90N (1-215 ar.) klonavimas ir raiska

Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje kuriami slopikliai, kurie turéty
konkuruoti su ATP jungdamiesi prie baltymo aktyvaus centro. IS literatiros duomeny Zinoma,
kad PfHsp90 aktyvusis centras yra Sio baltymo N galo domene, todél buvo nuspresta gaminti
ne pilng baltyma, o tik N galo domeng. IS pradZiy buvo bandyta gauti rekombinantinj baltyma
panaudojant anksciau laboratorijoje sukonstruota pET15b—6xHis—PfHsp90N(1-246 ar.)
konstrukta, koduojantis 6xHis Zymenj N gale, N galo domeng ir dalj jkrautos jungties, i§ viso
246 ar. ilgio baltyma. Buvo iSbandytos jvairios salygos PfHsp90N (1-246 ar.) gauti.
PfHspOON (1-246 ar.) bandyta gauti E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS,
BL21(DE3)CodonPlus—RIL, Rosetta2(DE3) ir BL21 Star (DE3) One Shot kamieny lastelése.
Geno raiSka buvo indukuota naudojant 0,25-1 mM IPTG. Po indukcijos lastelés buvo
auginamos 3-20 val +20-37 °C temperattroje. PfHsp90N (1-246 ar.) geno raiska pavyko
gauti tik konstruktu transformuotas BL21(DE3)pLysS ir BL21 Star (DE3) One Shot Iasteles
auginant +20 °C temperatiiroje 18 val LB terpéje purtant 220 aps./min grei¢iu po tikslinio
baltymo raiSkos indukcijos 1 mM IPTG. Gauta labai maZa geno raiSka, o baltymo iSgryninti

nepavyko (9 pav.).

116 kDa

66,2 kDa

45 kDa

35kDa

25 kDa

18,4 kDa

144kDa

9 pav. E. coli baltymy elektroforezés vaizdas poliakrilamido gelyje (raudonai apibréztas apie 30 kDa dydZio
PfHsp90ON (1-246 ar.)). I takelis — baltymy dydzio Zymuo #SMO0431; 2 takelis — BL21 Star (DE3) One Shot
lasteliy lizatas pries PfHsp90N geno raiskos indukcija; 3 takelis — BL21 Star (DE3) One Shot lasteliy lizatas po
PfHsp90N geno raiskos indukcijos; 4 takelis — BL21(DE3)pLysS lasteliy lizatas prie§ PfHsp90N geno raiskos
indukcija; § takelis — BL21(DE3)pLysS lasteliy lizatas po PfHsp90N geno raiskos indukcijos.
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Analizuojant pET15b—6xHis—PfHsp90N(1-246 ar.) konstrukto koduojamo
baltymo seka buvo pastebéta, kad koduojamo baltymo C gale yra labai daug pasikartojanciy
kriivj turin¢iy glutamo riigsties liekany. Gali biiti, kad daugybé¢ pasikartojanciy kodony lemia
transkripcijos arba transliacijos klaidas, todél baltymas nesintetinamas. Analizuojant literatiirg
pastebéta, kad norint tirti PfHsp90N kuriami konstruktai, koduojantys baltymus nuo 1 iki 215
ar. (Corbett ir Berger, 2010; Pallavi ir kiti, 2010). Buvo nuspresta sukurti konstrukta,
koduojantj PfHsp90N (1-215 ar.) (10 pav.). Sis baltymas neturi ankstesnio konstrukto
koduotos jkrautos jungties dalies (11 pav.).

Multikloninés selos

pabaiga (17 Term)

Atsparumo
ampicilinui genas

GxHis Zymue
Multikloninés selos
pradiia (T7 Prom) pET15b-6xHis-

PfH=pI0M(1-
215

5353 bp

10 pav. pET15b—6xHis—PfHsp90N(1-215 ar.) raiskos konstruktas.

1 130

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

Hsp30_Uniprot
Hsp90{1-246)
Hsp90{1-215)

Hsp30_Uniprot
Hsp90{1-246)
Hsp90{1-215)

Hsp30_Uniprot

I
HSTETFAFNADIRALHSLITHTFYSHKETFLRELISHASOALOKIRYESITOTAOKL SAEPEFFIRTITPOKTHHTL TIEDSGIGHTKHDLIHHLGTIARSGTKAFHEATOA
HGSSHHHHHHSSGLYPRGSHHSTETFAFNADIRALHSLITHTFYSHKETFLRELISHASDALDKIRYESI TOTOKLSAEPEFFIRTIIPDKTHHTL TIEDSGIGHTKHDLINHLGTIARSGTKAFHEATOA
HGSSHHHHHHS SGLYPRGSHHSTETFAFNADIRALHSLITHTFYSHKETIFLRELISHASDALDKIRYESITOTAKLSAEPEFFIRTIPDKTHHTLTIEDSGIGHTKHDLINHLGTIARSGTKAFHEATOA

131 140 260
| I
SGOTSHIGAFGYGF YSAYLYADHYYYISKHNDDEQYYHESARGGSF TYTKDETHEKLGRGTKITLHLKEDOLEYL EEKRIKDLYKKHSEF ISFPIKLYCEROHEKET TRSEEEEGE GEGEREGEEEEEKK
SGOTSHIGAFGYGF YSAYLYADHYYYISKHNDDEQYYHESARGGSF TYTKDETHEKLGRGTKITLHLKEDOLEYL EEKRIKDLYKKHSEF ISFPIKLYCEROHEKET TRSEEEEGEGEGEREGEEEEEKK
SGOTSHIGAFGYGF YSAYLYADHYYYTSKHNDDEGYYHESARGGSF TYTKDE THEKLGRGTKITLHLKEDALEYL EEKRIKDLYKKHSEF ISFPIKLYCERGHEK

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

261 270 390

| I
KKTGEDKNHDESKEENEDEEKKEDNEEDDNKTDHPKVEDVTEELENHEKKKKEKRKKKIHTUEHEHEELNrQKPLHHRKPEEVTNEEYH5FYKSLTNDHEDHLHUKHFSVEGQLEFKHLLFIPKRHPFDH

