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SANTRUMPOS

AHAL — Hsp90 ATP-azinio aktyvumo induktorius (angttivator of Hsp90 ATPase protein
1);

Amp — ampicilinas;

ANS - 1-anilino-8-naftaleno sulfonatas (angtanilino-8-naphthalene sulfongte

APS — amonio persulfatas;

aps./min. — apsisukimai per migut

c-FLIPL — lstelinis FLICE baltymo slopiklis (angCellular FLICE-inhibitory protein);
Cm — chloramfenikolis;

Cpn10 — Saperoninas 10;

DnaJ — Siluminio Soko baltymas J, Hsp40 homologas;

DNFR - dihidrofoliato reduktaz(angl.Dihydrofolate reductage

dNTP — deoksiribonukleotidas;

DTT — ditiotreitolis (anglDithiothreitol);

EDTA - etileno diamino tetra-actagstis (anglEthylenediaminetetraacetic agid
ErbB2 — receptoui tirozino kinaz;

FK228 — romidepsinas (histomleacetilags slopiklis);

FKBP52 — Peptidil-prolit cis-trans izometa@ngl.Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBP52);

Grp94/Grp96 —94/96 kD nuo gliukéz priklausomas baltymas (an§4/96 kD glucose -
regulated proteij

HIP — su hungtintinugveikaujantis baltymas (andfuntingtin Interacting Protei)

HOP — homologinio poravimo baltymas (antgbmologous-pairing protein

Hsc82 — Hsp90 konstitutyvi izoforma (anbleat shock protein Hsp90 constitutive isofgrm
Hsp — Siluminio Soko baltymas (angleat Shock Protejn

Hsp75/TRAP1 — Siluminio Soko baltymas 75 ir su T(dRgl.tumor necrosis factgr
receptoriumi susijusio baltymo 1 kompleksas, tisiiTP-azin aktyvurns;

HtpG — aukstos tempefaibs baltymas G (angHigh temperature protein 5

IPTG — izopropilB-D-tiogalaktopiranozidas;

LB — Luria/Miller lizogenire mitybiné terp: (angl.Lysogen brotj

NDS — natrio dodecilsulfatas;

OD - optinis tankis (angDptical density,



p23 — tubulia suriSantis baltymas (anglubulin Binding Proteij

p53 — hsteks piktykejimo supresorius (angl.umor Suppressor p33

p60">°"— nereceptoriaitirozino kinaz;

PGR — polimerazihgrandiniré reakcija;

PI3K — fosfotidilinositolio 3 kinags (angl.Phosphatidylinositol-3-kinasks

PMSF — Fenil-metil-sulfonil-fluoridas (andgthenylmethylsulfonyl fluoride

PVDF — polivinilideno fluoridas (angRolyvinylidene fluoridg

Raf-1 — serino/treonino kina4,

S.0.C. — optimali mitybiaterps (angl.Super Optimal broth with Catabolite repressipon
SAP — kreveiy Sarmiré fosfataz (angl.Shrimp Alkaline Phosphatase

TAE — buferis (angl. TRIS — acetate — EDTA);

TbHsp90N —Trypanosoma brucéisp90 baltymo N-galo domenas;

TcHsp9ON —Trypanosoma cruzilsp90 baltymo N-galo domenas;

TEMED - 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis;

TgHsp90 PPI JToxoplasma gondiisp90 baltyny tarpusavio sveiky duomem baz (angl.
Protein-Protein Interaction Network Databgse

TgHsp90N —Toxoplasma gondiisp90 baltymo N-galo domenas;

TRAP1 — su TNF receptoriumi susjbaltymas 1 (anglNF receptor-associated proteii; 1
TRIS — Tris-(hidroksimetil) amino metanas (anbiis(hydroxymethyl)aminomethgne



IVADAS

Siluminio $oko baltymai (Hsp) naudodami ATP refije dalyvaujaivairiy baltymy-
klienty lankstymo procesuosesteliy dalinimosi cikle, yra svafs baltymy pernasai
per membranas.

Hsp baltymai yra labai konservatigvir sutinkami beveik visuose gyvuose
organizmuose. Sie baltymai pagal savo molekuiiias yra skirstomi SeSias Seimas.
Kadangi Hsp baltymai dalyvaujastelei labai svarbiuose procesuose l&ltymy
raiSkos sutrikimai tampgvairiy ligy priezastimi. Ypa didek Hsp baltyny raiSka
sutinkamgvairaus pobdzio wzinése hstekse.

Siuo metu mokslinbendruomed aktyviai domisi ir tyrirgja Hsp baltymus.
Atliekama daugyb darhy, susijusy su Siy baltymy slopinimu \ézinése hstekse. Taip
pat vis didesnis susidafimas Siais baltymais kyla gydant pirmugrsukeliamas ligas.
Siuo metu pirmuoni, tokiy kaip Trypanosoma brucel .cruzj Toxoplasma gondir
kity, sukeliany ligy gydymui naudojami stiprius Salutinius poveikiugeliantys
vaistai. Pried. gondii kuris sukelia toksoplazmezSiuo metu éra efektyviy vaisi.
Zmogus, uZsikites Siuo parazitu, tampa jo nesiotojuavikusj gyvenimy. T. cruzi
sukeliama amerikihtripanosomog, dar vadinama Sagaso liga, turi ilgalgikiasekmi
— nepasteyjus infekcijos laiku, iSsivystpvairias Sirdies ir virskinamojo trakto
sutrikimai, kurie yra negztami. Net ir pragjus gydyny anksti, ne visuomet pavyksta
sunaikinti visusdstekse esatius parazitusT. bruceisukeliama afrikia tripanosomo&
(miego liga), reikalauja ilgo specializuoto gydynbatina profesionali slaugos
komanda. Negydoma Si liga pazeidzia cegtrniarw sistem ir visuomet baigiasi
mirtimi. Atsizvelgiant; tai, kad migtasias ligas yra labai sunku gydyti, pacientai patiri
stiprius Salutinius poveikius, o gydymas ne visubuitikrina, kad tokie pacientai
visiSkai pasveiks, yra labai svarbu rasti natgist. Toks vaistas tity nehiti toksiSkas
Zmogaus organizmui ir uztikrigtvisiSka parazitiniy pirmuoniy pasalinin is
organizmo. Vienas iS mokska bendruomeis parinkty taikiniy Sioms ligoms gydyti
yra pirmuoniy Hsp90 baltymas, kuris yra svarbus garazit iSgyvenimui. Siuo metu
norima atrasti veikljja medziag, kuri gakty slopinti pirmuong Hsp baltyny ATP
jungimosi domeg, ir taip sukely $iy parazitiniy pirmuoni; mirtj. Siam tikslui pasiekti
reikia iSsamesniHsp baltyny N-galo domeno ir jogveikos su ligandais, kurieslrau

gakty bati panaudoti tokiems vaistams kurti, tymm



DARBO TIKSLAS:

Klonuoti, iSgryninti ir charakterizuoti parazitinHsp90 baltymy N-galo domenus.

DARBO UZDAVINIAL:

Sukonstruoti Hsp90 baltyimN-galo domenus koduojéius genetinius konstruktus.
Nustatyti glygas Sy konstrukty raiSkaiE. coli bakterijose.
ISgryninti ekspresuotus Hsp90N baltymus.

A

Charakterizuoti iSgrynintus baltymus.



1. LITERAT UROS APZVALGA
1.1. Siluminio Soko baltymy apZvalga

Siluminio $oko baltymai (Hsp) — labai konsewais, visuose gyvuose organizmuose
aptinkami Saperonai (Li ir Srivastava, 2004). Daugs Hsp baltym raiskos lygis didja
veikiant aukStoms tempef@bms ar kitiems stresams, pavyzdziui, pakitus &pkmpH, esant
deguonies ttkumui, kai hstek yra veikiama laisyjy deguonies radika) sunkijy metaly,
etanolio ar aminotg&iy analog, kilus infekcijoms, taip pat patyrus hemorggnba
cirkuliacinj Sokg (De Maio, 1999). Hsp100 baltymo raiSkagaldazniausiai jeialstekje
sumazja kity Hsp, pavyzdziui, Hsp90 (Graeé¢ al, 2002). Padiéjusi Hsp90 ir Hsp70 raiSka
aptinkamagvairaus pobdzio navikuose ir daznai siejama su papidiu atsparumu
chemoterapijai: Hsp baltymai saugo navigst¢les nuo apoptégz ir nekrozs signal
(Sherman ir Multhoff, 2007). Pavyzdziui, Zmogauaswiy vézZinése hstekse Hsp90 neleidzia
jvykti c-FLIPL proteosominiam suskaidymui. Didelis=tIPL kiekis blokuoja nuo iSés
signaly priklausa®ia apoptoz (Wanget al, 2012).

Jvairis Siluminio Soko baltymai dalyvauja nayHsp70) ir denatravusiy (Hsp90) baltym
sulankstyme. Jie gitamai jungiasi su hidrofobémis dar nesulankstyt maziau stabilj
polipeptid; vietomis, taip neleisdami jiems agreguoti ar demnadti potransliacinj
modifikacijy metu, t.y. uzkerta kelitermodinamiskai nestabiliems tarpiniams produktams
Jie sumazina galimneproduktyw bei biologiSkai neefektyyipolipeptido lankstymosi
varianty kiekj, taip padidindami susilankstymo gidifstekse (Walter ir Buchner, 2002;
Borges ir Ramos, 2005). Jei vis filksta baltyny agregacija, tokius komplesus gali
iStirpdyti Hsp100 (Lund, 2001). Taip pat Hsp baltirdalyvauja baltymp kompleks
surinkime, j transportavime bei degradavime. Transportuojaltyipas per dsteks
plazmirg, endoplazminio tinklo ir mitochondgjmembranas, dalyvaujajgtamame
lankstynesi — baltymai pereidami métas membranas turiib iSlankstomi. Sutrikus Hsp
baltymy veiklai baltymai-klientai galigyti netaisykling konformacig, darytis atsparesni
degradacijai ir imti kauptigbtekse. Taigi Hsp baltymai yra pagrindiniai veiksniai,
uztikrinantys baltym kokybés kontrot Iastekse (Walter ir Buchner, 2002; Borges ir Ramos,
2005).

Dazniausiai Hsp baltymai yra klasifikuojajikelet Seimy pagal i apytiksla molekulire
mas: Hsp10 (10 kDa), Hsp40 (40 kDa), Hsp60 (60kDa) Hs(70kDa), Hsp90 (90kDa) ir
Hsp100 (100kDa) (pdbj.org).

Hsp1l0, dar Zinomas kaip Saperoninas 10 (cparb@) ankstyvo éstumo veiksnys

(angl.Early pregnancy factor EPF), sudarydamas komplelsi Hsp60 dalyvauja



mitochondriny baltymy sulankstyme, yra siejamas ststumo palaikymu, &ziniy Iasteliy
ISgyvenamumu ir autoimuninio atsako slopinimu (Heegbal 2011). Hsp10 prokariotise ir
eukariotirese hstekse yra svarbus apsaugagstéles nuo strgskuriuos sukelia infekcijos ar
uzdegimires reakcijos (Johnsaat al, 2005).

Hsp40, dar zinomas kaip Saperonas DnaJ, yrasy@adidinant Hsp70 baltym
ATP-azin aktyvumy (Fanet al, 2003). Tam, kad Hsp40 @&} sudaryti komplekssu Hsp70,
yra svarbus Hsp40 baltymuose esantis J domenaaysasiis 70-ies aminag&iy. Batent
Sio domeno éka yra padidinamas ATP-azinis aktyvumas ir sudarpumgtis su Hsp70
(Hennessyet al, 2005).

Hsp60 arba kitaip — mitochondrinio matriksotypalas P1, kaip ir dauguma Siluminio Soko
baltymy, yra atsakingas uz 15-30% vyikgsteks baltymy sulankstym ir konformacijos
palaikymy, dalyvauja baltym transportavime i$ citoplazmgsnitochondrijas (Ranfordt al,
2000).

Hsp70 pagrindiis funkcijos yra dalyvauti nayjbaltymy sulankstyme, iSlankstyti
agregavusius, neteisingai sulankstytus ar kinatis&eeiklius baltymus, dalyvauivairiy
sekreciny baltymy transportavime per membranas bei kontroliuoti ieguniy polipeptidy
veikla. Buvo pastetta, kad Sios Hsp70 Seimos ngraiSka labai padiga esant tokj
sunkiyjy metal; kaip arsenas, kadmis ar gyvsidabris poveikiui @uk Horwich, 1998).

Hsp90 pagrindiis funkcijos yra padti kitiems Hsptaisyklingai atlikti baltyny lankstymo
proces, stabilizuoti baltymus esant aukStai temp@naitir prisictti prie baltymy degradacijos
(Csermelyet al, 1998).

Hsp100 turi savypistirpinti jvairiy tipy baltymus, kurie agregavostigatirto yp&
didelio streso. Normalaus augimo megstéks Sio baltymo nesintetina, jis ekspresuojamas
tik jei lagsteks susiduria su ygaauksSta temperata arba kitais stipriais stresais (Lund, 2001).

