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SANTRUMPOS

AA/BAA — Akrilamidas / bis-akrilamidas;

Amp — ampicilinas;

ANS — 8-anilinonaftalen-1-sulfoniné rtigstis;

APS —amonio persulfatas;

aps. — apsisukimai;

BHI —angl. Brain Heart Infusion;

DMSO — dimetilsulfoksidas;

dNTP — deoksiribonukleotidas;

DTT — ditiotreitolis;

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

FTSA — fluorescencinis terminio poslinkio metodas;

GHKL — giraziy, Hsp90, histidino kinaziy, MutL Seima;
GRP94 — 94 kDa nuo gliukozés priklausomas baltymas (angl. 94 kDa glucose-regulated
protein);

HEPES — 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfoniné rugstis;
Hsp — Siluminio Soko baltymas (angl. Heat shock protein);
Hsp90C — Hsp90 ortologas chloroplastuose;

Hsp90a — zmogaus Hsp90 a izoforma;

HtpG — aukstos temperatiiros baltymas G (angl. high temperature protein G);
IDA — iminodiacto rugstis;

IEXC — jony mainy chromatografija,;

IMAC — imobilizuoty metaly jony afininé chromatografija;
IPTG - izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozidas;

Kp — jungimosi konstanta;

LB —angl. Lysogeny Broth;

LdHsp90 — Leishmania donovani Hsp90;

LmHsp90 — Leishmania major Hsp90;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

NGD — N galo domenas;

NTD — apleistos tropinés ligos (angl. neglected tropical diseases);
PAGE - poliakrilamidinio gelio elektroforeze;

PEG — polietilenglikolis;

PfHsp90 — Plasmodium falciparum Hsp90;



PGR — polimerazés grandininé reakcija;

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;

PNK — polinukleotid-5°-hidroksil-kinazg;

PSO — Pasaulio sveikatos organizacija;

SOC - angl. Super Optimal broth with Catabolite repression;
TAE — TRIS bazg, acto riigstis, EDTA;

ThHsp90 — Trypanosoma brucei Hsp90;

TcHsp90 — Trypanosoma cruzi Hsp90;

TEMED - tetrametiletilendiaminas;;

TgHsp90 — Toxoplasma gondii Hsp90;

Tm — lydymosi temperatiira;

TRAP1- su TNF receptoriumi susijes baltymas 1 (angl. TNF receptor associated protein 1);
TRIS — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis;

TsHsp90 — Trichinella spiralis Hsp90;



IVADAS

Parazitinés ligos, nepaisant mokslo pazangos ir spar¢iai progresuojancios medicinos,
vis dar yra didelé problema tiek besivystanCiuose regionuose, tiek didelio ekonominio
pajégumo Salyse. Milijonai zmoniy kasmet kencia dél parazitoziy sukeliamy sveikatos,
socialiniy ir ekonominiy problemy, didelé¢ dalis uzsikrétusiyjy mirsta. Parazitinés ligos yra
labiausiai aktualios atograzy regionuose, taciau pastaraisiais deSimtmeciais klimato kaita bei
globalizacija lemia spartéjantj jy plitimg ] anks¢iau nepaveiktas Salis (S6nmez et al., 2019).
Parazitiniy ligy gydymas daznu atveju yra komplikuojamas didelio vaisty toksiSkumo zmogui
bei sparciai besivystanciy parazitiniy organizmy atsparumo veikliosioms medziagoms (Horn
and Duraisingh, 2014). Sios problemos sukuria naujy, efektyvesniy ir saugesniy vaisty
poreikij.

Vienas 1§ potencialiy antiparazitinés terapijos taikiniy yra molekulinis Saperonas
Hsp90. Sis baltymas yra atsakingas uz tinkama baltymy-klienty (baltymy, su kuriais
Saperonas sgveikauja) tretinés struktiiros jgavimg, susirinkimg | daugiabaltyminius
kompleksus (Schopf et al., 2017). Daugybé skirtingy, jvairiuose metaboliniuose ir
signaliniuose procesuose dalyvaujanciy baltymy yra Hsp90 klientai (Picard, 2020), todél
Saperono vaidmuo lastelés reguliacijoje yra itin rySkus. Akivaizdus Saperono raiSkos
padidéjimas lastelése stebimas esant atsakui j jvairius stresinius veiksnius, tokius kaip
temperatliriniai svyravimai, sunkiyjy metaly, laisvyjy radikaly poveikis (Taipale et al., 2010).
Gerai dokumentuota Hsp90 svarba parazitiniy organizmy vystymuisi ir iSgyvenimui
Seimininko organizme infekcijos metu (Roy et al., 2012) skatina naujy junginiy, slopinanciy
parazity Hsp90, vystyma.