280 290 300 30 320 330 340 350 360 an 380

Hsp90{1-246} KKTGED

Hsp90{1-215}

Hep30_Uniprot
Hsp90{1-246)
Hsp90({1-215)

Hep90_Uniprot
Hsp90{1-246)
Hep90{1-215)

Hep90_Uniprot
Hep90{1-246)
Hepa0(1-215)

Tkrauta jungtis
391 400 520

| I
FENRKKRHHIKLYYRRYFIHDDCEETIPEHLHFYKGYYDSEDLPLHISRESLOOHKILKVIKKHLIKKCLDHF SELAENKENYKKF YEQF SKHLKLGIHEDHANRTKITELLRFOTSKSGDENIGLKEYY

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510

Vidurio domenas

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

| I
DRHKENUKDIYYITEESINHUSNSPFLEHLTKKEFEUIYHUDPIDEYHUQULKDFDEKKLKDD“KEELDIDD5EEHKKDFETLKHEYEELEKUIKDVLHEKUEKUUUGQRITDSPEULUTSEFEHSHNHE
|

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

|
RIHKHUHLRDNSHT5YHLSKKIHEINHRHPIISHLKUKHDHDKSDKTUKDLIHLLFDTSLLTSEFHLEEPTTFSKRIHRHIKLELSIDEEENNDIDLPPLEETUDHTDSKHEEUH

C galo domenas

11 pav. Rekombinantiniy PHsp90N (1-215 ar.), PfHsp90ON (1-246 ar.) ir laukinio tipo PfHsp90 aminoriig§¢iy
seky palyginimas.

Kuriant pET15b-6xHis—PfHsp90N(1-215 ar.) raiSkos konstrukta, visi

klonavimo darbai buvo atlikti pagal standartinius protokolus. DNR seka, koduojanti PfHsp90
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nuo 1 iki 215 ar., buvo padauginta PGR metodu, kirpta Ndel ir Xhol restrikcijos
endonukleazémis ir klonuota j tomis paciomis restrikcijos endonukleazémis kirpta pET15b
vektoriy. Pradmeny sekos pateiktos ,,MedZiagy ir metody‘ skyriuje.

Rekombinantinis PfHsp90N (1-215 ar.) buvo auginamas BL21(DE3),
BL21(DE3)CodonPlus—RIL, BL21 Star (DE3) One Shot, Rosetta2(DE3) kamieny lastelése
LB terp¢je. BL21(DE3)pLysS kamieng taip pat noréta naudoti baltymo gavimui, taciau po
transformacijos ant Petri lékStelés neuZaugo né viena BL21(DE3)pLysS lasteliy kolonija.
Tikslinio baltymo raiska indukuota su 1 mM IPTG. Po indukcijos 1gstelés buvo auginamos 18
val +20 °C temperatiiroje purtant 220 aps./min grei¢iu. Tokios bakterijy auginimo sglygos
buvo pasirinktos remiantis Kevin Corbett ir James Berger straipsniu bei laboratorijos
patirtimi. Pastebéta, kad auginant indukuotas lasteles ilgesnj laika Zemesng¢je temperatiiroje
dazniau gaunamas teisingos struktiiros tikslinis baltymas. Auginant Igsteles tokiomis
salygomis buvo gauta labai maza PfHsp90N (1-246 ar.) geno raiska. 26535,9 Da dydzio
PHsp9ON  (1-215 ar.)  (ProtParam  duomeny baz¢) gautas  BL21(DE3),
BL21(DE3)CodonPlus—RIL ir BL21 Star (DE3) One Shot kamienuose (12 pav.).

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

66,2 kDa

25 kDa

184 kDa

144 kDa

12 pav. E. coli baltymy elektroforezés vaizdas poliakrilamido gelyje (raudonai apibréztas apie 26 kDa dydzio
PfHsp90N (1-215 ar.)). 1 takelis — baltymy dydZio Zymuo #SMO0431; 2 ir 3 takeliai — BL21(DE3) lasteliy lizatas
pries (2) ir po (3) PHsp90N geno raiskos indukcijos; 4 ir 5 takeliai — BL21(DE3)CodonPlus—RIL Iasteliy lizatas
pries (4) ir po (5) PfHsp90N geno raiskos indukcijos; 6 ir 7 takeliai — BL21 Star (DE3) One Shot lasteliy lizatas
pries (6) ir po (7) PfHsp90N geno raiskos indukcijos; 8 ir 9 takeliai — Rosetta2(DE3) lasteliy lizatas prie§ (8) ir
po (9) PHsp90N geno raiskos indukcijos.

BL21(DE3), BL21(DE3)CodonPlus-RIL ir BL21 Star (DE3) One Shot

kamienai buvo pasirinkti tolesniam darbui — P/Hsp90N tirpumo tikrinimui ir gryninimui.
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3.2. Rekombinantinio PfHsp90N (1-215 ar.) tirpumo tikrinimas ir gryninimas

Baltymo tirpumo tikrinimui buvo naudojama BL21(DE3)CodonPlus—RIL,
BL21(DE3) ir BL21 Star (DE3) One Shot kamieny lgsteliy biomasé. Tirpumo tikrinimas
aprasytas medziagy ir metody skyrelyje. Gauti rezultatai pateikti 13 pav.

1 2 3 4 5 6 7 8
116 kDa
66,2 kDa
45 kDa
35kDa
25kDa L™
184kDa &,

144kDa Wy ﬁ

13 pav. E. coli baltymy elektroforezés vaizdas poliakrilamido gelyje (raudonai apibrézta apie 26 kDa dydzio
tirpi PfHsp90N (1-215 ar.) frakcija). I takelis — baltymy dydzio Zymuo #SMO0431; 2 takelis — 1asteliy lizatas po
PfHsp90N geno raiskos indukcijos; 3 ir 4 takeliai — BL21(DE3) Iasteliy lizato tirpi (3) ir netirpi (4) frakcijos; 5
ir 6 takeliai — BL21 Star (DE3) One Shot lasteliy lizato tirpi (5) ir netirpi (6) frakcijos; 7 ir 8 takeliai —
BL21(DE3)CodonPlus—RIL Igsteliy lizato tirpi (7) ir netirpi (8) frakcijos.