1.2. Siluminio $oko baltymas 90 (Hsp90)

Hsp90 baltym Seima yra labai konservatyvi. Siai $eimai priktatpG (aukstos
temperairos baltymas G), aptinkami bakt@rgitozolyje, eukariaf endoplazminio tinklo
Grp94/Grp96 (94-96 kDa nuo gliukes priklausomas baltymas), Hsp75/TRAP1 (Hsp75 ir su
TNF receptoriumi susip baltymas 1), sutinkami mitochondrinatrikse, ir Hsp90, randami
eukarioty citozolyje. Citozoliniai Hsp90 balty;nhomologai mieise vadinami Hsc82 ir
Hsp82, vaisifje musetje Hsp83, peise Hsp86 ir Hsp84. HspQlr Hsp9( yra izoformos,
randamos zmoguje. Visi Sie homologai dalinasi p@nstgukfira ir turi panag veikimo

mechanizm (Younget al, 2001). Genai, koduojantys Hsp90 Seimos baltyrewsljucijos



eigoje patyé kelet duplikaciy, kai kurie homologai skirtingos@3yse buvo prarasti.
Zemesniuosiuose eukariotuose, pavyzd3aicharomyces cerevisjaga tik vienas
citozolinis Hsp90, kuris yraiitinas Sio organizmo iSgyvenimui. Dauguma eukariati bent
du genus, koduoj&ius labai artimas, homologines citozolinio Hsp9firias, kurios,
manoma, ga&jo atsirasti dl atskiraijvykusiy geno duplikacij. Bakterijos dazniausiai turi po
vieng Hsp90 homolog- HtpG. Yra zinoma keletas bakt@rijaSiy, turinéiy du homologinius
Hsp90 genus, pavyzdziBireptomyces coelicolonors Siy geny panasumas yra tik 30%.
Aukstesnieji augalai dazniausiai turi daugiau negenus, kurie koduoja Hsp90 baltymus.
Prieinanmy Hsp90 sell lyginamoji analiz leido nustatyti kai kutj homolog; evoliucijos eig.
Tyrimo iSvados teigia, jog eukaripendoplazminio tinklo Grp94 greausiai atsirado
anktyvosios eukarigtevoliucijos metujvykus geno duplikacijai irdliau buvo prarastas
grybuose. ChloroplastHsp90 graiiausiai kilo i5 duplikuotos Grp94 formos, kugld
mutacijosjgijo chloropasto lyderinseky. Mitochondrinio TRAPL1 kilnd néra tokia aiski,
vyrauja dvi teorijos. Pirmoji teigia, jog keturiogoplazminio Hsp90 linijos kilgvykus vieno
bakterinio HtpG geno duplikacijoms. Antroji teigkad Sios keturios linijos kilo i$S dvigj
skirtingy HtpG gem, iS kuriy vienas evoliucionavpmitochondrin TRAP1, o kitas +
citozolinj, endoplazminio tinklo ir chloroplagHsp90. EvoliuciSkai Hsp90 yra giminingas
DNR girazms, II-o ir V-0 tipo DNR topoizomerams. Taip pat verta pamiti, jog skirtingi
Hsp90 homologai galiitsi slopinami tais péais cheminiais junginiais. Tai — radisikolis,
geldanamicinas ir jo dariniai, pavyzdziui, 17-AAGHnson, 2012). Tiesa, skirtingi slopikliai
prie Hsp90 jungiasi nevienodu stiprumu (Kareghl, 2003). Geldanamicinas yra dedlus
junginys, kuf gamina bakterijoStreptomyces hygroscopicidinétos chemias medziagos
jungiasi su N-galo domene esanATP jungimosi kiSene ir neleidzia vykti ATP hatizei.
Vienintelis Zinomas organizmas, kurio Hsp90 veikjeidanamicinas netujtiakos ir
nesukelia augimo defaektyraCaenorhabditis elegan&adangiC. elegansr

S. hygroscopicysuris iSskiria geldanamicin gyvena dirvoje, manoma, kad taBselegans
atsparumas Siam junginiui tiy biti evoliucijos pasekm(Johnson, 2012).

Hsp90 baltym ilgis svyruoja nuo 588 iki 854 amin@g&iy (Johnson, 2012). Strukiskai,
Hsp90 yra homodimeras, kurio kiekvienas vienetassudarytas is tijjtarpusavyje lanksai
susiet regiony: N-galo ATP suriSatio domeno, vidurio katalitinio domeno ir C-galo
dimerizacijos domeno (Akt al, 2006). Eukariotiniai organizmai tarp N-galo idurio
domeny papildomai turi keleto aminaig&iy tiltelj (Dutta ir Inouye, 2000). Sis tiltelis Hsp90

baltymams yra svarbus prisijungiant baltymams-ithers, jamevykus delecijoms Hsp90



tampa jautrus aukStesns temperairoms (Hainzlet al, 2009). Nepaisant jo, mita domen
organizacija yra konservatyvi nuo bakterijos ikiagaus (Dutta ir Inouye, 2000).

ATP prijungimo domenuitdingas i$ keleto konservatyvamino 6g&iy sudarytas
~dangtelis“.Jvykus ATP prisijungimui Sis ,dangtelis* uzdaro naktido prisijungimo viet
Jvykus ATP hidrolizei ,dangtelis* atidaromas (Adt al, 2006). Sis ,dangtelis* yra svarbus
uzdarai Hsp90 konformacijai susidaryti ir ATP hililzei jvykti (Zhanget al, 2015; Li ir
Buchner, 2013 ).

Vidurio domenas taip pat dalyvauja ATP hidrédiprocese. Sio domeno styje yra
amino gy liekanos, kurios padeda suformuoti &irse ATP prisijungimo vied. Taip pat
vidurio domenas prisideda prigveiky su baltymais-klientais ir kai kuriais koSaperonais
(Meyeret al, 2004).

C-galo domenas yra svarbus dimerizagygkti. Taip pat Sio domeno gale yra
konservatyvus MEEVD motyvas, kuris yra prisijungiwvieta koSaperonams, turintiems
tetratrikopeptidin (TPR) pasikartojira (Scheufleret al, 2000).

Hsp90 baltymai galiti dviejy konformacij — atviros ir uzdaros. Kai Hsp90 yra atviros
konformacijos, C-galo domene yra atidengiamos kdiidrofobires amino @ig&iy liekanos,
prie kury gali prisijungti dar nebaigti lankstyti baltymaba baltymai, turintys netaisykligg
konformacip, kuriems taip pat yratigingi didele trauka pasizymintys hidrofobiniai
regionai (Xuet al, 1997). Kai substratas yra prisitviggtinkamai, energijos iSlaisvinimas is
ATP hidrolizés vietos inicijuoja konformacinius poéwys, kuriy metu Hsp90 stipriai
sujungiamas su substratu. Stipri Hsp§@2eska su kitais baltymais neleidZia jiems agregjoti
suteikia galimyb juos transportuoti per membranas bei dalyvautnkstyme (Wegelet al,
2004). ATP inicijuojamas Hsp90 konformacijos kitisnayksta keliais zingsniais (1 pav.):
pirma pasikaiia N-galo domene esé&o ,dangtelio” pozicija, tuomet N-galo ir vidurio
domenai pakeia orientaciy, galiausiajvyksta homodimersudaratiy N-galo domen
susijungimas. Hsp9@yja vadinamja uzdag konformaciy (Ali et al, 2006; Shiawet al,

2006). Uzdara konformacija pasiekiama per dvi tepistadijas. Po greito ATP prisijungimo
Hsp90 pamazigyja pirmgja tarpire stadip, kurios metu ATP ,dangtelis” yra uzdarytas, bet
N-galo domen susijungimas dar meykes. Minéty domem susijungimas veda prie antrosios
tarpirés stadijos, kurios metu pasiki vidurio domeno orientacija ir jis gak\seikauti su N-
galo domenu. Kai Hsp90 pasiekia uzgdkonformaciy, jvyksta ATP hidroliz. Jvykus
hidrolizei, N-galo domenai disocijuoja, nuo kompelatitiiksta ADP, fosfatas ir
sulankstytas baltymas-klientas, o Hsp§@a atvii ,,V* formos konformacij (Hesslinget al,

2009).
10



Atvira konformacija ATP prisijungimas

ATP "dangtelis" _—

N-domenas

Tiltelis

Vidurio domenas

C-domenas

ADP,P,
o

-~
M

k. (ATP) k.,
k, (ATPS)

UZdara konformacija 2-a tarpiné konformacija 1-a tarpiné konformacija

1 pavHsp90 konformacijos kitimo ciklas (pritaikyta pad#ésslinget al, 2009).

Hsp90 vaidina pagrindjivaidmern daugelyje svarhilagstekse vykstatiy proces. Tarp j
lasteks ciklo kontroéje, iSgyvenime, signaliniuose keliuose, baltytransportavime ir
degradavime, taip pat Hsp90 yra svarlsteks atsakuij streg ir homeostags palaikymui
(Jackson, 2013). Kitaip nei kiti Saperonai, Hsp@dalyvauja & tik susinteting baltymy
lankstyme. Jie jungiasi prie baltyrklienty, kurie jau yra beveikgaw aktyvig forma,
vélesniuose baltymplankstymo etapuose (Yourg al,2001). Hsp90 baltymai-klientai — tai
jvairios kinazs, transkripcijos veiksniai, pavyzdziui, p53, estidiniy hormony receptoriali
(Zhaoet al,2005).

Eukariotirgje lateléje, kuri nepatiria streso, Hsp90 sudaro 1-2% viipiy lasteks baltymy.
Kai lasteks patiria kar&io Solg, Siy baltymy kiekis padidja ir sudaro apie 4-6% wjgirpiy
baltymy (Crevelet al, 2001). RemiantiSaccharomyces cerevisigenomo studijomis,
manoma, kad net 10% wvisio organizmo baltymfunkcijy tiesiogiai arba ne yra
priklausomos nuo Hsp90 (Johnson, 2012).

Hsp90 yra vienas svarbiagsiu kargio Soko atsaku susijusbaltym;. Hsp90 aptinkami
bakterijose ir visuose eukariotiniuose organizmu&agebaltymy neturi tik arcijos (Chenet

al, 2006). Citoplazminis Hsp90 eukariotiniuose organiose yra gyvybiskaiiinas
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nepriklausomai nuo to, aadteks yra stresiése situacijose ar ne, tuo tarpu Hsp90 homologas
HtpG bakterijose ¢ra hitinas, kai prokariotiés lasteks nepatiria kago Soko (Thomas ir
Baneyx, 1998).

Per pastaruosius deSimt metsp90 baltymai tapo pagrindiniu taikinigAro terapijoje.
Siuo metu vis didesnis susidéjimas kyla Sij baltymy kaip taikiniy gydant
neurodegeneracines, virusines ligas. &giaelis dmesys sutelktasHsp90 kaip taikin
gydant pirmuonj sukeliamas ligas (Jackson, 2013). Tokie paragipnimuoni sukeliami
susirgimai kaip miego liga, Sagaso liga ir toksapiaz: kasmet nusine$a desimtikstartiy
gyvybiy, milijonai Zzmony gyvena rizikos zonose, 0 saugaus ir veiksmingstogries Sias
ligas vis dar ara. Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimisgifama, jog netgi iki
55 % Lietuvos populiacijos galiihi parazito, sukeliatio toksoplazmog, nesiotojai
(who.int).

1.3. Trypanosoma brucei Hsp90 (TbHsp90)

Trypanosoma brucsjra parazitinis kraujo pirmuonis, kuris sukeliadggaus afrikig
tripanosomog, kitaip dar vadinammiego ligs. Sios ligos sulé¢jus platinaGlossinagertiai
priklausagios musgs ccé (Pizarroet al, 2013). Parazitdgizmogaus organizgpatenka
jkandimo metu. Liga galiisi perduodama ir iS motinos vaisiui, nes tripanossmali pereiti
per placerd. Miego liga yra paplitusi ten, kur yra sutinkammoasss ccé: Vidurio Afrikoje,
tarp Sacharos ir Kalahario dykumPasaulio sveikatos organizacijos duomenimigyai yira

endemir 36-iose Afrikos Salyse, net 60 min. Zmgugiyvena rizikos zonose (2 pav.) (ulac.lt).

TR Y

Afrikine tripanosomoze
\f

TR

)

Afrikine tripanosomoze
Epidemine zona
Labai endeminé zona
Endeminé zona
Rizikos zona

2 pav. Afrikinés tripanosomas paplitimo vietos, parazitinius pirmuonis pernésanus:
céce ir Trypanosoma brucgarazitai matomi mikroskopu (stanford.edu).

ISskiriamos dvi zmogaus afrikis tripanosomaoss ligos stadijos. Pirmosios metu
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organizma patek pirmuonys dauginasi kraujyje ir limfoje. Uzstkusiajam pakyla
temperaira, kankina galvos irggariy skausmai. Antrosios stadijos metu parazitai kerta
hematoencefali,smegen barje ir sukelia infekcij centrirgje nery sistemoje. Sioje ligos
stadijoje pasikeia sergatiojo elgesys, pastebimi koordinacijos ir miego cikltrikimai.
Netaikant gydymo Si liga yra mirtina.

Trypanosoma bruc@er savo gyvenimo ciklgali jgyti kele morfologiniy formy: ilgos
Jlieknos” formos, trumpos ,kresnos* formos, prodiids tripanosomos, ilgos arba trumpos
epimastigotos ir metaciklés tripanosomos (Langousis ir Hill, 2014).