Tokie Hsp90 slopikliy tyrimai atlickami ir VU Biotechnilogijos instituto
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje. leSkoma cheminiy junginiy, stipriai bei
specifiSkai besijungianciy Hsp90 ATP suriSanc¢iame N galo domene. Pirmosiose vaisty
vystymo stadijose yra svarbu gauti grynus ir stabilius baltymy méginius, atlikti slopikliy
jungimosi termodinaminius matavimus, nustatyti tiriamy baltymy-ligandy kompleksy
struktiiras. Sio magistrinio darbo metu buvo atlickami SeSiy parazitiniy pirmuoniy
(Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii,
Leishmania donovani, Leishmania major), vienos parazitinés kirmélés (Trichinella spiralis)
bei zmogaus Hsp90 N galinio domeno termodinaminiai ir kristalografiniai tyrimai, siekiant
gauti reikSmingos informacijos, reikalingos kuriant efektyvius Hsp90 slopiklius, galinCius

tapti naujy vaisty veikligja medziaga.



Darbo tikslas:

Gauti kristalus, reikalingus parazity ir Zzmogaus Hsp90 struktiroms su slopikliais
nustatyti.

Darbo uzdaviniai:

e Surasti optimalias salygas TCHsp90N raiskai Escherichia coli bakterijose ir
1Sgryninti baltyma.

e Nustatyti rekombinantinio TCHsp90N baltymo stabilumag ir patikrinti jo sgveikg
su parinktais slopikliais ICPD26, ICPDA47 ir 17-AAG.

e Atlikti LmHsp90N, LdHsp90N, PfHsp90N, TgHsp90N, TbHsp90N, TsHsp90N
ir Hsp90oN kristalizacijos salygy paieska.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Parazitinés ligos
1.1.1 Parazitiniy ligy aktualumas

Parazitiniy organizmy sukeliamos ligos, arba parazitozés, nepaisant spartaus medicinos
progreso, vis dar iSlicka didele problema pasaulyje. Nors paprastai siejamos su
besivystanciais regionais, kai kurios jy yra aktualios ir didesnio ekonominio pajégumo Salyse
(Fletcher et al., 2012), o dél tokiy veiksniy kaip kelionés, migracija ar klimato kaita, ligos,
anksCiau endeminés konkreciose zonose, iSplinta j naujas teritorijas. Parazitiniai susirgimai
yra sukeliami organizmy, gyvenanciy ir besidauginanciy Seimininky organuose. Parazitiniams
organizmams priskiriami pirmuonys (vienalgsCiai eukariotiniai organizmai), helmintai
(ploksciosios, apvaliosios ir kitos kirmélés) bei ektoparazitai (daugialgs€iai organizmai,
gyvenantys Seimininko iSoréje, daznai vabzdZziai ar voragyviai). Virusinés ir bakterinés
infekcijos néra priskiriamos parazitozéms (CDC, 2019).