IS 13 pav. matosi, kad didZioji dalis baltymo yra netirpi nepriklausomai nuo
bakterijy kamieno. Kadangi i§ 1 g biomasés buvo gautas salyginai didelis tirpaus baltymo
kiekis, buvo nuspresta baltyma gryninti ir tik nesékmés atveju ieskoti biidy tirpumui padidinti.
Didesnis biomasés kiekis gryninimui buvo auginamas BL21(DE3)CodonPlus—RIL lastelése,
nes jose buvo matomas didZiausias tirpaus baltymo kiekis. PfHsp9ON (1-215 ar.) buvo

gryninamas pagal apraSyma medziagy ir metody skyrelyje. Rezultatai pateikiami 14 ir 15 pav.
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14 pav. PfHsp90N (1-215 ar.) gryninimo chromatograma. Mélyna kreivé rodo baltymo sugerties intensyvuma
280 nm bangos ilgyje. I pikas — nesorbuoti baltymai; 2 pikas — sorbuotas netikslinis baltymas; 3 pikas —
sorbuotas tikslinis P/Hsp90N (1-215 ar.) baltymas.

1 2 3 4 5 i 7T 8 9 10
U§kDa === P
662kDa T _—
— = = Ee=
35 }Da = :
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25 XDa '

-
184kDa
144 kDa

15 pav. PfHsp90N (1-215 ar.) gryninimo vaizdas poliakrilamido gelyje. I takelis — baltymy dydZio Zymuo
#SMO0431; 2 takelis — nesorbuoti baltymai (1 pikas); 3 takelis — nesorbuoti baltymai tarp 1 ir 2 piko; 4 takelis —
sorbuotas netikslinis baltymas (2 pikas); 5-10 takeliai — sorbuotas tikslinis PfHsp90N (1-215 ar.) baltymas (3
pikas).

IS 14 pav. matosi, kad sorbuotas baltymas iSeina 2 pikais. Desorbcijos pradZioje
desorbuojamas kazkoks bakterijy sintetinamas baltymas (2 pikas), kuris savo pavirSiuje
tikriausiai turi kelis His ir sgveikauja su kolonéléje esanciais Ni** jonais. Kelis His turintys
baltymai desorbuojami esant mazai imidazolo koncentracijai, tuo tarpu baltymai su 6xHis
uodegele — kai imidazolo koncentracija 0,2—-1 M. Atlikus baltymy elektroforeze 12% SDS—
poliakrilamido gelyje, 4 takelyje, kuriame analizuojami 2 piko baltymai, matomas apie 25

kDa dydzio baltymas, kurio néra kituose takeliuose (15 pav.). Grei€iausiai $is baltymas ir yra

kelis His turintis baltymas. 5 ir 6 takeliuose, kuriuose analizuojamas PfHsp9ON (1-215 ar.)
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baltymas, matomas dar vienas apie 66,2 kDa dydZzio baltymas. Kadangi tikslinio baltymo
iSgryninta daug (piko koncentracija 16 mg/ml), 5 takelyje matoma baltymo frakcija nebuvo
paimta tolimesniems tyrimams. 6-10 takeliuose matomos frakcijos buvo apjungtos ir
dializuojamos. Po dializés dalis baltymo iSkrito j nuosédas. Gali buti, kad baltymas agregavo
dél labai didelés jo koncentracijos. Gryninant kitg kartg reikéty didinti kolonélés turj arba
mazinti biomasés kieki, kad biity gautas maZesnés koncentracijos baltymas. Net ir praradus
baltymg dél nuosedy liko 93 mg baltymo.

Siuo metu doktorantas Egidijus Kazlauskas vertina biotermodinaminius baltymo
parametrus bei jo sgveika su laboratorijoje sintetinamais junginiais. Tikimasi, kad jam pavyks
rasti slopiklj, kuris atrankiai jungsis su PfHsp90ON. Tokj slopiklj ateityje gal biity galima

naudoti kaip vaisty nuo maliarijos veikligja medZiagg.

3.3. Rekombinantinés CAIV (19-284 ar.) klonavimas ir raiska

Bakalauro darbo metu remiantis turimais duomenimis apie vektoriaus pET15b
(Novagen) ir zmogaus CAIV geno (UniProt duomeny bazé) sekas bei naudojantis
programomis ,,ApE“ (A plasmid Editor v1.17) bei pPDRAW?32 buvo teoriSkai sukonstruotas
pET15b—-6xHis—CAIV (19-284 ar.) konstruktas, koduojantis CAIV nuo 19 iki 284 ar. (16

pav.).

1 10 20 30 40 50 1] 70 a0 90 100 110 120 130

1 1
CATY_Uniprot [HRHLLALL AL SAARPSASAE SHHC YEYOAESSHYPCLYPYKHGGHCOKDROSPTHIY TTKAKYDKKLGRFFFSGYDKKATHTYONNGHSYHHLLENKASTSGGEGLPAPYOAKOLHLHHSDLPYKGSE
pET15b_6xHis_CATY HGSSHHHHHHSSGLYPRGSHHAESHUCYEVORESSHYPCLYPYKNGGNCOKDROSPINIYT TKAKYDKKLGRFFFSGYDKKOTHTYONNGHSYHHLLENKASTSGGELPAPYOAKOL HLHUSDLPYKGSE

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

I |

CATY_Uniprot. HSLDGEHFAHEHHIYHEKEKGTSRHNYKEAQDPEDEIAYLAFLYEAGTAYNEGFAPLYEAL SHIPKPEHSTTHAESSLLOLLPKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCDEKYYHTYFREPTOLHREQTL AFSAKLY

pET15b_6xHis CAIV HSLDGEHFAHEHHIYHEKEKGTSRHYKERODPEDEIAYLAFLYERGTOVHEGFQPLYEALSHIPKPEHSTTHAESSLLDLLPKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCDEKYYHTYFREPIOLHREQILAFSOKLY
261 270 280 290 300 310 315

1
CAIY_ Uniprot  YDKEOTYSHKDHYRPLOOLGORTYIKSGAPGRPLPHALPALLGPHLACLLAGFLR
pET15b_6xHis_CAIV YDKEOTYSHKDHYRPLOOLGORTVIKS

16 pav. Rekombinantinés Zmogaus CAIV (19-284 ar.) (konstruktas — pET15b—6xHis—CAIV(19-284 ar.)) ir
Zmogaus laukinio tipo CAIV aminortigsciy seky palyginimas. Paveiksle apibrézta N galiné signaliné seka (1-18
ar.) ir C galo peptidas (285-312 ar.), kuriy rekombinantiniame baltyme néra.