Musei écé jkandus zinduoliuj jo kraup patenka metacikligitripanosomng, Sios ketia
morfologija i ilga ,liesa” forma, kuri sukelia infekcy. Parazitai po kiek laiko pro kraujagysli
sieneles ima skverbtjsaudinius, taip patekdamijicentrire nerw; sistem. Kaip kinta Si
parazity morfologija audiniuosedna gerai Zinoma. Kraujyje ilgos ,liesos” formos gaitai,
keiciasij trump ,kresmg” forma. Tokios formos parazituosgskeks ciklas yra sustabdytas,
parazitas pasirue$ patekimui ir iSgyvenimui mége c:cé. Siai musei mintant tokiu krauju
trumpos ,kresnos” formos parazitai patenkes viduringja Zarrg, kurioje virstaj prociklines
tripomastigotas. Sios besidalindamos sukelia vidosios Zarnos infekeij Tuomet vyksta
procikliniy tripomastigog migracija is viduriniosios zarngsseiliy liaukas. Pakeliujvyksta
asimetrinis procikliny tripomastigog pasidalijimasis, kurio metu sukuriamos dsteks —
viena ilga ir viena trumpa epimastigota. Trumpogpsnastigotos prisitvirtina prie sejli
liauky epitelio. Prisitvirtinusios epimastigotos daugiresimetriSkai, yra sukuriamos
metaciklires tripomastigotos, kuriosera prisitvirtinusios prie seililiauky epitelio ir
ikandimo metu su séihis lengvai patenkanaup Seimininlg (Langousis ir Hill, 2014).
llgosios epimastigotos, manoma, kad neiSgyvena (MamAbbeelet al, 1999).

Hsp9dT. bruceiparazitams yraitinas normaliamagsteliy augimui ir dalinimuisi. Vykdant
tyrimusin vivobuvo nustatyta, kad slopinant Hsp90 bakysn 17-N-alylamino-17-
demotoksigeldanamicinu (17-AAG) migd lasteliy S fazje, nevyksta branduolio dalijimasis,
citokinez. Po 5 valand poveikio 17-AAG yra stebimas visiSkas kraujyjer€sa parazity
dalijimosi sustojimas bei stitjes parazig, esaiiy lgstekse, dalinimasis. Veikiank. brucei
parazitus geldanamicinu, po 24 valagrmivo stebimasibteks ciklo areStas G1 arba G2
stadijoje. Todl manoma, kad bHsp90 slopinimas 17-AAG ir geldanamicinu paveikitag
lasteks dalinimosi cikle dalyvaujaiius baltymus (Meyer ir Shapiro, 2013).

Siuo metu priklausomai nuo to, kokia yra ligtadija, paskiriami atitinkami vaistai.
Antrojoje ligos stadijoje naudojamai tokie vaistairie gali kirsti hematoencefalibarjen.

Tokie medikamentai dazniausiai yra labai toksiBkimayjai ligos stadijai gydyti naudojami
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pentamidinas arba suraminas, antrajai — melarssprofurtimoksas (who.int). Pentamidino
naudojimas sukelia tokius Salutinius poveikius kaigrin diabeg, kepem ar inksty
pazeidimus, hipertenaijleukociy kiekio sumagjima. Vykdantin vitro tyrimus su Zinduotj

ir parazitoCrithidia oncopeltilagstekmis, buvo nustatyta, jog pentamidinas naikina paraz
sutriktydamasy DNR, RNR, baltyn ir fosfolipidy sintez (drugbank.ca). Suramino
naudojimas gali sukelti inkstnepakankamum anafilaksin Soka, nerw sistemos sutrikimus.
Tyrimais buvo nustatyta, jog suraminas slopina NAGKdidaciy, dél to parazitas galiausiai
nebeturi energijos irtsta (who.int). Melarsoprolis priskiriamas organmgsarseno
junginiams (britannica.com). Sis vaistas inaktyeupiruvato kinag ir taip yra sutrikdoma
ATP gamyba. Vartojant melarsoprplasireiSkia tokie Salutiniai poveikiai kaip perife
neuropatija, kepaenfunkcijy sutrikimai, nesioriantavimas aplinkoje, kartaigipatai praranda
samore (drugs.com). Nifurtimokso tikslus veikimo machanis réra Zinomas, t&au
manoma, kad nifurtimokso metabolitas reaguoja sazi@ DNR ir sukelia jos fikius. Kita
teorija teigia, jog nifurtimoksas sukelia vandaemiieroksido susidaryirir slopina tam tiky
reduktazij ir peroksidaaj veikimg. Tokiu bidu vandenilio peroksido kiekis parazitstekje

tampa citotoksiskas ir parazitinis pirmuonis Zygitags.com).

1.4. Trypanosoma cruz Hsp90 (TcHsp90)

Trypanosoma cruzt parazitinis kraujo pirmuonis, sukeliantis amergktripanosomog,
kitaip dar vadinarp Sagaso lig (Bernet al, 2011). Ligos suéjus perneda krauju mint&ios
triatomires blakés. UZsikesti taip paimanoma nuo sergéin Zmoni ir kity Zinduoliy,
perpilant krauj, transplantuojant organus ar audinius bei pergpiiactaip pat vartojant Siais
pirmuonimis uztergtvandem ar maisi. Amerikiné tripanosomog paplitusi Piej Amerikoje,

kur yra sutinkamog. cruziperneSagios blakes (3 pav.) (ulac.lt).
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Sagaso liga

] Sagaso ligos paplitimo vietos Trypanosoma cruzi

WHO/LTD, May 1996

3 pav. Sagaso ligos paplitimo vietos 1996 m., triatdstake Rhodnius prolixuglatinanti $i
liga, Sagaso ligos sékejas Trypanosoma crugstanford.edu; who.int;
triatominae.tripod.com).

Manoma, jog uzsitusiyjy Sia liga gali lati 12-18 min., kasmet nuo Sios ligos mirSta apie
50 tikst. Zzmoni. Po blaks jkandimo prajus 4-8 savaéims gali prasiéti ami infekcing
reakcija, kurios metu zmogus ka&iifoja, netenka apetito, vemia, viduriuoja. Paraagia
patekug smegenis, jos yra pazeidziamos, o tai dazniabaigiasi uZsikiétusiojo mirtimi.
Létiné Sios ligos forma pastebima pyas 10-40 maet po uzsikétimo. Jai dingi tokie Sirdies
sutrikimai kaip aritmija, Sirdies nepakankamumasiggjusi Sirdis, taip pat gali sukelti
virSkinamojo trakto megasindromus (stanford.edu).

T. cruziper savo gyvavimo ciklgalijgyti keley skirtingg morfologiniy formy:
epimastigotos, amastigotos , tripomastigotos, nidiaés tripomastigotos (Graet al,

2013). Triatomig blake maitindamasi krauju netalkandimo vietos palieka savo iSmat
kuriose yraT. cruzimetacikliniy tripomastigoi. Zmogui kasantis jos patenkarganizm ir
uzpuola jsteles netolikandimo vietos. Patekusip$asteles Sios metacikks tripomastigotos
virsta amastigotomis. Sios morfologsformos parazitapbtekse gali dalintis pusiau, tuomet
pakeisti morfologg j tripomastigotos, & patektij kraup ir uzkresti kitas hsteles. Blakei
pasimaitinus tokiu krauju su tripomastigotomis,gz#iai Sios blaks vidurirgje zarnoje kaiia
morfologija j epimastigotos. Sios stadijos metu parazitagali dalinti pusiau.
Epimastigotoms patekugaline Zarm jos virsta metacikliémis tripomastigotomis, kurios yra
infekcinés (4 pav.) (Clayton, 2011).
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Amerikiné tripanosomozeé (3agasa liga)

(Trymanosoma citizi)

Stadijos triatominéje blakéje Stadijos zmogaus organizme
Metaciklinés tripomastigotas
o 9 prasiskverbia j lasteles netoli
jkandimo vietos. Lasteliy viduje
? > transformuojasi i amastigotas
Metaciklinés tripanosomos ’ A E’—\ @

§

galméjesmnje/
(ol

&
Dalijimasis viduringje

o Zamoje

oLasleIese amastigotos
Tripomastigotos dauginasi

gali uzkresti kitas dalindamosis pusiau
Izsteles ir vél virsi
amastigotomis naujuose
infekcijos Zidiniuose. Sio
ciklo metu gali iSrySkeéti
klinikinai ligos poZymiai.

2,

A’ mfekcmg stadija / @ o Lastelése esancios amastigotos

A= diagnostine stadija transformuojasi | tripomastigotas,
suardo Igstele ir patenka j
kraujotaka.

Triatomines
blakés maitinasi
trippmastigotomis

@ Epimastigotos uZkréstu krauju.
vidurinéje

Y

4 pav.T. cruzigyvenimo ciklas. (pritaikyta pagal Clayton, 2010).

Hsp90 Siems parazitams yra reikalingas epimgatetims transformuotismetaciklines
tripomastigotasTrypanosoma cruzpimastigotas paveikus geldanamicinu, Hsp90 dliopik
buvo pastelta, jog jose G1 stadijoje yra sustabdomas dalinsnagbegali vykti
morfologijos perjungimas. Geldanamicinu paveikisoimastigotas, Sios régpozymius
pokyciy j sferomastigotas, &¢@u jy virsmasj epimastigotas buvo visiskai sustabdytas (Graefe
et al, 2013).

Vykdant tyrimy T. cruziepimastigotos buvo veikiamos skirtingais kiekiagéédgnamicino,
kuris yra Hsp90 slopiklis. Buvo nustatyta, jog sigmt TgHsp90 hstekse padidjo bent triy
kity Hsp baltyny kiekis. Toks Hsp baltymkiekio dictjimas yra indikacija, jogalsteks
patiria stres. Taip pat buvo nustatyta, jog epimastigdalijimasis yra visiSkai sustabdomas
jas auginant teke su 200 ng mi geldanamicino. Nedidelis kiekis epimastigairejo du
branduolius, kurj nebuvo pasteiba kontrolirese kultirose. Tripomastiggtdalijimasis buvo
visiskai stabdomas su 50 nghgeldanamicino. Tripomastigpmorfologinis kitimas
epimastigotas tege esant geldanamicino buvo sutrikdyta. Tripomastg po 2-3 dien
jgavo ne epimastigotos fogmo apvaly sferomastigat. Buvo nustatyta, jog tripomastigpot
dalijimasis yra sustabdomas G1 stadijoje (Gratfd, 2002).

Sagaso liga $iuo metu gydoma benznidazoldurtimoksu, abu Sie vaistai 100%
veiksmingi, jei juos pacientai gauna IS karto peikiztimo (who.int). Nifurtimoksas yra
pirmasis pasirinkimas gydant Sagasa,ligtiau kaip jau buvo mitta anksiau, jis sukelia
stiprius Salutinius poveikius. Benznidazolas ytaralatyva nifurtimoksui. Benznidazolas
sukelia tokius Salutinius poveikius kaip periferimeuropaty, purpurini dermatis, traukulius.
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Nors Sio vaisto veikimaséma gerai iSstudijuotas, manoma, kad benznidazolasdo
baltymy ir RNR sintez T.cruziparazite (drugs.com).

1.5. Toxoplasma gondii Hsp90 (TgHsp90)

Toxoplasma gondi vienajstis parazitinis pirmuonis, sukeliantis toksoplazmo
(parasitesinhumans.ord)). gondiiyra paplits visame pasaulyje, yp&arsto ir dégno
klimato Salyse. Manoma, kad apie du milijardai Zmoma uZsikéte Siuo parazitu]vairiose
Salyse uZsikitusiyjy SiuoT. gondiikiekis gali svyruoti nuo 6% iki 94%, d&u tik nedaugelis
Jjuy serga toksoplazmoze, t.y. jiems pasireisSkia Igjogptomai. Lietuvoje, manoma, kad Siuo
parazitu yra uzsikte 40-55 % asmen 2012 metais didziausias sergamumas toksoplazmoze
buvo registruotas tarp mieste gyve&iare5-34 mei motex. Jos Sia infekcija sirgo septynis
kartus dazniau nei vyrai ir keturis kartus dazmaukaime gyvenatfios moterys (ulac.lt). Sis
parazitas gali sukelti surkinfekcija zmogui ir gysinams, jeiy imuniré sistema yra
nusilpusi ar nevisiskai iSsiv§sisi (Ahnet al,2003). Aktyvi parazito forma, vadinamasis
tachizoitas, gali sukelti encefalitr kitas neurologines ligas, gali paveikti §irdepenis,
pazeisti vidig aus, akis.T. gondiiprasiskverbs pro placentgali sukelti persileidimus arba
naujagimiai gali tusti jgimty defekty (Angelet al, 2014). Jei zmogus visiSkai sveikas,
Imuniné sistema sugeba apsaugoti organiziao ligos vystymosi (ulac.It).. gondiigali
uzsikesti visi Siltakraujai gyunai, ta&iau parazitas gali sudaryti gametas ir daugintiSkqi
tik katiniy ( Felidae Seimai priklausatiuose gywinuose (Websteat al, 2013). Apsikésti
Siais parazitaigmanoma vartojant nepakankamai termisSkai apgdoméss, ypa: kiauliers,
érieng ir elniery, geriant Siais parazitais uztersander, per kontakf su k&iy
ekskrementais, persodintisgondiiuzkrestus organus, perpilant krgufaip pat Siuos
parazitugmanoma perduoti i motinos vaisiui (cdc.govgl pPastarosios priezasties Sios
kaciy platinamos ligos ypaturéty saugotis 8s¢ios moterys — nelaikyti k& namuose, ar
laikant vengti pgioms keisti kats krailkg, neleisti namias katsj lauka, netuiti kontakto su
svetimomis, ypabeglolemis katmis (ulac.lt).