Daugelis parazitiniy infekcijy yra paplitusios Siltuose ir drégnuose tropiky, subtropiky
ir vidutiniy platumy regionuose (Wang, 2017). Ypac didele Siy ligy nastg patiria Uzsachario
Afrikos $alys, kurioms buidingas ekstremalus skurdas. Pasaulio sveikatos organizacija (PSO)
i§skiria atskirg kategorija infekcijy, daznai parazitiniy, vadinamy apleistomis tropinémis
ligomis (angl. neglected tropical diseases, NTD), paplitusiy tropiniuose ir subtropiniuose
regionuose ir bendrai charakterizuojamy savo neproporcingu poveikiu neturtingiausioms
Zmoniy populiacijoms. D¢l to, kad labiausiai paveikia skurdZiausius pasaulio regionus,
istoriSkai buvo dedama maziau pastangy Siy ligy eliminavimui. Be sukelty mir¢iy ir
akivaizdzios Zalos uZsikrétusiyjy sveikatai, apleistos tropinés ligos siejamos su dar didesniu
skurdo jsigaléjimu, socialinémis ir ekonominémis pasekmémis. NTD sukeltas fizinis
nejgalumas bei augimo ir kognityvinio vystymosi sutrikdymas mazina Zmoniy galimybes
gyventi produktyvy gyvenimg, neigiamai paveikia bendruomenes ir istisas Salis (Hotez et al.,
2016; Mitra and Mawson, 2017). Taip pat parodyta, kad nuo Siy ligy kencian¢iy zmoniy
patiriama diskriminacija, socialiné stigmatizacija ir statuso visuomenéje praradimas turi ne tik
ekonominiy pasekmiy, bet ir yra susij¢ su suprastéjusia gyvenimo kokybe ir pablogéjusia
psichine sveikata (Hofstraat and van Brakel, 2016). PSO apleisty tropiniy ligy kategorijai
priskiria dvideSimt susirgimy, i§ kuriy trys yra sukeliami pirmuoniy, du virusy, penki
bakterijy, astuoni helminty, du gyviiny jkandimy. Teigiama, kad Sios ligos paveikia per
milijardg Zmoniy 149 Salyse ir kasmet lemia Simtus tukstan¢iy mir¢iy (Molyneux et al., 2017,
PSO, 2020). Dalis parazitiniy ligy, nepriskiriamy NTD grupei, plinta ne vien skurdziose

9



Salyse. Toksoplazmozés atvejai fiksuojami visame pasaulyje, jskaitant aukSto ekonominio
pajégumo Salis (Pappas et al., 2009), o maliarija — daugiausiai gyvybiy nusineSanti parazitiné
liga — pavojinga bene pusei visos zmoniy populiacijos (PSO, 2020).

Pastaraisiais deSimtmeciais imtasi priemoniy parazitiniy ligy suvaldymui ir
eliminavimui — mazéjant skurdui, uztikrinama prieiga prie Svaraus geriamojo vandens bei
maisto produkty, jmanoma efektyvesné higiena, skiriama vis daugiau resursy Svietimui ir
informacijos sklaidai bei ligy prevencijai. Didelg reikSme ligy plitimo sulétinimui turi
vektoriy (vabzdziy, per kuriy jkandimus perduodami patogenai) kontrolé, o kai kuriy
susirgimy sustabdymui padeda prevenciné chemoterapija (Hotez et al., 2007). Dél Siy
pastangy, kai kurias ligas pavyko beveik iSnaikinti ar labai sumazinti atvejy skaiciy.
Pavyzdziui, helminto sukeliamos drakunkuliozés pasireiSkimy skaic¢ius sumazéjo nuo daugiau
nei trijy milijony 1980-taisiais iki vos penkiasdesimt keturiy 2019-taisiais (PSO, 2019). Visgi,
vienoms ligoms atsitraukiant, kitos yra eliminuojamos lé¢iau ar fiksuojami nauji protriikiai.
D¢l kariniy konflikty ir jy lemiamos sveikatos apsaugos sistemos grifities Afganistane,
Sirijoje bei Irake, Siose teritorijose stipriai padidéjo sergamumas tokiomis parazitinémis
ligomis kaip odos leismaniozé (Hotez, 2015).

Ger¢janti skurdZiausiy Saliy ekonominé situacija ir jos lemiamas sveikatos apsaugos
iSvystymas leidzia optimistiSkai zvelgti | parazitiniy ligy situacijg ateityje. Visgi, net ir
sparciai besivystant mokslui, tikétina, kad visuomené ateityje susidurs su naujais is$Sukiais.
Manoma, kad ateityje did¢jant Saliy ekonominiam pajégumui bei vykstant urbanizacijai,
daugés zmoniy, gyvenanciy neturtinguose lisnyny kvartaluose, o ligos, paprastai laikomos
kaimiSky vietoviy problema, neiSnyks, o papraséiausiai persikels j miestus, kur dél artimo
kontakto galés plisti dar papras¢iau (Hotez, 2018). Kita problema, su kuria susiduria zmonija,
yra klimato kaita. Sio proceso lemiama kylanti temperatiira bei besikei¢iantys krituliy kiekiai
daro jtakg gyviny rasiy i$plitimui, jskaitant ir parazitus perneSancius vabzdZzius-vektorius.
Apie Siuos pokyCius signalizuoja maliarijos ir kity tropiniy ligy atvejy didéjimas piety
Europoje (Hotez, 2016), o taip pat ligy, kurios jau budingos $iam regionui, tokiy kaip
leisSmaniazé, plitimas j Siaurés Europa (Naucke et al., 2008; Ready, 2010). Nors sparti mokslo

pazanga, susijusi su modernia diagnostika, naujomis vakcinomis bei vaistais, ateityje turéty