Baltymas buvo ekspresuojamas E. coli bakterijose, kuriose nevyksta
potransliacinés modifikacijos, todél buvo sukurtas konstruktas be baltymo signalinés sekos ir
C galo peptido, nukerpamo baltymui brestant. Ta¢iau bandant gauti baltyma E. coli buvo
susidurta su jvairiomis problemomis: negauta geno raiskos, baltymas buvo netirpus arba
nesijungdavo su slopikliais ir netikdavo tolesniems tyrimams. Masiy spektrometrija ir
baltymo elektroforezé poliakrilamido gelyje redukuojan¢iomis ir neredukuojanciomis
salygomis parode, kad naudojant prokarioting raiSkos sistema CAIV (19-284 ar.) raiskai,
baltyme nesusidaro disulfidiniai tilteliai. Gauti CAIV (19-284 ar.) E. coli lastelése buvo
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bandoma kelis metus. Buvo iSbandyti jvairtis raiSkos konstruktai, bakterijy kamienai,
auginimo salygos, taCiau baltymo gauti nepavyko.

Magistro darbo metu buvo nusprgsta pabandyti gauti CAIV (19-284 ar.)
Zinduoliy lgstelése HEK 293-F. Tai — Zmogaus lastelés, todél jose gauta Zmogaus CAIV (19—
284 ar.) turéty buti tinkamos tretinés struktiiros ir nepraradusi savo aktyvumo. Geno dalis,
koduojanti CAIV nuo 19 iki 284 ar., buvo iSkirpta i§ pET15b—-6xHis—CAIV(19-284 ar.)
konstrukto ir klonuota i pCEP4dS vektoriy. Siekiant gauti kiek jmanoma didesn¢ baltymo

raiska ir palengvinti gryninimg buvo sukurti 4 konstruktai (17 pav.).

Iz & prandinés selrecijos

1 — .
CMV promotorius signalo seka

2 | CMV promotorius :
sipmale seka

Iz & prandinés selrecijos

3 | CMV promotorius Igﬁmir:s sekrec E’5- polyA seka
signalo sek
pCEP4ds

17 pav. pCEP4dS—-CAIV(19-284 ar.) raiskos konstruktai. I — pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.) raiskos
konstruktas; 2 — pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) raiskos konstruktas; 3 — pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) raiskos
konstruktas; 4 — pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) raiSkos konstruktas. Nenuspalvinti elementai jau buvo
naudojamame raiskos vektoriuje, spalvoti buvo jklonuoti darbo metu.

IS pradZiy buvo sukurtas pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) konstruktas. Juo buvo
transfekuotos HEK 293-F lastelés, kaip apraSyta ,,Medziagy ir metody skyriuje. Isitikinus,
kad lgstelés gamina CAIV (19-284 ar.), buvo sukurti dar 2 konstruktai, turintys transliacijos

stiprikl] arba introng. Tiketasi, kad Sie papildomi elementai padidins geno raiSkg. Abu
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elementai padidino geno raiSka, todél buvo sukurtas konstruktas, turintis ir transliacijos
stipriklj, ir introng.

Klonavimo darbai atlikti pagal standartinius protokolus. CAIV (19-284 ar.) i
pET15b—-6xHis—CAIV(19-284 ar.) konstrukto iSkirpta su Ndel ir Xhol restrikcijos
endonukleazémis. pCEP4dS vektorius buvo kerpamas HindIIl ir Xhol restrikcijos
endonukleazémis. Siekiant patikrinti, ar CAIV genas isistat¢ i pCEP4dS vektoriy, gautas
konstruktas buvo karpomas Ncol ir PfIMI restrikcijos endonukleazémis. Gauti produktai
analizuojami 1,5% agarozés gelyje. Gauty fragmenty dydis buvo toks, kaip ir tikétasi.
Vadinasi, gautas geras konstruktas. Intronas buvo iskirptas i§ pCMV SPORT-fgal vektoriaus
naudojant Vspl ir Nhel restrikcijos endonukleazes. pCEP4dS vektorius buvo kerpamas Dralll
ir BamHI restrikcijos endonukleazémis. Dral, EcoRI ir BamHI restrikcijos endonukleazés
naudotos gauto konstrukto patikrinimui. Transliacijos stipriklis, sudarytas i$ pelés
kraujagysliy epitelio augimo veiksnio netransliuojama regiong koduojanciy geno daliy, buvo
uzsakytas i§ ,,Linea libera® ir turéjo BglII bei Kpnl restrikcijos endonukleaziy kirpimo vietas.
Tais paciais fermentais kerpamas vektorius, jie naudojami ir gauto konstrukto atrankai.
Konstruktas, turintis ir introng, ir transliacijos stipriklj, kuriamas i$ jau turimy konstrukty,
turin¢iy po vieng i§ minéty elementy. Klonavimui naudojamos EcoRI ir HindlIII restrikcijos
endonukleazes. Jos bei BamHI, BglIl ir Kpnl restikcijos endonukleazés naudojamos gero
konstrukto atrankai. Visi gauti konstruktai buvo nusekvenuoti, mutacijy néra.

Baltymas gautas HEK 293-F Iastelése kaip aprasyta metodin¢je dalyje. Geno

raiskos priklausomybé nuo konstrukto pateikiama 18 pav.