Sie parazitai vykstant lytiniam ir nelytiniarawhinimuisi galigyti tris morfologines
formas: tachizoif, bradizoity ir oocisty (Black ir Boothroyd, 2000). Lytinis giparazity
dauginimasis prasideda, Kdtatiniy Seimos atstovo organiznpatenka oocigtarba
bradizoity. Patek j gyviino zarnyn, Sie parazitai gali pr&tl lytinj dauginimsi — oocist
formavimg. Susiformay oocistos paSalinamgsplinkg kartu su ekskrementais gbraite et
al, 2013). Si parazito forma turi dvigglapvalkah, kuris apsaugo nuo nepalanlsilygy ir

suteikia galimyb islikti gyvybingai iki vieneryy mety (Black ir Boothroyd, 2000). Oocistoms
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patekus jvairiy kity zinduoly, kurie nepriklauso katigiSeimai, taip pat zmogaus organigm
prasideda §iparazity nelytinis dauginimasis @brait et al, 2013). IS oocist yra iSlaisvinami
du susiformay sporozoitai, kurie uzkega plonyjy Zarn; epitelinesdsteles ircia pradeda
vystytisj greitai besidalijaius tachizoitus (Black ir Boothroyd, 2000). Tachiao
prasiskverbia kraujotalg ir patek 1 makrofag vidy iSplinta po vig organizm. Patek i
smegen, Sirdies, griatiy raumen, tinkainés audinius tachizoitai virsgabradizoitus —
neaktyvy parazito form. Minétuose audiniuose neaktyvios formos parazitai sudadiniy
cistas, kurios nusilpus imunitetui gali plysti mnazitas iS neaktyvios formos gadi virsti j
aktyvig formg — tachizoig (Vébraite et al, 2013).

Atliekant tyrimg, kurio metu tachizoitai buvo inkubuojami su geldamcinu, buvo
pastebtas didelis dalijimosi gréio sumazjimas (Angelet al, 2014). Geldanamicinas dideliu
efektyvumu jungiasi prie Hsp90 N-galo domene ég@nATP jungimosi kiSets ir neleidzia
vykti ATP hidrolizei (Schultest al, 1998). lasteles Seimininkes veikiant PI3K kingzi
slopikliais taip pat buvo pastéfas sumages tachizoiy dalijimasis. Naudojanti$gHsp90
PPl duomen baze buvo rasta keletas potengi&inaziy ir fosfatazij, kurios gatty biti
siejamos sugkteks signal valdymu. Manoma, kad jos gal bati susig batent su Hsp90 ir
lasteks ciklo valdymu (Angeét at 2014).

Toxoplasma gondugreit besidalinantiems tachizoitams virstahtadizoitus, vyksta &l
morfologiniy ir metabolini pakitimy, kuriems turijtakos pakitusi gapraiSka. Remiantis
TgHsp90 PPI duomenbazs informacija, yra manoma, kddHsp90 baltymas dalyvauja
ATP metabolizmo kelyje, baltygnsintezje ir degradavime, rRNR brendime. Bradizoito
stadijoje mitochondrijos geraiSka lina labai sumagusi, tuo tarpu greit besidalijgiuose
tachizoituose oksidacinis fosforilinimas yratinas ATP gamybai (Angedt al, 2014).

Hsp90 yra yra svarbds gondiipatekimuij Seimininko §steles. Tyrimo metu
geldanamicinu paveilttachizoit; galimyb: patektij Vero ksteles (Afrikos Zaljjy
bezdziony inksty epitelio hsteles) per 4 valandas suréaznet 75%, taip pat buvo stebimas
suktéjes parazif, kurie pateka Vero lsteles, dalijimasis (Ahat al, 2003).

TgHsp90 gali sudaryti heterokompleksusjgairiais koSaperonais, kurie moduliuoja
Hsp90 ATP-azihaktyvuny. Tyrimais buvo nustatyta ankstyvasis/tarpinisélyvasis
TgHsp90 kompleksas panajusndamus aukstesniuosiuose eukariotuose.
Ankstyvasis/tarpinig gHsp90 kompleksas sudarytas iS HIP-Hs@ tptsp90 baltym,
vélyvasis — p23FgHsp90. p23 ir TgHsp90 kompleksas tachizoituosagmadamas citozolyje,
bradizoituose — citozolyje ir branduolyje¢lDo manoma, kad p23 irgHsp90 baltymai tuity
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buti susig su didely baltymy kompleks, susidarym, kaip ir aukStesniuosiuose eukariotuose
(Angelet al, 2014).

Hsp90 funkcijos galiidi paveikiamogvairiy potransliacini modifikacijy: fosforilinimo,
acetilinimo, S-nitrozilinimo, oksidacijos ir ubikyinimo. TgHsp90 yra fosforilintas keliose
sekos vietose, daugelis gutampa su Hsp90 ortolpgmorese ir miekse fosforilinimu. Nors
fosforilinimo reiSng T. gondiiparazituose éra tirta, zinoma, kad Hsp90 fosforilinimas
kituose organizmuose vaidina svanmidmerj Sio baltymo strukiros ir funkciy reguliavime.
Kai kuriais atvejais fosforilinimas sumazina batyklienty trauky, kai kuriais — padidina.
Mazas zmogaus Hsp90 baltymo jungties regionio fdsfonas padidina tam tiky
koSaperon jungimgsi. Mielése treonino 22-ojo fosforilinimas paveikia Hsp9ORA@zin
aktyvumy ir funkcijg kai kuriy baltymy atzvilgiu. Taigi Hsp90 fosforilinimas svarbus H§p9
funkcijoms bei komplekssusidarymui (Angegl at, 2014).

Acetilinimas yra potransliacgirmodifikacija, kurios metu dazniausiai prie lizihekany
yra pridedamos acetilo grés (Mollapour, 2012). Zmogaus Hsp90 turi kelatetiling liziny.
UZ Sio baltymo acetilinimpyra atsakingos histgracetil-transferazir histon; deacetilaz.
Acetilinimas Hsp90 funkcij paveikia neigiamai. §Zines §steles paveikus histgn
deacetilazs inhibitoriumi FK228 buvo pastéta, jog Hsp90 nebegali sudaryti komplekso su
tokiais svarbiaisasteks ciklo reguliatoriais kaip p53 ir Raf-IgHsp90 baltymo sekoje yra
du acetilinti lizinai (K384 ir K559). Sie lizinairg konservatyss ir taip pat aptinkami
Zmogaus Hsp30baltyme, vienas igjjirgi yra acetilintas. Acetilint Zmogaus Hsp30ir T.
gondii Hsp90 mutacijos sukelia tokias pat pasekmes. tipakeitimas alaninu labai
sumaZina Hsp9(seika su kinazmis ErbB2 ir p68>°" Sumazjusios sveikos pastebimos ir
su tokiais koSaperonais kaip AHAL, FKBP52, HOP (&lreg al, 2014).

S-nitrozilinimas yra kovalentinis azoto monaksprijungimas prie cisteino. Si
potransliacigé modifikacija nebuvo tirtd. gondiiHsp90, tdiau buvo nustatyta zmogaus
Hsp9x baltymo C-galo domene ant cisteino 597-0jo liekakas sutinkama iTgHsp90
baltyme. Miretas zmogaus Hsp@Maltymo nitrozilinimas slopina jo aktyvupn{Angelet al,
2014).

Siuo metu kovojant su toksoplazmoze naudojaffibdiazinas ir pirimetaminas (cdc.gov).
Sie vaistai yra foliorrgSties antagonistai (mayoclinic.org). Pirimetarsistabdo
tetrahidrofolio figSties sintegis folio rigsties slopindamas dihidrofoliato redukigPHFR).
Tetrahidrofolio figstis yra reikalinga DNR ir RNR sintezei daugelgiganizmy, taip pat ir

pirmuony. Pirimetaminas pirmuonj tarp j ir T. gondii,DHFR slopina stipriau nei Zindugli
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DHFR. Slopinama DHFR nebesintetina tetrahidrofoiigsties, kuri yra svarbus kofermentas
nukleomgstims susidaryti, sutrikdoma baltyrsintez ir sustoja branduolio dalinimasis
tachizoituose (ebs.tga.gov.au). Nepaisant to, ipgdistai yra efektys, kai kuriais atvejais
pacientai patiria stipgi Salutinyy poveikiy. Be to, vis dar ¢éra rasta vaist, kurie veikty pries
léting Sios ligos form — kai parazitas audiniuose suformuoja cistas. Madkad specifiniai
parazito baltymai, kurie yra susgu svarbiais parazito iSgyvenimui procesaisstgdiiti
naujais taikiniais gydant toksoplazmgo¥ienas is §j taikiniy gydant ne tikiming
toksoplazmog, bet ir kting, gakty bati Hsp90 baltymas (Angedl at, 2014). Manoma, kad
Hsp90T. gondiiparazitams padeda patek&eiminink; lasteles, yra svarbus dalinimuisi vykti

ir Siems parazitams k#ant morfologirg forma iS trachizoito bradizoit (Angelet al, 2014).

20



2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos, rinkiniai, tirpalai ir kitos naudotos priemonés

2.1.1. Medziagos ir rinkiniai

Naudotos medziagos ir rinkiniai pateikti pagal gamntoja:

BioRad TEMED, glicinas, bromfenolio stis;

Fluka: LB mitybiné terpe, bisakrilamidas, Coomassie Brilliant Blue R-250¢&0
bromidas, HCI, NabPOs, NeeHP Os- 12H0;

GE Healthcare sefaroz;

Boehringer MannheinDTT,;

Ferak Berlin: Tritonas — X100;

Roche:chloramfenikolis, glicerolis, proteagslopiklis;

Roth:akrilamidas, ampicilinas, APS, LB mityl@nerp:, MgClz, mieliy ekstraktas,
NacCl, triptonas;

Aldrich ChemCo. —1,8-anilino nafataleno sulfonatas (ANS).
Sigma:CHsCOOH, EDTA, imidazolas, KCI, TRIS;

Thermo Fisher Scientifi@garoz, IPTG, baltyny dydzio zymuo #SM 0431 (Protein
Molecular Weight Marker), DNR dydzio Zzymuo # SM @3&eneRuler™ DNA
Ladder Mix), DNR 6x mginiy dazas (6X Orange Loading Dye), fermentai
klonavimui: restrikcijos endonukle&z (Ndel, Xhol), T4 DNR ligazir jos buferinis
tirpalas (Rapid T4 ligase buffer), dNTP miSinys,F5®armig fosfataz ir jos
buferinis tirpalasPfu DNR polimeraz ir jos buferinis tirpalas?husionpolimeraz ir
jos buferinis tirpalas. DNR gryninimo rinkiniai: gheJET'Gel Extraction
Kit,,GeneJET"Plasmid Miniprep Kit".

2.1.2. Terps ir tirpalai

Skysta LB (Luria/Miller) mitybiaiterpe (1 L):
25 g terps istirpinami distiliuotame vandenyje. Tirpalasad@vuojamas 20 min. 1 atm

slégyje, 120C temperatroje.

Agarizuota LB (Luria/Miller) mitybia terpe (1 L):
I 1 L skystos LB tergs dedama 15 g agar-agaro. Tirpalas autoklavuoj2®asin. 1 atm

slegyje, 120C temperatroje.
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S.O.C.terp (1 L):

20 g peptono ir 5 g migliekstrakto iStirpinama distiliuotame vandenyjededama 10
mM NacCl ir 3,5 mM KCI. Tirpalas autoklavuojamas @in. 1 atm sigyje, 120C
temperairoje. Tirpalui atésus pridedama 10 mM Mgg&r 20 mM gliukozs. Terg

filtruojama per 0,20m PVDF filtrg su polipropilenu, iSpilstoma mazaisiais ir laikoma

-20°C temperatroje.

1 lentek.Baltymy elektroforezs poliakrilamido gelis.

Skiriamasis (apatinis) gelis 12,5% (5 mL)

30 % Akrilamido/bis-akrilamido tirpalas 2 ml

1,5 M TRIS-HCI pH=8,8 1,25 ml
10 % NDS 50 pL
Distiliuotas vanduo 1,585 mL
10 % APS 25puL
TEMED 2,5uL

Koncentruotas (virsutinis) gelis 4% (2,5 mL)

30 % Akrilamido/bis-akrilamido tirpalas 335uL
1,5 M TRIS-HCI pH=6,8 625uL
10 % NDS 25puL
Distiliuotas vanduo 1,5 mL
10 % APS 12,5uL
TEMED 2,5uL

Akrilamido/bis-akrilamido tirpalas (30%)(100 mL):

29,2 g akrilamido ir 0,8 g bisakrilamido iStmpma 70 mL distiliuoto vandens. Tirpalas

filtruojamas per stiklipfiltrg ir supilamag tamsg; stiklinj indg. Laikoma +4C temperatroje.