Vv —

Lietuvai, kaip ir daugeliui Europos valstybiy, dé¢l vyraujancio klimato bei esamo
ekonominio statuso, néra budingos sunkios parazitinés infekcijos. Visgi, vektoriaus
nebuvimas ir aukStas medicinos lygis Salyje néra pakankamos salygos visiskai uzkirsti kelig
parazitoziy plitimui. Ligas, plintanéias per maisto produktus ir vandenj, galima kontroliuoti

laikantis tinkamy sanitariniy saglygy, tac¢iau nusizengimy pasitaiko, ir kone kasmet fiksuojami
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tam tikry parazitiniy susirgimy protriikiai (pavyzdziui, trichineliozés 1§ uzkrésty Serny mésos).
Vésaus klimato nulemtas jvairiy vabzdziy-vektoriy nebuvimas taip pat ne iki galo leidzia
iSvengti atograzy regionams budingy ligy. Dél pastaraisiais deSimtmeciais palengvéjusios
migracijos bei kelioniy jvairios, anksCiau konkreCiuose geografiniuose regionuose
lokalizuotos ligos, nesunkiai gali iSplisti j bene visas pasaulio Salis (Sonmez et al., 2019).
Lietuva néra iSimtis i§ kity Europos valstybiy, ¢ia kasmet yra fiksuojami jvairiy, net ir

regionui nebudingy, parazitiniy ligy atvejai (1 pav.).

160 B Trichineliozé —
® Toksoplazmozé
140 - I —
Maliarija
120 - B Retos tropinés parazitozés
.— 100 -
2,
z 80 -
<
60 -
40 -
20 -
0 -
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Metai

1 pav. Uzfiksuoti kai kuriy parazitiniy ligy atvejai Lietuvoje. UzkreCiamyjy ligy ir AIDS
centro metiniy ataskaity duomenys (ULAC, 2020).

Viena dazniau pasitaikanciy parazitoziy Lietuvoje — toksoplazmozé, kuria kasmet
uzsikrecia po keliasdesimt Zzmoniy. Panasi situacija ir su trichinelioze, kurios atvejy pasitaiko
nereguliariai, taciau uzsikrétusiems neretai reikalinga mediky pagalba. PrieSingai nei Siy
dviejy ligy atveju, kai kasmet galima stebéti tam tikrg pasireiskimy mazéjimo tendencija,
jveztinés infekcijos fiksuojamos reguliariai. Taip pat galima pastebéti, kad labai daznai Siomis
ligomis uzsikrétusiems yra reikalinga rimta pagalba — pavyzdziui, 2019 m. i$ septyniy

zmoniy, uzsikrétusiy maliarija, Sesi buvo gydomi ligoninéje (ULAC, 2020).
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1.1.2 Parazity apzvalga

Nors parazitinés ligos turi nemazai bendrumy (daZniausiai paveikia labiausiai
pazeidziamas visuomenés grupes, pasizymi gydymo sunkumais), visy jy sukéléjai yra
unikaliis organizmai, kuriems biidingi fiziologijos, paplitimo, infektyvumo skirtumai. D¢l Sios
priezasties néra universaliy antiparazitiniy vaisty, kiekvienas gydymo kursas turi biuti
pritaikomas konkreciam sukéléjui. VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir
vaisty tyrimy skyriuje vykdomuose vaisty paieskos eksperimentuose dirbama su keleto
skirtingy parazitiniy organizmy baltymais. Tyrimy objektai yra skirtingoms filogenetinéms
grupéms priklausantys parazitai: Kinetoplastea klasei priskiriami Leishmania major,
Leishmania donovani, Trypanosoma brucei ir Trypanosoma cruzi, Apicomplexa tipui
priskiriami Toxoplasma gondii bei Plasmodium falciparum ir Nematoda tipo kirmélé

Trichinella spiralis. Toliau pateikiama Siy organizmy apzvalga.
1.1.2.1 Leishmania major ir Leishmania donovani