I diena Il diena IV diena V diena
1 2| a 4 5 6|]7 8 9 0] 12 3 4 s|lle 7 8 o

116kDa | == . 116 kDa - oo :

662KDa 66,2kDa - : e

#5KDa : 5KkDa

35kDa = S 35kDa W — e o d e o

25KD : 5 ; 25kDa v

184 kDa e s i : ; 184kDa W ; ! : :
A, 144 kD2 sem S owiee el o i e B. l44kDa et sl Rt e i e e

18 pav. HEK 293-F baltymy elektroforezés vaizdas poliakrilamido gelyje (raudonai apibrézta apie 31 kDa
dydzio CAIV (19-284 ar.)). A. I takelis — baltymy dydzio Zymuo #SM0431; 2 takelis — terpé, kurioje augo HEK
293-F lastelés pries transfekcija CAIV koduojanciu konstruktu; 3—6 takeliai — terpé, kurioje augo HEK 293-F
lastelés 2 diena po transfekcijos pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) (3), pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) (4),
pCEP4dS—e—-CAIV(19-284 ar.) (5) ir pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.) (6) konstruktu; 7-10 takeliai — terpé,
kurioje augo HEK 293-F lastelés 3 dieng po transfekcijos pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) (7), pCEP4dS—i—
CAIV(19-284 ar.) (8), pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) (9) ir pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.) (10) konstruktu.
B. I takelis — baltymy dydzio zymuo #SMO0431; 2-5 takeliai — terpé, kurioje augo HEK 293—F lastelés 4 diena
po transfekcijos pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) (2), pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) (3), pCEP4dS—e—CAIV (19—
284 ar.) (4) ir pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.) (5) konstruktu; 6-9 takeliai — terpé, kurioje augo HEK 293-F
lastelés 5 dieng po transfekcijos pCEP4dS—CAIV(19-284 ar.) (6), pCEP4dS—i—CAIV(19-284 ar.) (7),
pCEP4dS—e—CAIV(19-284 ar.) (8) ir pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.) (9) konstruktu.
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IS 18 pav. matyti, kad introno arba transliacijos stipriklio prid¢jimas padidino
baltymo rai$ka. Taciau konstruktas, koduojantis ir introna, ir transliacijos stipriklj, nepateisino
likes¢iy. Buvo tikimasi, kad Sio konstrukto geno raiSka bus didesné, nei konstrukty, turin¢iy
tik introng arba tik transliacijos stipriklj, tac¢iau Sio konstrukto geno raiSka maza, maZesné net

uz konstrukto, neturin¢io introno ir transliacijos stipriklio, raiska.

3.4. Rekombinantinés CAIV (19-284 ar.) gryninimas

Visy keturiy konstrukty koduojamas baltymas gryninamas naudojant tg pacia
metodika, apraSyta ,MedZiagy ir metody*“ skyriuje. Kadangi gryninimui naudota
nekompiuterizuota sistema, néra kompiuterinés chromatogramos, taciau baltymas i§ koloné¢lés
iSéjo vienu piku, ne taip, kaip gryninant PfHsp90 (1-215 ar.). CAIV (19-284 ar.) gryninimo
vaizdas poliakrilamido gelyje pateiktas 19 pav.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

116 kDa

662 kDa

45 kDa

35kDa —

25 kDa —

184 kDa

144kDa —— — —— s e ———————

19 pav. CAIV (19-284 ar.) gryninimo vaizdas poliakrilamido gelyje. I takelis — baltymy dydZio Zymuo

#SMO0431; 2 takelis — terpe, kurioje po transfekcijos augo lastelés, po inkubacijos su afininiu sorbentu; 3—-10
takeliai — desorbuotas tikslinis baltymas CAIV (19-284 ar.).

IS poliakrilamido gelio matyti, kad sorbento kiekis buvo parinktas tinkamai ir
terpéje po inkubavimo su sorbentu baltymo neliko, jis nebuvo prarastas. Baltymas néra
ypatingai grynas ir jo gauta nedaug (4,2 mg i$ 120 ml Igsteliy kultiiros), taciau tai buvo viena
i§ paskutiniy CA, kuriy musy skyriuje nepavyko gauti E. coli po keleriy mety darbo, taigi Sio
baltymo iSgryninimas yra didelis Zingsnis  priekj. Magistrant¢ Joana Gilyt¢ pamatavo
baltymo aktyvumg ,,stopped flow* metodu, baltymas aktyvus ir tinka tolesniam darbui. Siuo

metu baltymo savybes ir sgveika su slopikliais tiria dr. Lina Baranauskiené.
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IV. REZULTATU APTARIMAS

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

Siame darbe aprasytas PfHsp90 (1-215 ar.) gavimas i§ BL21(DE3)CodonPlus—
RIL Iasteliy. ApZvelgty straipsniy autoriai dazniausiai gauna PfHsp90N Rosetta kamiene,
kuriame mes negavome geno raiskos. Siame kamiene PfHsp90N gavo Rani Pallavi su
kolegomis (2010 m.), taciau straipsnyje placiau neapraso auginimo salygy. Kevin Corbett ir
James Berger gavo PfHsp9ON augindami konstruktu transformuotas Rosetta(DE3)pLysS
lasteles +20 °C temperatiiroje 18 val savaime indukuojancioje terpéje (2010 m.). Deja, Sio
kamieno mes neturime, taCiau buvo iSbandytas BL21(DE3)pLysS. Norimo rezultato
negavome: transformuotos $io kamieno lgstelés neuZaugo netgi ant Petri 1¢kSteliy. Kolegos i3
prof. Didier Picard (Zenevos universitetas) laboratorijos pasiilé ekspresuoti PHsp90ON (1—
215 ar.) BL21 Star (DE3) One Shot kamiene. Sis kamienas taip pat buvo ibandytas, jame
gauta geno raiska.