Akrilamidiniy geliy dazas (250 mL):

113 mL etanolio, 23 mL actagsties ir 0,6 g Coomassie Brilliant Blue R-250r@tama

nedideliame kiekyje distiliuoto vandens. Gerai ifne tirpalas skiedZziamas iki 250 mL.

Tirpalas laikomas kambario tempeénate.
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6x baltymy meéginiy dazas (10 mL):
300puL 1 M TRIS, 1,2 g NDS, 92,5 mg DTT, 6 mL glicergli®@ mg bromfenolio &lio
iStirpinama nedideliame kiekyje distiliuoto vandeRs to tirpalas atskiedziamas iki 10 mL.

Dazas laikomas -2Q temperatroje.

50x TAE elektrofores buferis (1 L):
242 g TRIS bazs, 57,1 mL ledias acto @igsties ir 100 mL 0,5 M EDTA istirpinama
distiliuotame vandenyje. Buferis laikomas kambaeimperairoje.

1 M IPTG tirpalas:
5 g IPTG tirpinama 21 mL distiliuoto vandenstriojama pro 0,2um PVDF filtrg su

polipropilenu.

Gryninimo buferis A
25 mM Tris-HCI, 0,1 M Ng5Oy, 0,05 M imidazolo istirpinama Saltame distiliuotame
vandenyje. Naudojant HCI tirpa(HCI:H,O=1:1) buferio pH privedamas iki 7.

Gryninimo buferis B
25 mM Tris-HCI, 0,1 M Ng5Oy, 0,5 M imidazolo istirpinama Saltame distiliuotame
vandenyje , privesti pH iki 7 naudojant HCI tirp@HCI:H,O=1:1).

Fosfatinis saugojimo buferis 50 mM
0,94 M NaHPQ,; 5 M NaHPQ,istirpinti distiluotame vandenyje, p&t 0,1 M NaCl,

privesti pH iki 7,5.

ANS dazas 10 mM
IStirpinti 10 mM ANS distiliuotame vandenyje.
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2.1.3. Naudoti kamienai, vektoriai ir pradmenys

Kamienai:

Plazmids DNR iSskyrimui naudotds. coli bakteriy kamienas XLI-blueNovagei.
Kamienas neturi atsparumo antibiotikams. Sisgeks labai tinkamos DNR
padauginimui, nes neturi endonuklegzitai padidina iSskiriamos DNR kokyr
neatlieka rekombinacijos — tai padidifk&liamo geno stabilum

Hsp90 raiSkai naudok. coli bakterijy kamienai:

BL21(DE3)CodonPlus-RILSratageng Sis kamienas turi papildomas kopiggU,

ileY ir leuWgeny, koduojariy tRNR, kurios atpasta arginino (AGA ir AGG),
izoleucino (AUA) ir leucino (CUA) kodonus. Sie kauti yra retai sutinkant. coli
bakterijose. Taip pat Sis kamienas turi atsparahioramfenikoliui.

One shot BL21(DE3)pLysS3nvitrogen). Gaminax DE3 lizogen ir pLysS plazmid,

ekspresuojafig nedidelius kiekius T7 lizocimo, kuris sumazinaibaz
rekombinanting geny raiska, slopindamas T7 RNR polimegaZDazniausiai 5
kamiery rekomenduojama naudoti ekspresuojant toksiSkugrbat. Taip pat Sis
kamienas turi atsparupthloramfenikoliui.

One shot BL21(DE3)lfvitrogen. Gaminax DE3 lizogen. Sis kamienas neturi

atsparumo antibiotikams.
One shot BL21(DE3) Statnvitrogen). Turi mutacip RNags E gene, tad turi

mazesnius jos kiekius -¢ra degraduojama tiek daug iRNR. Neton ir iSorinés

membranos@mpT) proteaziy, todl uztikrinama sumazinga heterologjrbaltymy
degradacija. Sis kamienas neturi atsparumo arnios.
Shuffle T7 Express Competdsat coli (EMD4Biosciences)kspresuoja disulfidimi

tilteliy izomeraz (DcbC), kuri padeda teisingai susiformuoti disdifiiams tilteliams.
Padeda tinkamai sulankstyti ir tuos baltymus, kagenereikia sudaryti disulfidigi
tilteliy. Neturi atsparumo antibiotikams.

Rosseta2 (DE3Novagen)Sis kamienas turi tRNR, kurios yra skiréscoli retiems
kodonams atpazinti: AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCEGGG. Kamienas turi

atsparum chloramfenikoliui.
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Genetini; konstrukciy kizrimui naudotas vektorius:
e pET 15b Novaged. Sis vektorius turi $esis histidinus kodugjamukleotidy sek
multikloninés sekos N gale, atspargm@ntibiotikui ampicilinui, T7 promotogi

(5 pav.)
T7 promoter primer #59348-3
Bglll T7 promoter > lac operator Xbal rbs

] 12
Bpul102 1 thrombin T7 terminator

CGCTGAGC AATAACTAGCATAACCCCTTGGGEGCCTC TAAACGGG I

AAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGE AATAACTS
LysGlubloG luleuAlcAlch loThrAlaGluG InEnd

T7 terminator primer #69337-3

PET-15b cloning/expression region

5 pav.pET15b klonavimo/raiskos regionai.

e Pradmenys:
T7-Prom (5 —-TAATACGACTCACTATAGGG-3) — tiesioginigradmuo konstrukt
sekoms nuskaityti sekoskaitos metu.
T7-Term (5'-GGGGTTATGCTAGTTATTGC-3) — atvirkstinigradmuo kostrukit
sekoms nuskaityti sekoskaitos metu.
Hsp90N-Prom (5'-GATCGCCCATATGATTACAAAGATGAT-3) — tiesioginis
pradmuo Hsp90N sekpadauginimui PGR metodu. CATATS Ndel restriktags
kirpimo vieta.
ThHsp9ON-Term (5 -CCTTCCTCGAGITATTTGGCGGCCTCTTC-3) —
atvirkstinis pradmudbHsp90N sekos padauginimui PGR metodu. C'TCGA&hsl
restriktazs kirpimo vieta.
TgHsp9ON-Term (5'-CTTCTCCTCGAGTATTCAGCTGGCTTC-3") — atvirkstinis
pradmuoTgHsp90N sekos padauginimui PGR metodu. C'TCGAXhel restriktazs
Kirpimo vieta.
TcHsp90ON-Term (5'—~CCTCCTCGAGIACGTGCCAGCC-3) — atvirkstinis
pradmuoTcHsp90N sekos padauginimui PGR metodu. C'TCGA&hel restriktazs
Kirpimo vieta.

e T.brucei, T. cruzir T. gondiicDNR gauta i§ D. Picard laboratorijos (Zeneva,

Sveicarija).
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2.2. Metodai

Polimeraziné grandinineé reakcija (1)

Polimerazia grandinirg reakcija (PGR) naudojanTidHsp90N domes koduojartios DNR

sekos padauginimui nutbHsp90 DNR. Reakcijogitis 25pL.
Reakcijos misipsudaro:

1x Pfu polimerags buferinio tirpalo su MgS££2%);

0,2 mM dNTP misinio;

25 ng matricigs TbHsp90 DNR,;

0,5 mM Hsp90N-Prom;

0,5 MM TbHsp90ON-Term;

1,25 fermeni aktyvumo vienef Pfu DNR polimera&s;

Distiliuoto vandens iki 2%iL.

Amplifikacijos programa:
1. Kaitinimas: 98C, 5 min.;
2. Denatiracija: 95C, 30 sek.;
3. Pradmen prilydymas: 62C, 30 sek.;
4. Sintez: 72°C, 1 min.;
5. Galutinis gal sintetinimas: 722, 10 min.

2-4 etapai kartojami 25 kartus.

Polimeraziné grandinineé reakcija (Il)
Polimerazia grandinirg reakcija naudojam@cHsp90N irTgHsp90N koduojatiy DNR
sely padauginimui nud@ cHsp90 irTgHsp90 DNR. Reakcijogitis 50uL.
Reakcijos miSinsudaro:
5x ,Phusion® polimerags GC buferinio tirpalo;
0,2 mM dNTP misSinio;
25 ng matriciny TcHsp90,TgHsp9O0;
0,5 mM Hsp90N-Prom;
0,5 MM TcHsp90ON-Term arbagHsp90N-Term;
1 ferment aktyvumo vieneto ,Phusion“ DNR polimekaz

Distiliuoto vandens iki 5QuL.
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Amplifikacijos programa:

1-as etapas:
1. Kaitinimas: 98C, 30 sek.;
2. Denatiracija: 98C, 10 sek.;
3. Pradmen prilydymas: 62C, 30 sek.;
4. Sintez: 72C, 30 sek,;
5. Galutinis gal sintetinimas: 72C, 10 min.;
6. Laikymas: 4C, 10 min.
2-4 etapai kartojami 30 kayt
2-as etapas:
1. Kaitinimas: 98C, 30 sek.;
2. Denatiracija: 98C, 10 sek.;
3. Pradmen prilydymas ir sintez 72°C, 30 sek.;
4. Galutinis gal sintetinimas: 722, 10 min.

2-3 etapai kartojami 30 kayt

DNR elektroforezé

PGR reakcijos produktai po restrikcijos anadiami 1,5% agaras gelyje. Gelis

ruoSiamag 30 mL TAE buferigberiant 0,45 g agareég, kaitinama kol tirpalas uzverda.

Tirpalui atauSugpilama 0,g/mL etidzio bromido.

I geli ijneSami DNR raginiai dazyti su DNR 6x gginiy dazu ir DNR dydzio zymuo.

Elektroforez vykdoma naudojant 1x TAE bufefitirpalg su 0,25.g/mL etidZio bromido.

Elektroforez vykdoma esant 8 V/chitampai. Gelis analizuojamas UV $viesoje.

DNR karpymas restrikcijos endonukleazmis

Su ngginiais, kuriuos pavyko amplifikuoti, ir pET15b wekiumi vykdoma restrikcija

greito karpymo Xho ir Ndel restrikcijos endonuklé&as, naudojant FD Green bufer

Reakcijos miSinsudaro (2QuL):
1000 ng DNR;
2 uL FD Green buferis;
1 pL Xho;
1uL Ndel;

Distiliuotas vanduo iki 2@.L.
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Reakcija vykdoma 30 min., 7.

Vektoriaus defosforilinimas

Vektorius defosforilinamas naudojant Sargriimsfataz, kuri paSalina fosfato grgmuo 5°
vektoriaus galo. Defosforilinimo reikia, kad vekts €l nggaut; ziedinés strukfiros.
Reakcija vykdoma po restrikcijgsestrikcijos miSif pridéjus 1 fermento aktyvumo vierget
krevetiy Sarmires fosfatazs SAP ir 1x krevéiy Sarmires fosfatazs buferio. Reakcija
vykdoma 30 min. 3T temperatroje. Pasibaigus reakcijai fermentas inaktyvuojamas
palaikius misSif 20 min. +80C temperatroje.

Baigus inaktyvuoti fermentus atliekama PGR pidd ir vektoriaus elektroforézl,5 %
agarozs gelyje.

DNR iSskyrimas iS agarozs gelio

Méginiai, kurie apSvietus UV turi zyeties 714 bpTbHsp90N), 719 bpTcHsp90), 752
bp (TgHsp90) arba ties 5696 bp (pET15b) yra iSpjaunamel® ir jy DNR iSgryninama
naudojant ,,GeneJETGel Extraction Kit* vadovaujantis gamintojo instaija, pamatuojama

DNR koncentracija ,NanoDrop* spektrofotometéu=< 260 nm).

Ligavimas
Atsizvelgiant gautos DNR koncentragippskatiuojama, kokio kiekio DNR reiks
jterpimuij vektoriy. Apskatiuojama pagal formgl intarpo santykis su vektoriumi x (Intarpo

ilgis (kb)/Vektoriaus ilgis (kb)) x vektoriaus kiek(ng) = Intarpo kiekis (ng).

Reakcijos miSinsudaro (20L):
4 uL T4 DNR ligazs buferio;
25ng pET15b vektoriaus;
9,9 ngTgHsp9ON arba 9,43 nfcHsp9ON arba 9,9 ngbHspPOON.
5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligaz
Distiliuoto vandens.

Reakcija vykdoma 5 min. 22.
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L gsteliy trasformacija

1.

o g k w N

SumaiSoma 5QL XLI-blue Iasteliy plazmidts padauginimui ir 2QL DNR po
ligavimo. Laikoma ledo vonioje 20 min.

Lasteks 90 s laikomos 4€.

Lasteks gyzinamos 2 minj ledo voni.

Pridedama 40QL S.O.C.

Purtoma 1lval., 3TC, 220 aps./min.

Lasteks centrifuguojamos 2 min.,13000 aps./min @gteikambario temperatoje.
Lasteliy supernatantas nupilamas, nkass resuspenduojamos ir g@senosj Petri

lékStek su 100ug/mL ampicilino. Auginama per ngk87°C.