Leishmania — vidulgsteliniai obligatiniai parazitiniai pirmuonys, gebantys sukelti
leiSmanioze. Infekcija kyla po uzsikrétusios smélio musés (lot. Phlebotominae) jkandimo.
LeiSmanijos rasys skiriasi sukeliama ligos forma, yra paplitusios skirtinguose geografiniuose
regionuose. L. donovani yra antroponotiné rasis, gebanti sukelti visceraling ligos forma
zmonéms ir daugiausiai paplitusi Piety Azijoje ir Afrikoje. Kita zmogui pavojinga rasis — L.
major — sukelia odos leismanioze ir yra labiausiai paplitusi Afrikoje, Viduriniy Ryty regione
ir Centrinéje Azijoje (Alemayehu and Alemayehu, 2017). Liga daznai siejama su skurdu ir i§
to kylan¢ia nepakankama mityba, prastu apgyvendinimu, silpna imunine sistema ir finansiniy
iStekliy trikumu. Kasmet uzfiksuojama Simtai tukstanciy susirgimo atvejy ir deSimtys
tukstan¢iy mirciy. Visceraliné ligos forma (dar vadinama kala-azar) yra mirtina 95% atvejy,
jet yra negydoma. Pagrindiniai simptomai yra karS¢iavimo priepuoliai, svorio kritimas,
bluznies bei kepeny tinimas, anemija. Odos leiSmanioz¢ — daZniau pasitaikanti, taciau
lengvesné forma. Pagrindinis simptomas — opy formavimasis atvirose kiino vietose. Ant odos
gali susiformuoti Simtai opy, o joms uzgijus lieka randai (PSO, 2020).

Gydymas priklauso nuo ligos formos bei parazito rasies ir daZznai gali bati
nes¢kmingas dél imunosupresijos ar parazito atsparumo. Pirmaeilis vaistas leiSmaniozei
gydyti yra penkiavalentis stibis (Sb>). Kaip veiklioji medziaga skirtingy preparaty sudétyje
jis taikomas visceralinei bei odos lei$maniozés formoms gydyti. Siy vaisty veikimas
greiCiausiai pasizymi parazity glikolizés ir riebaly riigsciy oksidacijos procesy slopinimu
(Haldar et al., 2011). Visgi, yra zinoma, jog ilgametis stibio preparaty vartojimas skatina
parazity atsparumo jiems i§sivystymg. Antraeiliai vaistai, tokie kaip tripanosomoziy gydymui
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naudojami pentamidinas ir amfotericinas, taip pat yra pasitelkiami kovai su Leishmania
infekcija. Antivézinis preparatas miltefosinas, gebantis inhibuoti Iastelés AKt/PKB signalinius
kelius, naudojamas kaip treCiaeilis vaistas Leishmania infekcijai gydyti ir pasizymi
paprastesniu vartojimu (per burng, kai tuo tarpu kiti vaistai yra intraveniniai) bei trumpu
gydymo kursu. Visgi, visiems Siems vaistams yra budingi stipriis Salutiniai poveikiai, daznai
susije su kraujotakos sistemos pazeidimu. Daugelis naudojamy vaisty yra netinkami tam
tikroms zmoniy grupéms, pavyzdziui, nés¢ioms moterims. Kol kas efektyviausias biidas
uzkirsti kelig leiSmaniozei yra kombinuotos terapijos, vienu metu naudojant kelis vaistus.
Tokiu biidu parazitai eliminuojami efektyviau, dél to sutrumpéja gydymo trukmé (Ghorbani
and Farhoudi, 2017).

1.1.2.2 Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum — parazitas, sukeliantis didzigja dalj maliarijos atvejy.
Pirmuonis Zmonéms yra perneSamas per uzkrésty maliariniy uody (lot. Anopheles) pateliy
jkandimus. Teigiama, kad beveik pusé pasaulio zmoniy populiacijos yra rizikos zonoje.
Kasmet uzfiksuojama Simtai milijony ligos atvejy ir Simtai tikstan¢iy mirciy. Maliarija ypac
pavojinga kudikiams, jaunesniems nei penkeriy mety vaikams, néS¢iosioms ir Zmonéms,
uzsikrétusiems ZIV. Maliarija gali biiti apibidinama kaip iminé karstiné. Pirmieji simptomai,
tokie kaip karS¢iavimas, galvos skausmas, $al¢io krétimas, gali buti nestipriis ir sunkiai
priskiriami maliarijai. Jeigu liga negydoma pirmagsias dvideSimt keturias valandas, gali
progresuoti ir daznu atveju lemti mirtj. Vaikams, kuriems pasireiSkia sunki ligos forma,
daznai iSsivysto tokie simptomai: sunki anemija, kvépavimo taky sutrikimai, susij¢ su
metaboline acidoze, cerebraliné maliarija. Suaugusiems taip pat gali pasieiksti daugybinis
organy nepakankamumas (PSO, 2020).