Kaip matyti 13 pav., didZioji PfHsp90 (1-215 ar.) baltymo dalis yra netirpi
nepriklausomai nuo bakterijy kamieno. Viena i§ galimy priezasCiy — E. coli bakterijose néra
stabilizuojanciy baltymy, kurie reikalingi tinkamai PfHsp90N tretinei struktiirai susiformuoti,
todé¢l baltymas agreguoja (Dyson ir kiti, 2004). Michael Dyson su kolegomis sitlo 1étinti
baltymy transliacija maZinant temperatiirg ir/arba IPTG kiekj. Tuomet baltymas turéty
daugiau laiko jgyti tinkama treting struktiirg. Taip pat galima bandyti gauti ne vieng baltyma,
o baltymy kompleksa, sutinkamg organizme, kurio baltymga siekiama iSgryninti, papildomai
Jterpti Saperonus, naudoti chemines medZiagas. Vienas i§ sékmingiausiy metody, pritaikytas ir
kuriant PfHsp90ON (1-215 a. r.) konstruktg, yra baltymo suliejimas su specialia tirpuma
padidinancia seka ar baltymu. PfHsp9ON (1-215 ar.) baltymas buvo sulietas su 6 His
koduojancia seka N gale. Tai néra labiausiai baltymo tirpumg padidinanti seka ir norint gauti
daugiau tirpaus baltymo galbiit reikéty rinktis sulietinj baltyma arba bent jau ilgesn¢ His
uodegele (Dyson ir kiti, 2004). Park Dae—Wook su kolegomis sitilo sulieti baltyma su GST ir
lizuoti E. coli naudojant buferius su sarkozilu (2011 m.), taciau jy tyrimuose naudoti baltymai
mazdaug 2 kartus didesni nei PfHsp90N (1-215 ar.). Musy atveju iS tirpios frakcijos buvo
iSgrynintas labai didelis baltymo kiekis, todél ypatingo tikslo didinti baltymo tirpuma néra.

Pradéjes biofizikinius tyrimus doktorantas E. Kazlauskas pastebé&jo, kad gautas
baltymas néra labai stabilus aukStesn¢je nei +37 °C temperatiiroje, taCiau tai nekenkia
biofizikiniams baltymo - ligando sgveikos tyrimams. Nestabilumas gana Zemoje

temperatiiroje stebina, nes sergant maliarija ligoniy temperatira pakyla iki +41,5 °C
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(Shahinas ir kiti, 2013). P. falciparum tokioje temperatiiroje iSgyvena ir dauginasi, o tam
bitinas aktyvus PfHsp90. Remiantis UniProt duomeny baze, Sis baltymas neturi sudétingy
tretiniy struktiiry, pavyzdziui, disulfidiniy tilteliy, kurie galéjo biiti paZeisti gaminant tik N
galo domeng. Gali biiti, kad miisy baltymas prarado dalj stabilumo dél to, kad buvo smarkiai
sutrumpintas. Be to, pirmuonyje P. falciparum Hsp90 biina dimeras, galbiit todél islieka
stabilus aukStoje temperaturoje. Hsp90 stabiluma natiralioje aplinkoje gali palaikyti ir
potransliacinés modifikacijos. Kevin Corbett ir James Berger, kuriems pavyko baltyma
iSkristalinti, gavo PfHsp90ON (1-215 ar.) E. coli Rosetta(DE3)pLysS kamiene (2010).
Bakterijos buvo auginamos autoindukcinéje terp¢je. Geno raiSka gauta po indukcijos auginant
Iasteles 18 val +20 °C. Straipsnyje autoriai nemini, kad tur¢jo problemy dél baltymo
stabilumo. Mes negavome geno raiSkos Rosetta2(DE3) kamiene, o Rosetta(DE3)pLysS
kamieno neturime.

Norint gauti stabilesnj baltyma galima pabandyti gauti pilno ilgio baltymg. Be
to, viso baltymo reikia norint jsitikinti, kad su N galu besijungiantys slopikliai jungsis ir prie
pilno ilgio baltymo. Tokj baltyma Rani Pallavi su kolegomis gavo E. coli Rosetta lastelése,
augintose 24 val +16 °C po geno raiskos indukcijos 1 mM IPTG (2010 m.). Autoriai naudojo
Zemesn¢ inkubacijos temperatiirg ir ilgesnj laika nei mes. Tokiomis sglygomis reikéty
pabandyti gauti pilno ilgio baltymga ir galbiit PfHsp9ON (1-215 ar.). Zinoma, gauti pilno ilgio
baltymg gali biiti sudétingiau nei N gala. PfHsp90N (1-246 ar.), kurj sudaro N galo domenas
ir dalis jkrautos jungties, buvo bandoma gauti beveik puse mety, taiau nesékmingai. Tai, kad
mums pavyko gauti trumpesnj baltymg naudojant analogiSkas geno raiskos sglygas rodo, kad
E. coli bakterijoms sudétinga susintetinti jkrautos jungties dalj, o sintetinant pilng baltyma
jungtis biity beveik dvigubai ilgesné. Nors gali buti, kad E. coli negali susintetinti dalies
jkrautos jungties todél, kad PfHsp90ON (1-246 ar.) turi daug vienody aminoriigs¢iy, o tuo
paciu ir daug pasikartojan¢iy nukleotidy konstrukto gale. Tai, kaip minéta literatlirinéje
dalyje, — viena i§ galimy prastos geno raiSkos prieZzasCiy. Rani Pallavi su kolegomis
straipsnyje nenurodo, koki kiekj baltymo jiems pavyko iSgryninti, taciau i pateikto
poliakrilamido gelio paveikslo atrodo, kad baltymo nedaug. Miisy laboratorijoje vykdomiems
tyrimams reikia dideliy baltymo kiekiy, kuriuos pagaminti gali uztrukti ilgai (baltymo gamyba
brangs). Be to, atliekant biofizikinius matavimus su dimeriniu pilno ilgio baltymu, sunkiau