DNR iSskyrimas

IS kkSteks imama viena kolonija$teliy ir uzsjamaj 5 ml skystos LB ters, turirtios

100pg/mL ampicilino. Auginama per ngks7°C, purtant 220 aps./min. géai. Ryte

iSskiriama DNR naudojant ,GeneJEFlasmid Miniprep Kit*, vadovaujantis gamintojo

instrukcija. DNR koncentracija pamatuojama ,Nangspektrofotometru)( = 260 nm).

DNR vél karpoma restrikcijos endonuklesmis Xho ir Ndel, analizuojama 1,5 % agai®z

gelyje, meginiy, turinciy zyme ties reikiamu bazi pony skatiumi, sekos nustatomos VU

Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre.

Biomasés auginimas

Sukonstruoti pET156bHSp90N, pET15B6FcHsp90N ir pET15BFgHSp90N genetiniai

konstruktai, neturintys mutagij naudojamg. coli bakteriyy kamienams transformuoti. Po

transformacijos po vienkolonija iS Petri tkSteliy yra perkeliama LB terpe su pET15b

vektoriui ir transformuojamam kamienui (jei Sisitatsparum antibiotikams) atrankiais

antibiotikais. Auginama per nglkd7°C temperatroje, purtant 220 aps./min. géei. Ryte po

8 mL naktiniy kultary yra perkeliama kolbas, kuriose yra 400 mL LB te&gir reikiamas

kiekis antibiotiky. Auginama 37C temperatroje, purtant 220 aps./min. géai, kol optinis

tankis pasiekia apie 0,& €600 nm). Kai optinis tankis pasiekia reikianiba, iS kiekvienos

kolbos iSsaugoma po 3L terpes su biomase ir indukuojama raiSka naudojant IRPGG

jungiasi prielac (laktozs) operono represoriaus, jis yra pasalinamas, tuprneT7 RNR

polimerazs promotoriaus jungiasi T7 RNR polime¢ae pradedamé#ac operonui

priklausariy geny transkripcija, taip pat ir gankoduojardiy tikslinius Hsp90N baltymus.
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Auginama dar 3 valandas ‘&7, 4 valandas 3C arba per naktl8C temperatroje, 220
aps./min. graiiu. Po atitinkamo auginimo laiko iSsaugoma 3Q0terpes su biomase. Visa
likusi terps su biomase centrifuguojama ,,Beckman® centrifugaydojant JA-10 rotogi, 20
min., 6000 aps./min. gr&@u, +4°C temperatroje. Supernatantas nupilamas, bioénas

uzSaldoma -2IC temperatroje. Detalios biomagiauginimo glygos pateiktos antroje
lentekje.
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2 lentek. Biomass auginimo slygos.

Baltymas

Konstruktas

Kamienas

Auginimo sglygos iki
indukcijos

IPTG koneentracija

Auginimo salygos po
indukeijos

ThHsp2ON

pET15b-6xHis-
ThHsp90N

E.coliBL21(DE3)CodonPlus-RIL

100 pL/mL
ampicilino

34 puL/mL
chloramfenikolio
37°C
temperatiroje
auginama3 val.

1 mM

Auginama 3 val.
37°C temperatiiroje

TeHsp90N

pET15b-6xHis-
TeHspQON

E.coliBL21(DE3)CodonPlus-RIL

100 pL/mL
ampicilino

34 pL/mL
chloramfenikolio
37°C
temperatiroje
auginama3 val.

1 mM

Auginama 3 val.
37°C temperatiiroje

TeHsp90N

pET15b-6xHis-
TeHspQON

E.coliBL21(DE3)CodonPlus-RIL

100 pL/mL
ampicilino

34 pL/mL
chloramfenikolio
37°C
temperatiroje
auginama3 val.

0,5mM

Auginama per naktj
18 °C temperatiiroje

TeHsp9ON

pET15b-6xHis-
TcHsp9ON

E. coli OneShotBL21(DE3)pLysS

100 pL/mL
ampicilino
34uL/mL
chloramfenikolio
37°C
temperatiiroje
auginama3 val.

1mM

Auginama 3 val.
37°C temperatiiroje

TeHsp90N

pET15b-6xHis-
TeHsp90N

E.coliOne shot BL21(DE3)

100 uL/mL
ampicilino
37°C
temperatiroje
auginama 3 val.

0,5 mM

30°C temperaturoje
auginama4 val.

TeHsp9ON

pET15b-6xHis-
TeHspQON

E.coliOne shot BL21(DE3) Star

100 pL/mL
ampicilino
37°C
temperatiroje
auginama3 val.

0,5 mM

Auginama 4 val.
30°C temperatiiroje

TgHsp90N

pET15b-6xHis-
TgHsp90N

E.coliBL21(DE3)CodonPlus-RIL

100 pL/mL
ampicilino
34pL/mL
chloramfenikolio
37°C
temperatiroje
auginama3 val.

1mM

Auginama 3 val.
37°C temperatiroje

TgHsp90N

pET15b-6xHis-
TgHsp90N

E.coliOne shot BL21(DE3) Star

100 uL/mL
ampicilino
37°C
temperatiroje
auginama3 val.

1mM

Auginama per naktj
18 °C temperatiiroje

TgHsp90N

pET15b-6xHis-
TgHsp90N

E.coli Shuffle T7 Express
Competent

100 uL/mL
ampicilino
37°C
temperatiiroje
auginama3 val.

1mM

Auginama per naktj
18 °C temperatiitoje

TegHsp9ON

pET15bJbxHis-
TgHsp90N

E. coliRosseta2 (DE3)

100 pL/mL
ampicilino
34uL/mL
chloramfenikolio
37°C
temperatiroje
auginama3 val.

1mM

Auginama per naktj
18 °C temperatiiroje

Baltymu elektroforezé poliakrilamido gelyje

Meéginiai, paimti pries ir po indukcijos, centrifugamopi 2 min., 13000 aps./min. gégi,

kambario temperatoje, supernatantas nupilamasuosdas pridedama 30L 1x baltymy

méginiy dazo. Gauti réginiai ir baltymy dydzio zymuo virinami 5 min., 98 temperaitroje.
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ParuoSiamas baltyyrelektroforezs gelis (1 lent.). Du stikliukai Svarai nuvalomaeoliu ir
jstatomij laikiklj. Supilamas apatinis gelis paliekant ~2 cmgakpvirSaus, uzpilama
distiliuoto vandens ir paliekama stingti 30 min.li@iesustingus vanduo nupilamas ir
uzpilamas virSutinis geligdedamos ,Sukés” ir paliekama stingti dar 30 min.
Sumontuojamas elektroforezaparatagpilama 400 mL 1x baltymelektroforezs buferio, iS
gelio iSimamos ,Sukés” ir supilami néginiai. Elektroforez vykdoma mazdaug 1 val 50 mA
stiprumo ir 200 Vjtampos srove. Po elektrofoészgelis dazomas 20 min., purtant 70

aps./min. graiiu, kambario temperatoje. Veéliau gelis blukinamas verdant 10 min.

Baltymo tirpumo nustatymas

Gautadsteliy biomag 1 val. Saltai maiSoma buferyje A, p¢jds 1 mM PMSF. Po
valandosdsteliy sienets ardomos ultragarsu (,Bandolin Sonopuls”, VS @&digaliu)
10 min., kas 60 sek. darant 60 sek. pertgaakant 70 % amplitudei. Suardytgstéks
centrifuguojamos ,Beckman® centrifuga, naudojantZIArotoriy, 25 min., 18 000 aps./min.
grekiu, +4°C temperatroje. Supernatantas atskiriamas. Bradforaduo(Bradford, 1978)
nustatoma tirpj baltymy koncentracija. Mginiai nudazomi 6x baltympndazu baltym
elektroforezei, gelyje analizuojama, ar yra tirphatymo.

Baltymo gryninimas

Gauta baktemjbiomag 1 val. Saltai maiSoma buferyje A, p¢jds 1 mM PMSF. Po
valandos baktetij siene¢s ardomos ultragarsu (,Bandolin Sonopuls”, VS adigaliu) 10
min., kas 60 sek. darant 60 sek. pertgagsant 70 % amplitudei. Suardytos bakterijos
centrifuguojamos ,Beckman® centrifuga, naudojantZArotoriy, 25 min., 18000 aps./min.
grekiu, +4°C temperditroje.

Supernatantas gryninamas metalo cheatthromatografijosimu naudojant kolatle,
uzpildyta chelatine sefaroze su imobilizuotais Nbnais. Baltymas i$ kolaés eliuojamas
didinant imidazolo koncentragijki 0,5 M (haudojant gryninimo buferius A ir B).
Koncentracija nustatoma Bradfordo metodu (Bradf@@¥,8). Chromatografijos frakcijos
analizuojamos baltymelektroforezs gelyje.

Remiantis kompiuterio ir gelio analzduomenimis, frakcijos, kurios turi baltymo, yra
sujungiamos ir per nakvtykdoma dializ fosfatiniame saugojimo buferiniame tirpalélidu
baltymas filtruojamas pro 0im PVDF filtrg su polipropilenu, iSpilstomas nedideliais

kiekiais ir uzSaldomas -8G temperatroje.
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Siluminio poslinkio metodas (anglFluorecent Thermal Shift Assay)

Siam metodui atlikti pasiruoSiami 12-os skigtirkoncentracij Hsp90 slopiklio ICPD 47
(4-chloro-6[5-(4-etoksifenil)-1,2,3-tiadiazol-4igimzeno-1,3-dioliu) tirpalai ir baltymo su
ANS dazu tirpalas (3 lentgl 20 mM koncentracijos ligando tirpalas skiedZziamaudojant
DMSO tam, kad visuose galutiniuoségmiuose laty iSlaikoma vienoda DMSO
koncentracija (3 lenté] C; eiluté). Pirmosios koncentracijos tirpalai skiedziamigiokartus,
naudojant fosfatinbufelj (3 lentet, G, eilut¢). Gautos koncentracijos ligando tirpalai
sumaisomi su baltymo tirpalu santykiu 1:1 (3 lehit€k eilute). Baltymo koncentracija
galutiniuose maginiuose turi lati 10 uM. Kontrolei naudojamas baltymo ir fosfatinio buter
tirpalas be ICPD 47 (13-asisegintu\elis).

Méginiy paruoSimas pateikiamas 6 paveiksle:

| zingsnis: pasiruoSiama 13-a ¢éugmegintuveliy. I visus juos iSskyrus 44 pilama po 1QuL
DMSO. Tuomei 1-3jj ir 2-3jj jpilama po 2QuL ligando tirpalo. 2-0jo ragintuwélio turinys
gerai iSmaiSomas, 3L Sio tirpalo perkeliam@ 3-3jj mégintuwelj. Jo turinys gerai
iSmaiSomas, 2L tirpalo perkialiamg 4-3j; meégintuwvélj. Kartojama iki 12-o0jo régintuvelio.
Pastarojo turinys gerai iSmaiSomas irni20paSalinama kaip atliekos.

Il Zingsnis: pasiruoSiama dar 12-agmtuweliy. | visus juos pilama po 48. fosfatinio
buferio (R). IS pirmyjy 13-0s négintuweliy perkialiama po 2L tirpaly j megintuslius su P
buferiu.

[l zingsnis: pasiruoSiama 13-a PGRgmtuweliy. ] visus juos pilama po 1@ paruosto
baltymo tirpalo (4 lente) ir po 10uL tirpalo paruosto antrojo Zingsnio metu. Paruosti
méginiai dedami rotoriy ir perkeliamij Corbett researchiealaus laiko PGR termocikjar
jjungiama programa, kurios metu kas 30 sekuntétnperaira keliama 0,3C. Tirpalai
kaitinami nuo 25 iki 99C.

3 lentek. C; — ligando koncentracijos po pirmo skiedimo su DM$R+ ligando
koncentracijos po skiedimo fosfatiniu buferiu, -€galutirés ligando koncentracijos
sumaisius 1@L baltymo tirpalo ir 1QuL C;ligando koncentracijos tirpalo.

Megn. | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C 20mM | 13,3mM 8,9M 59mM|  4mM| 2,6mM 1,6mNM 12mM 0,8mMO,5mM | 0,3mM| 0,2mM

C. | 80uM | 533uM | 355,6uM | 237uM | 15&M | 105.M | 70uM | 47uM | 3uM | 21uM | 14uM | 0,01uM

C: | 40auM | 266uM | 178M | 119uM | 79uM | 53uM | 35uM | 23uM | 16uM | 11uM | 7uM | 0,005:M
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4 lentek. Baltymo tirpalo suétis terminio poslinkio metodui.