Efektyviausia kovos su P. falciparum sukelta maliarija priemoné $iuo metu yra
artemisinino pagrindo vaisty kombinacijos. Artemisininas yra i§ natiraliy Saltiniy gaunamas
cheminis junginys, kurio veikimui privaloma jo aktyvacija kraujyje. Si aktyvacija jvyksta, kai
hemo gelezies (IT) oksidas skelia molekulés endoperoksido Zieda (Tilley et al., 2016). Sio
proceso metu yra atpalaiduojami laisvieji radikalai, kurie pazeidzia parazito baltymus. Dél jo
trumpo veikimo laiko bei galimybés iS$sivystyti atsparumui, arteminisinas skiriamas kartu su
kitais, paprastai ilgiau veikianCiais vaistais (tokiais kaip amodiakinas, piperakinas,
pironaridinas, lumefantrinas, meflokinas ar sulfadoksinas/pirimetaminas). Si kombinuota
terapija paprastai skiriama oraliniu biidu esant lengvesnéms ligos formoms. Kovai su sunkia ir
komplikuota maliarija rekomenduojamas intraveninis pusiau sintetinis artemisinino darinys

artesunatas, pasizymintis geresniu jsisavinimu ir efektyvumu. Paprastai $iy vaisty Salutiniai
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efektai néra labai sunkis, daznai primenantys maliarijos simptomus. Visgi, pagrindinés
problemos, su kuriomis susiduriama taikant gydyma yra auksta vaisty kaina ir vis labiau
plintantis P. falciparum atsparumas veikliosioms medziagoms (Tilley et al., 2016; PSO,
2018).

1.1.2.3 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii — parazitinis vienalgstis pirmuonis, sukeliantis zinduoliy liga
toksoplazmozg. Pirminiai mikroorganizmo Seimininkai yra katiniy Seimos atstovai, gebantys
Salinti subrendusias oocistas savo i§matose. Zmonés uzsikrésti gali jvairiais budais, ta¢iau
pagrindinis jy — per maista, vartojant nepakankamai termiSkai apdorotg uzkrésty gyviiny mésa
arba neSvarius vaisius bei darzoves. Toksoplazmozé, prieSingai nei didelé dalis kity
pirmuoniy sukeliamy ligy, yra aktuali ne tik skurdziuose ar tropinio klimato regionuose —
kasmet Europoje uZzfiksuojama apie milijonas uZsikrétimo atvejy. Teigiama, kad iki 95%
uzsikrétimo atvejy liga yra besimptomé, nes sveiko individo imuniné sistema efektyviai
kovoja su parazitu. Visgi, T. gondii islicka zmogaus organizme ir, esant imunosupresijai, gali
tapti aktyvus. Imunodeficito atveju (pvz., sergant AIDS), liga gali sukelti intensyvius
sutrikimus, tokius kaip akiy infekcija ar encefalitas ir gali biiti mirtina. Toskoplazmozé ypac
pavojinga néscioms moterims, nes uzsikrétus néStumo metu ar pries pat ji, infekcija gali lemti
persileidimg arba gimusio vaiko nejgaluma (PSO, 2015).

Ligai gydyti taikoma kombinuota pirimetamino, sulfodiazino ir folio riigsties terapija.
Vaistai veikia per folio riigSties metabolizmo inhibicija. NéSciosioms paprastai skiriamas kitas
preparatas — spiramicinas, sumazinantis tikimybe toksoplazmoze perduoti vaisiui (CDC,
2018). Pagrindinés problemos, susijusios su ligos gydymu, yra parazito gebéjimas jsitvirtinti
1Soriniam poveikiui atspariose cistose, didelis Siuo mety naudojamy vaisty neigiamas poveikis
(daZniausiai pasireiSkiantis stipriomis alerginémis reakcijomis bei kauly Ciulpy supresija) ir
labai ilgy gydymo kursy poreikis. Nustatyta, kad net 62 % nuo toksoplazmozés gydyty
Zmoniy pajaucia Salutinj vaisty poveikj ir net 44 % prireikia keisti terapija (Alday and
Doggett, 2017).