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

Rekombinantiné Zmogaus CAIV (19-284 ar.) — viena i§ dviejy CA, kuriy
nebuvome gave savo skyriuje, todél jos gavimas buvo didelis Zingsnis j priekj. Biofizikinius
tyrimus atliekantiems kolegoms labai svarbu turéti visas CA, tai bitina slopikliy atrankai.
Kelerius metus $j baltyma buvo bandoma gauti E. coli 1astelése, kuriose gauta dauguma miisy
naudojamy CA, taciau aktyvaus baltymo gauti nepavyko. Baltymo gavimas naudojant
,FreeStyle™ MAX 293 raiSkos sistemg yra brangesnis, nei gavimas is E. coli 13steliy, taCiau
dr. L. Baranauskienés atlikty tyrimy rezultatai rodo, kad gautas baltymas stabilus ir aktyvus,
gerai jungiasi su ligandais. Be to, jo masiy spektras atitinka teoring 30323,4 Da baltymo mas¢
(matavo dr. Vytautas Smirnovas) (ProtParam duomeny baz¢). Dr. Sauliaus Grazulio darbo
grupei pavyko §j baltyma iskristalinti. Ateityje planuojame para$yti straipsnj. Zinoma, CAIV
(19-284 ar.) gavimas i§ Zinduoliy lasteliy — dar naujas darbas misy laboratorijoje, tod¢l
ateityje planuojame optimizuoti baltymo gavimg ir taip galbiit sumazinti CAIV (19-284 ar.)
gavimo kaStus. Siuo metu baltymo gavimo kaina Siek tiek stabdo baltymui imlius
biofizikinius tyrimus. Baltymo gavimo iSeiga yra pakankamai gera, apie 10 mg/l. Kai kurios
mokslininky grupés naudodamos HEK Igsteles gauna geresnius rezultatus. Gaurav Backliwal
darbo grupé gavo 1,1g/l baltymo iSeigg naudodami HEK 293E lasteles Zmogaus IgG gavimui
(2008 m.). Norédami padidinti geno raiSkg autoriai naudojo histony deacetilaziy ir DNR
metiltransferaziy slopiklius. Valproiné rugstis, kuri buvo naudojama kaip histony deacetilaziy
slopiklis, turi ir kitg poveikj — stabdo lgsteliy ciklg. Straipsnio autoriai pasteb¢jo, kad dazna
laikinos transfekcijos béda — plazmidés ,,pametimas® dél lasteliy dalinimosi. Si mokslininky
grup¢ naudojo polietileniming kaip transfekcijos reagenta. Taciau tokia didel¢ iSeiga reta ir
gali buti, kad tinkama tik konkreCiam baltymui gauti. Dr. Jurgita Matuliené¢ iSbandé
polietileniming kitos CA gavimui, bet rezultatai buvo Zymiai prastesni, nei naudojant
,FreeStyle™ MAX 293% raiSkos sistemg. Ateityje laboratorijoje bus bandoma vystyti
polietileniminu paremtg transfekcija, bus bandoma gauti ir CAIV (19-284 ar.), taciau neaisku,
ar Sis budas pasiteisins. Gaurav Backliwal darbo grupé atkreipia démesj, kad tinkamas
konstruktas yra labai svarbus geno raiSkai. Jy tyrimy rezultatai rodo, kad Zmogaus CMV
promotorius, koks yra ir miisy naudojamame pCEP4 vektoriuje, yra efektyviausias baltymo
raiSkai HEK 293E lgstelése. Jie taip pat iSbandé kelis reguliacinius elementus: introna,
transkripcijos stipriklj bei juos abu viename vektoriuje. Autoriy rezultatai rodo, kad intronas
Zymiai padidina geno raiSka (nuo 15,5 iki 27,9 mg/l), transkripcijos stipriklis padidina ja dar
daugiau (iki 33,8 mg/ml), o abu elementai — labiausiai (iki 39,5 mg/ml). Kadangi pCEP4

vektoriaus CMV promotoriuje jau yra transkripcijos stipriklis, mes nusprendéme panaudoti
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transliacijos stipriklj. Taip pat sukiiréme konstrukta su intronu. Atskirai negryninome
kiekvieno konstrukto koduojamo baltymo, todél negalime tiksliai pasakyti, kiek geno raiska
padidino vieno ar kito reguliacinio elemento pridéjimas. Taciau i§ poliakrilamido geliy (18
pav.) matosi, kad introno ir transliacijos stipriklio prid¢jimas geno raiSka padidino gana
stipriai ir vienodai. Tuo tarpu konstruktas, kuriame buvo intronas ir transliacijos stipriklis,
buvo ekspresuojamas menkai, geno raiSka netgi mazesné¢ nei naudojant konstrukta be
papildomy reguliaciniy elementy. Tai netikétas ir nedZiuginantis rezultatas, kurio prieZasciy
Siuo metu nezinome. Gali biiti, kad dél ilgo ir sudétingo klonavimo proceso buvo pazeistos
vektoriuje esancios sekos, atsakingos uZ vektoriaus replikavimasi Iasteléje, nes buvo
nusekvenuotos tik reguliacinius elementus ir CAIV (19-284 ar.) koduojancios geny dalys.
Ateityje planuojame perkelti nusekvenuota dalj 1 pradinj pCEP4dS vektoriy. Tikimés, kad tai
iSspes problema.

Dar vieno straipsnio autoriai nedidelés geno raiskos prieZasties taip pat iesko
konstrukty lygmenyje (Chaudhary ir kiti, 2011). Jie teigia, jos tinkamai baltymo sintezei
svarbiausia, kokie Zymenys bei kurioje baltymo dalyje naudojami ir kokie kodonai koduoja
reikiamas aminoriigStis. TacCiau kodony optimizavimas paprastai svarbus bandant gauti
heterologiniy geny raiska, pavyzdziui, norint gauti eukarioty baltymus prokarioty raiSkos
sistemose. Miisy atveju Zmogaus baltymas gaunamas Zmogaus lgstelése, todel papildomi
kodonai vargu ar padéty. Dideliy Zymeny ar sulietiniy baltymy, kuriy sintezei lastelés eikvoty
savo resursus, miisy konstruktai taip pat nekoduoja, tatiau CAIV aktyviajame centre yra Zn”*
jonai, kuriy trikumas gali maZinti CAIV geno raiska. IeSkodama optimaliy salygy kitos CA
gavimui, dr. Jurgita Matuliené papildomai déjo i terpe Zn** drusky, taciau tai nepadidino geno
raiSkos. Gali biti, kad papildomy drusky pridé¢jimas paZeidZia terpés pusiausvyrg, juolab kad
jos cheminés sudéties mes nezinome. Sarika Chaudhary su kolegomis taip pat siiilo trumpinti
baltymg. Kad trumpesni baltymai ekspresuojami efektyviau, pasteb&jo ir Virginia Picango—
Castro su kolegomis. Taciau mes ir taip bandome gauti ne pilng CAIV, o tik katalitinj
domenga, kurio trumpinimas gali neigiamai veikti baltymo aktyvuma.