Baltymo tirpalo suétis: | Koncentracija:
Fosfatinis buferis 50 mM

ANS 50 uM
Baltymas 20uM

Meéginiy paruosimas terminio poslinkio metodui
20 =,
20pL 20pL 20pL 20pL 20puL 20pL 20pL
Py TV N W

R FF

M I I Il
2uL 2uL 2uL 2uL 2pL 2uL 2uL L
ICPD 47
20mM U {) {) {} {} {) {) {) DMSO
g g g E -------- g g H - 48'“L
[ [ M I [ M [l M
10Ul 1L 10l 10l 10 L 10 UL 10 WL 10l

-
=
~<=
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i =

[ ERE|

baltymo === ANs: 50 M
tirpalas Baltymas 20 pM

o
Q==
(T =
Qo]

6 pav.Méginiy paruoSimas terminio poslinkio metodui.
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3. REZULTATAIIR J U APTARIMAS

3.1TbHsp90N, TcHsp9O0N ir TgHsp9ON DNRKklonavimas
Sukonstruoti pET156xHis—TbHsp90N, pET15b—6xHisFeHsp9O0N ir pET15b—6xHis—

TgHsp90N konstruktajpav. 7), skirti ToHsp9ON,TcHsp9ON irTgHsp9O0N gen raiskaikE.coli
bakterijose Ar reikiama baltym kodiojanti sekgsiterp j vektoriy teisingai, buvo patikrint
vykdant konstrukt karpymy restrikcijos fermentais Xho ir Ndel atliekant DNR
elektroforez 1,5% agarozs gelyje (pav. ). Konstruktus karpant Siais fermentais ge!
tikimasi pamatyti i vektoriaus iSkigptikslinj baltymg koduojartios DNR segmeantties
mazdaug 700 bazipony Zyme ir likug vektoriy tiek 10 kilobaziy pony Zyme

TcHsp90N 5414..6091 AmpR 407..1066

LacO 5249..5271
T7 5230.5249 ) -/

TbHsp90N 2313 5377..6090 AmpR 407..1066

pLO0210 pET150-6xHis-TcHsp90N
LacO 5248..5271

6423 bp T7 5230..5249
pET15b-6xHis-TbHsp90MN

6422 bp

TgHsp90N 5435..6124 AmpR 407..1066

LacO 5249..5271
T7 5230..5249

pL0208 pET15b-6xHis-TgHsp30MN

6456 bp

7 pav. pET15b—6xHis FoHsp90N, pET15b—6xHisFcHsp90N;pET15—-6xHis-TgHsp90N
genetiniai konstruktai.
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8 pav. TgHsS90N genetinio konstrukto karpymo restrikcijogrientais Ndel ir Xho vaizde
1,5% agaro&s gelyje. M -DNR dydzio Zzymuo #SM0331, 1-10FgHsp90N genetini
konstrukto néginiai karpyti restrikcijos fermentais. Rodykhis pazynéti DNR segmente
koduojantysTgHsp90N baltymo sek

PET15b—6xHisFbHsp90N konstruktikoduojamalbHsp90N rekbmbinantinio baltym
seka sutampa slibHsp90N baltymo sel, paskelbtaJniProtKB duomen bazje nuo 1 iki
276 aminoiigSties (identifikacijos n P12861). Nusekvenuotmnstrukto DNR seka buy
transliuotg aminoGgXiy sely. Gauta baltymoekapalyginta su seka duomem bazs, jos
sutapo. Konsukto koduojamo baltymo -gale matoma 6 histidinseka ir 22 pET15
vektaiaus koduojam amino ng&iy (9 pav.).

LW
ThHsp0_uniprot _P128

TbHsp30H
Consensus

20 30 40 50 21] 70 80 90 100 110 120 130

I
HTETFAFOAEIHOLHSLITHTFYSHKEIFLRELTSHSSDACDKIRYOSL THOSYLGDEPHLRIRYIPDRYNKTL TYEDSGIGHTKADLYH
LTLRRRYTHGSSHHHHHHSSGLYPRGSHHDYKDDDDKGIPHTETFAFQAEINOLHSLITHTFYSHKEIFLRELISHSSDACDKIRYASL THOSYLGDEPHLRIRY IPDRYHKTL TYEDSGIGHTKADL YH
........................................ HTETFAFOAEINOLHSLITHTFYSHKEIFLRELISHSSDACDKIRYASLTHASYLGDEPHLRIRVIPDRYHKTLTYEDSGIGHTKADLYH

180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I
HLGTIARSGTKSFHEALEAGGDASHIGAF GYGF Y SAYLYADRYTYYSKNNEDDAYTHESSAGGTFTYTSTPDCOLKRGTRIYLHLKEDQOEYLEERRLKDLIKKHSEF IGYDIELHYENTTEKEYTOEDE
NLGTIARSGTKSFHEALEAGGDHSHIGAF GYGF Y SAYLYADRYTYYSKNNEDDAYTHESSAGGTFTYTSTPDCOLKRGTRIYLHLKEDQQEYLEERRLKDLIKKHSEF IGYDIELHYENTTEKEY TOEDE
HLGTIARSGTKSFHEALEAGGDHSHIGOF GYGF Y SAYLYADRY TYYSKHHEDDAYTHESSAGGTFTYTSTPDCOLKRGTRIVLHLKEDOOEYLEERRLKDLIKKHSEF IGYDIELHYENTTEKEY TOEDE

TbHsp90_uniprot._P128
ThHsp30H
Consensus

261 270 280 290 300 30 F20 330 340 350 360 3 380 390

1 1
DEEARKKAEEGEEPKYEEYKDGYDADAKKKKTKKYKEYKAEFYYONKHKPLHTRDPKDY TKEEYASF YKAISHOHEEQL STKHF SYEGHLEFRATLFLPKRAPFDHFEPHKKRNNIKL YYRRYFIHONCE
DEEARK

DEERRK . o s it ttsttsssssssnssssssssssossssssssssssstsssssssssanssstssssssssttsssssssssnnseetsssssssttstssssssssnnnnssssssssssssssse

TbHsp90_uniprot._P128
ThHsp90H
Consensus

9 pav. TbHsp90Nbaltymosekos iS UniProt duomerbazs ir sekvenuotos DNR sek,
transliuotog baltymo sek, palyginimas.

PET15b-6xHisFcHsp90Nkonstrukto koduojam@cHsp90Nrekombinantinio baltymr
seka sutampa stlicHsp90N baltymo sel, paskelbta UniProtKB duomerbazje nuo 1 iki
258 aminoiigsties (identifikacijos n P06660) Nusekvenuoto konstrukto DNR seka bt
transliuotg aminoGgXiy sely. Gauta baltymoekapalyginta su seka iS duomghazs, jos
sutapaKonstrukto baltymo l-gale matom# histidiny seka ir 22 pET15b vektorial
koduojamy amino ng&iy. Taip pat sekos 117 aminagstis valinas (V) yra pakeisi:

aminoigst leucimg (L) dél vieno nukleotido polimorfizmcRemiantis informacija iS C
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Picard laboratorijos, i$ kurios buvo gautos HspPBIR sekos, valino pakaijdeucin jtakos

baltymo strukiirai ar veikimui neturi (10 pav.).

TcHsp90_uniprot._PO66
TcHsp90H
Consensus

TcHsp90_uniprot _POGE
TcHep90H
Consensus

TcHsp90_uniprot _POGE
TcHep30H

1 10
I

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

I
HTETFAFOAEINOLHSLITHTFYSHKEIFLRELISHSSDACDKIRYOSL THAAYLGDESHLRIRYYPDKANKTLTYEDTGIGHTKAELY
¥LTLRRRYTHGSSHHHHHHS SGLYPRGSHHDYKDDDDKGIPATETFAFOAEIHOLHSLITHTFYSHKEIFLRELTSHSSDACDKIRYGSL THOAYL GDESHLRYRYYPDKANKTLTLEDTGIGHTKAELY
......................................... HTETFAFOAETHOLHSLITHTFYSHKEIFLRELISHSSDACDKIRYOSLTHAARYLGDESHLR !RYYPDKANKTLTLEDTGIGHTKRELY

180 190 200 210 220 230 240 260 260

I
HHLGTIARSGTKAFHEALEAGGDHSHIGOFGYGF YSAYLYADRY TYYSKHHDDERY THESSAGGTFTYTPTPOCOLKRGTRIVLHLKEDQQEYL EERRL KDLIKKHSEF IGYDIELHYEKATEKEYTDED
HHLGTIARSGTKAFHEALEAGGDHSHIGOF GVGF YSAYLYADRY TYYSKHHDDERY THESSAGGTF TYTPTPOCOLKRGTRIVLHLKEDOOEYL EERRL KDL IKKHSEF IGYDIELHVEKATEKEYTDED
HHLGTIARSGTKAFHEALEAGGDHSHIGOFGYGFYSAYLYADRY TYYSKNNDDERY THESSAGGTF TYTPTPOCOLKRGTRIVLHLKEDOOEYL EERRLKDLIKKHSEF IGYDIELHYEKATEKEYTDED

261
I I
EDEAAATKHEEGEEPKYEEYKDDAEEGEKKKKTKKYKEYTOEFYYOHKHKPLHTRDPKDY TKEEYAAF YKATSHOMEEPLSTKHF SYEGOLEFRATLFYPKRAPFDHFEPSKKRHHIKLYYRRYFINDHC
EDERRART

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

Consensus EDERMT .yt sseanseeraseasssoassensssossessssssssestssessseetssestsstattssssttatestsststsestssssttstsstsstettotestsssassssssssnsss

10 pav.TcHsp90N baltymo sekos iS UniProt duomdrazs ir sekvenuotos DNR, sekos
transliuotog baltymo sek, palyginimas

PET15b-6xHis—TgHsSp90N konstrukto koduojahgiklsp90N DNR rekombinantinio
baltymo seka sutampa StigHsp90N baltymo seka, paskelbta UniProtKB duomieazje
nuo 1 iki 269 aminargsties (identifikacijos nr. S8F228). Nusekvenuotmétrukto DNR
seka buvo transliuofeaminong&iy seky. Gauta baltymo seka palyginta su seka iS dugmen
bazs, jos sutapo. Konstrukto baltymo N-gale matom@aR915b vektoriaus koduojamos
amino ngstys. Sekoskaitos metu nepavyko nusekvenuotitidlimss koduojatios sekos ir
dar 2 pET15b vektoriaus koduojgramino tg&iy sekos (11 pav).

1 1 20 20 a0 50 60 70 80 90 100 1m0 10 130

| I
HADTETFAFHADIQOLHSLITHTFYSHKEIFLRELISHASDALDKIRYERITDPEKLKGAERLF IRIVPHKONNTLTIEDDGIGHTKAELYNHLGTIARSG

TgHep90_uniprot _POG6E

TgHsp90N  XFYSSRILEHMDYKDODDKGIPRARGIOKHADTETFAFHADIOOLASLITNTFYSHKETFLRELTSHASDALDKIRYEATTDPEKLKGAERLFIRTYPHKONNTLTIEDDGIGHTKAEL YHHLGTIARSG
CONSENSUS  ..iiiiiiiinsrnnnsnsssssssssss HADTETFAFHADIOOLHSLITIHTFYSHKEIFLRELISHASDALDKIRYEATTOPEKLKGAERLFIRIYPHKONNTLTIEDDGIGHTKAEL YHHLGTIARSG
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

|
TKAFHEALOAGGDTSHIGOFGYGFYSAYLYADKYTYYSRHHDDEHYYMESSAGGSF TYSKAEGOFENIVRGTRITILHHKEDATEYLEDRRLKDLYKKHSEF ISFPIELAYEKSYDKEITESEDEEKPAED
TKRAFHEALOAGGDISHIGOF GYGFYSAYLYADKY TYYSRHNDDEHYYHESSAGGSF TYSKAEGOFENIYRGTRITLHHKEDOTEYLEDRRLKDLYKKHSEF ISFPIELAYEKSYDKEITESEDEEKPRE
TKAFHEALOAGGDISHIGAFGYGFYSAYLYADKYTYYSRHNDDERYYHESSAGGSF TYSKAEGOFENIYRGTRITLHAKEDOTEYLEDRRLKDLYKKHSEF ISFPIELAYEKSYDKEITESEDEEKPAE

TgHsp90_uniprot _POGE
TgHep90H
Consensus

11 pav.TgHsp90ON baltymo sekos iS UniProt duomédrazs ir sekvenuotos DNR sekos,
transliuotog baltymo sek, palyginimas
3.2.Gauty konstrukty raiskos patikrinimas ir baltym g gryninimas
3.2.1. TbHsp90N geno raiskos patikrinimas irTbHsp90N baltymo gryninimas

TbHsp90N baltymo raiskos pries ir po indukcijos patiknui buvo paruosti pavyzdziai
analizei poliarkrilamido gelyje (12 pav.). Pirmajann trefiajame takelyje yra pavyzdziai
pries bsteliy indukcijg, 0 antrajame ir ketvirtajame pdbHsp90N baltymas yra 31,1 kDa
dydzio — rodyktmis Siek tiek zemiau 35 kDa zyngia riba nurodyta padigusi TboHsp9ON
raiSka. Kadangi gelyje buvo gerai matoma, Joiisp90N baltymas yra ekspresuojamas,
toliau buvo vykdomas Sio baltymo gryninimas metdielatires chromatografijosimu su

IDA sefaroze ir imobilizuotais Nf jonais.
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12 pav.TbHsp9O0N raiskos vaizdas poliakrilamido gelyje. Mattpmy dydzio Zymuo
#SMO0431, 1-34steliy biomasgs meginiai pries indukcy, 2-4 — hsteliy biomasgs meginiai po
indukcijos. Rodyktmis pazynéta padidjusi TboHsp90N baltymo raiska.