Kamilla Swiech su savo darbo grupe pasiiilé dar vieng budg padidinti baltymo
iSeiga stabdant lasteliy ciklg (2011 m.). Jie sitllo transfekuotas Igsteles auginti Siek tiek
Zemesngje tempetratiroje, +34 °C (jprastai Sios Iastelés auginamos +37 °C). Lastelés,
auginamos Siek tiek hipoterminémis sglygomis, sulétina dalinimosi ciklg S arba G1 faz¢je ir
taip prisintetina daugiau baltymo. Be to, tokios Igstelés léCiau naudoja deguonj ir maisto
medziagas, todél po transfekcijos jas galima ilgiau auginti. Tokiomis salygomis geriau
atliekamos kai kurios potransliacinés modifikacijos, pavyzdZiui, sialo grupés prijungimas.

Siuo metu skyriuje turime viena CO, inkubatoriy—purtykle, skirta suspensinéms Zinduoliy
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lasteléms auginti, todé¢l iSbandyti $io biido negalime. Létesnis lasteliy ciklas duoty daugiau
laiko baltymo tretinés struktiiros jgavimui, ta¢iau miisy atveju sintetinamas baltymas ir dabar
igauna tinkamga treting struktiirg. Autoriai padidino savo baltymo koaguliacijos veiksnio VIII
iSeiga 26%. Sis baltymas skiriasi nuo CAIV (19-284 ar.) tiek savo struktiira, tiek atlieckama
funkcija, todé¢l neaiSku, ar temperatiiros sumazinimas padidinty miisy baltymo raiska.

Philippe Girard ir kiti pastebéjo, kad transfekcijos efektyvumui svarbus
inkubavimo laikas, per kuri susidaro transfekcijos kompleksai (2002 m.). Taciau miisy atveju
per ilgai inkubuojant DNR su transfekcijos reagentu DNR pradeda degraduoti, todél
inkubacijos laikg reikia ilginti atsargiai. Be to, transfekcijos efektyvumui svarbiausi ne tai,
kiek kompleksy susidaro, o kiek jy patenka i lasteles. Miisy atvejy tranfekcijos efektyvumas
siekia apie 70-80% (dr. Jurgita Matuliené tikrino naudodama P-galaktozidazés aktyvumo
tyrimg (B—Gal Staining Kit, Invitrogen)). Tai tikrai geras rezultatas. Visgi neaisku, ar likusios
lastelés netransfekuojamos dél to, kad joms tiesiog neuztenka DNR-lipidy kompleksy
(tuomet biity galima didinti transfekcijai naudojamos DNR ir transfekcijos reagento kieki) ar
dél susidaranciy agregaty, kuriy, nors ir nedaug, nepavyksta iSvengti. Kompleksy kiekj taip
pat reikia didinti labai atsargiai. Jau minéta Kamilla Swiech su kolegomis pasteb¢jo, kad
didel¢ kompleksy koncentracija stabdo Iasteliy augimg, o esanciy lgsteliy nepakanka
dideliems baltymo kiekiams pagaminti. Be to, didelis kompleksy kiekis lasteles gali veikti
toksiSkai, gali susidaryti agregatai ir taip sumazeéti transfekcijos efektyvumas.

Laikui bégant tikimés sumazinti baltymo gavimo kaStus padidindami geno
raiSkg arba optimizuodami transfekcija naudojant polietileniming. Labai dZiaugiamés
magistro darbo metu gave CAIV (19-284 ar.). Misy biofizikiniy tyrimy darbo grupé tikisi

rasti atrankiai besijungianciy slopikliy.
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ISVADOS

e Darbo metu buvo sukonstruotas pET15b—6xHis—PfHsp90ON(1-215 ar.) konstruktas
PfHsp90ON (1-215 ar.) baltymui gauti ir 4 konstruktai CAIV (19-284 ar.) gauti:
pCEP4dS-CAIV(19-284 ar.), pCEP4dS-i—-CAIV(19-284 ar.), pCEP4dS—e-
CAIV(19-284 ar.), pCEP4dS—ei—CAIV(19-284 ar.).

e Buvo rastos salygos PfHsp90ON (1-215 ar.) geno raiskai. PanasSi geno raiSka gaunama
auginant konstruktu transformuotas BL21(DE3), BL21(DE3)CodonPlus—RIL arba
BL21 Star (DE3) One Shot kamieny Igsteles 18 val +20 °C temperatiiroje po raiskos
indukcijos 1 mM IPTG. Tinkamiausias baltymo gavimui BL21(DE3)CodonPlus—RIL
kamienas, nes jame gaunama daugiausiai tirpaus baltymo.

e Buvo rasti geriausi konstruktai CAIV (19-284 ar.) raiSkai HEK 293-F Iastelése:
pCEP4dSi—-CAIV(19-284 ar.) ir pCEP4dSe—-CAIV(19-284 ar.).

e PfHsp90ON (1-215 a. r.) ir CAIV (19-284 ar.) buvo iSgryninti ir tiko tolimesniems

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

Master s Thesis

Aurelija Mickeviciuté
Vilnius University

Department of Biochemistry and Molecular Biology

SUMMARY

Chemical inhibitors or monoclonal antibodies for target therapy are being used
with great perspectives in biomedical sciences. The aim of this master‘s research project was
to produce two target therapy oriented recombinant proteins, namely, Plasmodium falciparum
heat shock protein 90 N—terminal domain (PfHsp90N) and human carbonic anhydrase IV
catalytic domain (CAIV (19-284 a. a.)). Chemical inhibitors are being designed at the
Department of Biothermodynamics and Drug Design that may be developed as drugs against
malaria and retinitis pigmentosa, respectively. The decision made to produce the PfHsp90 N—
terminal domain and the CAIV from 19 to 284 amino acids for protein — ligand interactions
was based on literature and experimental data. PfHsp90N was expressed in
BL21(DE3)CodonPlus—RIL strain while growing induced cells for 20 hours at +20 °C
temperature in LB medium with 1 mM isopropyl-p—D-thiogalactopyranoside (IPTG). This
strain was chosen because it produces the biggest amount of soluble protein. PfHsp90N was
purified by using metal chelate chromatography. CAIV (19-284 a. a.) was expressed in
human suspension—adapted HEK 293-F cells using ,,FreeStyle™ MAX 293 Expression
System®. The largest expression was noticed while using constructs with introne or
translational enhancer. CAIV (19-284 a. a.) was purified by using affinity chromatography.

Currently, the proteins are being used for biophysical experiments.
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