Remiantis chromatograma (13 pav.) nustatomos fi@kdiuriose yra baltymo, tai — 21-30
frakcijos. Bradfordo (Bradford, 1978) metodu buvstatyta Siose frakcijose esanbaltymy
koncentracija ir tuomet paruoStieginiai analizei baltym elektroforezs poliakrilamidiniame

gelyje (14 pav.).
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13 pav TbHsp9ON baltymo gryninimo chromatograma Vertlkailsaodo sugen)rle 280
nm ilgio bangos, horizontali — frakcijas. Pirmagikas, pazyrétas raudona rodykle, rodo
visus baltymus, kurie nesudatySiy su nikelio jonais ir yra paSalinami iS kokbés. Antrasis
pikas, pazyritas zalia rodykle, rod®bHsp90N baltymo iSplovimis kolorelés dictjant
imidazolo koncentracijai.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1160 kDa

626kDa

45,0kDa

| ‘S 2 2 A 2 A A A

25,0kDa

18,6 kDa

|
14,4 kDa

14 pav.TbHsp90N gryninimo metalo chelatis chrorﬁatografijos metodu rezultatai baltym
elektroforezs poliakrilamidiniame gelyje. M — baltwpdydzio zymuo #SM0431, 1 —
supernatanto pavyzdys prie$ baltymo grynigigr9 —TbHsp90 frakcijos po gryninimo.

Atsizvelgiant gelio rezultatus ir baltymo koncentracijas 21-Bik€ijose (5 lent.),
nustatytas Bradfordo metodu (Bradford, 1978), 23r2Bcijos buvo sujungtos ir dializuotos
per naki fosfatiniame saugojimo buferyje. Kitierg baltymas buvo perfiltruotas pro Qun
PVDF filtra su polipropilenu, iSpilstytas nedideliais kiekiaisizSaldytas -8@

temperairoje. IS viso buvo gauta 25 mg baltymo.
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5 lentek. TbHsp9ON baltymo koncentracijos frakcijose.

Frakcijos Nr. Baltymo koncentracija, mg/ml
21 0,78
22 1,4
23 1,7
25 3,05
27 2,3
28 1,76
29 1,3
30 0,79

3.2.2. TcHsp90N geno raiskos patikrinimas irTcHsp90N baltymo gryninimas

TcHsp9ON baltymo raiSkos pries ir po indukcijos patikmui naudotuose kamienuose
buvo paruosti pavyzdziai analizei poliarkrilamidelyge. Padidjusi raiSka buvo pastéta
E. coliOneShotBL21(DE3)pLysS kamiene, ébtbliau buvo vykdomas Sio baltymo
gryninimas metalo chelais chromatografijosimu. Grynas baltymas nebuvo gautas.

Galimai padidjusi TcHsp90 baltymo raiSka buvo past&b E.coli BL21(DE3)CodonPlus-
RIL bakteriy kamiene (15 pav.), kuriame tikslinio baltymo raskdukuoti buvo naudotas
1mM IPTG, o biomasbuvo auginta 1% temperatroje per nakt 1,3 g biomass buvo
panaudota bandomajam gryninimui metalo chetatochromatografijosimu pro mag
kolor¢le. IS gelio galima spsti, jog Siame kamiene vyksta tikslinio baltymMdHsp90N
raiSka (16 pav.), tadl buvo uzauginta daugiau bionéggasnaujam gryninimui.

116 kDa

2 R ER2R;

18.6 kDa

144 kDa

e

15 pav.TcHsp90N baltymo raiSka poliakrilamido gelyje. M -IBany dydZio Zymuo
#SM0431, 1-3 — dmginiai prieS indukciy IPTG, 4-5 — mginiai po indukcijos IPTG.
Rodykkmis ties ~30 kDa riba pazyita padidjusi tikslinio baltymo raiska.
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16 pav.TcHsp90N baltymo gryninimo rezuliataizdas poliakrilamidiniame gelyje. M —
baltymy dydzio zymuo #SM0431, 1 — supernatanto pavyzdigs fraltymo gryninirg, 2-4 —
TcHsp90 frakcijos po gryninimo. Rodydthis pazynéta padi@jusi TcHsp90N baltymo
raisSka.

Antrajj kartg gryninimui buvo panaudota 3,65 g biorssDeja chromatograma netod
aiSkus baltymo piko, geliui buvo pasirinktos 15,id67 frakcijos (17 pav.). IS gelio matoma,
jog nepavyko isgryninti SvaradsHsp90N baltymo.

M 2

116 kDa —

|-
|-
|-

62,6 kDa

45 kDa

-
o o A o= 3
:

25 kDa L

18,6 kDa

17 pav.Antrojo TcHsp9O0N gryninimo rezultgtvaizdas poliakrilamidiniame gelyje. M -
baltymy dydzio zymuo #SM0431, 1 — supernatanto pavyzdigs fraltymo gryninirg, 2 —
nespecifiniai baltymai, 3-4 FcHsp90N frakcijos po gryninimo.

3.2.3. TgHsp90N geno raiskos patikrinimas irTgHsp90N baltymo gryninimas
TgHsp9O0N baltymo raiskos pries ir po indukcijos patiknui naudotuose kamienuose
buvo paruosti pavyzdziai analizei poliarkrilamidelyge (18 pav.)E. coliRosseta2 (DE3)
kamiene buvo matoma galimai pagigsi baltymo raiSka, tad buvo atliktas gryninimas
metalo chelaties chromatografijosimu (19 pav.). Baltymo gauti nepavyke.coli One shot
BL21(DE3) Star ir Shuffle T7 Express Competent kamiose padigusios raiSkos nebuvo

nustatyta.
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116 kDa

45 kDa

25kDa

18.6kDa

144 kDa

18 pav.TgHsp90N baltymo raiSkg. coli Rosseta2 (DE3) kamiene. M - baltymydzio
Zymuo #SMO0431, 2 — éginys paimtas priesS indukgijPTG, 3 — néginys paimtas po
indukcijos IPTG. Rodykimis ties ~30 kDa riba pazyta galima baltymo raiska.

M 1 2 3

116 kDa

62.6 kDa:

o oA A

18,6 kDa

19_;5av.TgHépQOI\I_gryhifﬁimo vaizdas gelyje. M - baltyrdydzio Zymuo #SM0431, 1-3
baltymo frakcijos. Rodykimis ties ~30 kDa riba pazyita, kur tuéty bati matomas baltymo
raiSkos padigimas.
3.3TbHsp90N baltymo charakterizavimas
3.3.1. TbHsp90N ir Zmogaus Hsp9a@N baltymy slopinimo ICPD47 slopikliu

palyginimas naudojant terminio poslinkio metody

Terminio poslinkio metodas buvo naudojamasgiaty TbHsp9OON ir zmogaus Hspadl
baltymy slopinimg ICPD 47 slopikliu.

Pug TbHsp9ON baltymo kiekio tirpale, kuriameéna slopiklio, denatruoja49,5 °C
temperairoje. Esant 355,6 UM ICPD 47 koncentracijaigsi® baltymo kiekio denatuoja
59,5 °C temperatoje (20 pav.). Toks tempefabs pokytisirodo, jogTbHsSp9ON baltymas
sudaro rysius su ICPD 47 slopikliu.
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a Tm=59,5 °C (C(slopiklio) = 355,56 uM)
o Tm=49,5 °C (Kontrolé, C(slopiklio) = 0 pM)
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Temperatra

20 pav.TbHsp90Nbaltymo denatravimo temperatra suslopikliu ir be jo.ATm nurodc
skirturm tarp Sij denatiravimo temperadiry.

Pug Zzmogaus Hsp3N baltymc tirpale, kuriame éra slopiklio,denatiruoja 48 °C
temperairoje. Esant 355,6 uM ICPD 47 koncentracpus: Sio baltymo kiekicdenatiruoja
61,8 °C temperatoje (21pav.). Denatravimo temperdiros pokytisjrodo, kad Zmogat
Hsp9@N baltymas taip pat sudarcSius su ICPD 47 slopikliu.

o Tm=61,8°C (C(slopiklio) = 355.56 uM)
o Tm = 48,0°C (Kontrol¢, C(slopiklio) = 0 pM)

00 ATm=13.8°C

Temperattira

21 pav.Zmogaus Hsp3fN baltymo denatravimo temperaira su slopikliu ir be joATm
nurodo skirtum tarp Sij denafiravimo temperadiry.
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Palyginus baltymo dertavimo temperdiras kontroliniame tirpale ir tirpale su ligandu
apskatiuota, kadTbHsp90N baltymo denatavimo temperaira skiriasi 10 °C, o Zzmogaus
Hsp9@N 13,8 °C . AukStesndenatiravimo temperaira leidZia daryti iSvaq] jog ICPD 47
slopiklis jungiasi su Zmogaus Hsp0 baltymu stipriau nei slibHsp90N baltymu.

22-ame paveikdlyje pavaizduotavairiy ligando koncentraaijjtakaTbHsp9ON ir
Zzmogaus Hsp3N baltymy denaiiravimo temperairai.

65

*ICPD47:Kd ~ 50.00nM TbHsp90ON
63 1 ®ICPD47:Kd~5.00nM Zmogaus Hsp90aN -
61 - [ a

59 -
53 - /

49 -~
47 -
45 . . . .

1,E-08 1.E-07 1.E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03
[Lt], M

Tm, °C

22 pav.Baltymy TbHsp90N ir Zmogaus Hsp80l denaiiravimo temperairos priklausomyb
nuo ligando ICPD 47 koncentracijos tirpale. Disog@s konstantos (Kd) nurodo ligando
polinkj atsiskirti nuo baltymo.

ICPD 47 ligando iTbHsp90N baltymo disociacijos konstanta (~50,00 nk&) didesk nei
$io ligando ir Zmogaus Hsp8R disociacijos konstanta (~5,00 nM). Sis skirturieédZia
teigti, kad ICPD 47 ligandas slopiiidHsp90N baltym silpniau nei Zzmogaus Hsp&R

baltymg.
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ISVADOS

. Gauti pET15b-6xHisFboHsp90N, pET15b-6xHiSFcHSpOON ir pET15b-6xHis—
TgHsp9O0N genetiniai konstruktai.

. ThHsp9ON raiSkai naudotds colibakteriy kamienas BL21(DE3)CodonPlus-RIL,
auginimo temperata 37°C, IPTG koncentracija 1 mM, po indukcijos imagna 3 val.
. TcHsp9ON irTgHsp9ON raiskai naudotas naudoEascoli bakteriy kamienas
BL21(DE3)CodonPlus-RIL, auginimo tempeanat 18°C, IPTG koncentracija 1 mM,
po indukcijos auginama per nakt

. 18 6,15 g biomass iSgryninta 25m{@bHsp90N baltymo.

5. Nustatyta, kad’bHsp90N baltym slopina ICPD 47 slopiklis.
6. ICPD 47 slopiklis stipriau slopina zmogaus HsplMDaltymg nei TboHsp90N baltym.
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AISTE DAGYTE

Parazitiniy Hsp90 baltymy N-galo domem klonavimas, gryninimas ir
charakteristika

Genetikos bakalauro stuglikursinis darbas
SANTRAUKA

Bakalauro darbo metu buvo siekiama sukonstiu@gryninti Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi ir Toxoplasma gondsp90 baltymy N-galo domenus, kurietiby tinkami
tolesniems VU Biotechnologijos institute, Bioternmoamikos ir vaisy tyrimy skyriuje
vykdomiems biofizikiniams baltymo — ligandgweikos tyrimams. Darbo meftbHsp90,
TcHsp90 irTgHsp90 dalys, koduoj&ios N-galo domenus, buvterptosj vektoriy pET15b.
Genetiny konstrukty raiSkai buvo panaudot&s coliBL21(DE3)CodonPlus-RIL kamienas.
Buvo nustatyta, jog didziausidbHsp90 baltymo raiSka gaunamateles auginant 3 valandas,
37°C temperatroje LB tergje po geno raiskos indukcijos 1mM IPTTGOHsp90N baltymas
buvo £kmingai iSgrynintasTcHsp90 irTgHsp90 baltym raiSka Siame kamiene labai
nedidet. TcHsp90 irTgHsp90 baltymai nebuvo iSgryninfibHsp90N baltymas buvo tirtas
terminio poslinkio metodu, buvo nustatyta, KeaHsp90N baltymas yra slopinamas ICPD 47

ligandu silpniau nei Zzmogaus Hsp0 baltymas.
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Faculty of Natural Sciences
Department of Botany and Genetics

AISTE DAGYTE

Cloning, purification and characterisation of parastic Hsp90

SUMMARY

The aim of this research project was to clame @urify Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruandToxoplasma gondiN-terminal domains which would be suitable for
further biophysical investigation in the DepartmehBiothermodynamics and Drug Design,
which focuses on protein — ligand interactions. this project the DNA coding for the
terminal domains of th€bHsp90,TcHsp90and TgHsp90 genes, were inserted into pET15b
vector. For expression of these constrictsoli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL strain was used.
The best expression ®bHsp90N protein was noticed while growing this comst for 3
hours at 37C temperature in LB medium after induction with MiPTG. TbhHsp90 protein
was succesfully purifiedlcHsp90N andl'gHsp90N protein expression in this strain was very
low. TcHsp9ON andlrgHsp90N proteins were not purifiedbHsp90N protein was analyzed
using fluorecent thermal shift assay. Results ssiggethat ICPD 47 ligand inhibits
TbHsp90N protein less than human HspRO
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