1.1.2.4 Trichinella spiralis

Trichinella spiralis — parazitinis nematodas, sukeliantis zmoniy ir gyviny liga
trichineliozg. UzsikreCiama valgant nepakankamai termiskai apdorota gyviiny mésg (ypac
kiaulieng arba Sernieng) su cistomis. Patekusios | zarnyng, lervos yra iSleidziamos 1§ cisty,
subresta, pasidaugina ir palikuonys migruoja j raumenis. Parazitas yra paplitgs visame
pasaulyje, ir kasmet uzfiksuojama apie desimt tiikstanciy ligos atvejy. Infekcija  gali  bati

suskirstyta j dvi stadijas: zarnyno ir raumeny. Patekusios j Zarnyng, lervos gali sukelti
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gastroenteritg, susijusj su diar¢ja ir pilvo skausmais. T. spiralis lervoms migruojant, jos ir jy
metabolitai sukelia organizmo atsaka, susijusj su imunologiniais, patologiniais ir
metaboliniais pakitimais. Tokiy pakitimy pasekmé gali buti audiniy edema (ypac aplink akis),
kraujagysliy sieneliy uzdegimas ar iSbérimai. Uminio uzdegimo simptomai, atsirandantys
parazitui patenkant ] raumenis, gali biiti karSCiavimas, raumeny skausmas, galimos
komplikacijos, tokios kaip miokarditas ar encefalitas. Retais atvejais, trichineliozé gali
pasibaigti mirtimi. Gydymas yra efektyvus, jei pradedamas ankstyvose stadijose, nes, po lervy
Jsitvirtinimo raumenyse, jos tampa atsparios vaistams ir gali i$likti gyvybingos daugel; mety
(Gottstein et al., 2009).

Pagrindiniai vaistai trichineliozei gydyti yra mebendazolas ir abendazolas. Sie
preparatai yra skiriami pradinése ligos stadijose, yra nutaikyti | mikrovamzdeliy sinteze
helminto Igstelése ir uzkerta kelig jo gebéjimui apsigaubti cistomis. Sie vaistai negali biiti
naudojami nés¢iy motery ir vaiky iki dviejy mety amziaus ir, nors yra salyginai saugis, kai
kuriais atvejais gali sukelti kauly Ciulpy supresija. Sunkesnéms infekcijos formoms gydyti
gali buti taikomi steroidai, tokie kaip prednisonas, dazniausiai skirti uzdegimui ir raumeny
skausmui sumazinti, taciau, kaip minéta, po jsitvirtinimo raumenyse, T. spiralis pasalinimas

tampa komplikuotas (CDC, 2019).
1.1.2.5 Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei — vienalgstis parazitinis pirmuonis, sukeliantis zmogaus afriking
tripanosomoze, kitaip dar vadinama mieglige. Liga gali uZsikrésti tiek laukiniai bei naminiai
gyvinai, tiek zmonés, o pagrindinis perneS§imo vektorius yra musé cécé (lot. Glossina).
Didziausias pavojus uZzsikrésti tripanosomoze egzistuoja Uzsachario Afrikos Salyse, kur ligos
proverziai daro didZiule Zalg Zmoniy gerovei, galvijy auginimui bei Zemés ikiui. Nors
pastaraisiais metais matoma dokumentuoty ligos atvejy maZéjimo tendencija, milijonai
Zmoniy vis dar gyvena aukSta uzsikrétimo rizika pasiZyminciuose regionuose. Yra galimos
dvi ligos formos, priklausomai nuo to, kokiu parazitu uzsikre¢iama. T. brucei gambiense yra
atsakingas uz 98 % susirgimy atvejy ir sukelia chroniSkg infekcijos formg. Parazitas gali
iSlikti organizme ménesius ar net metus po uzsikrétimo nesukeldamas simptomy, o kai jie
pasireiSkia, liga gali buti progresavusi ir paveikusi centring nervy sistema. Kitas pirmuonis T.
brucei rhodesiense yra susij¢s su timine tripanosomozés forma. Pirmieji simptomai atsiranda
po keleto savaiiy ar ménesiy nuo uZzsikrétimo, liga sparciai vystosi ir apima centring nervy
sistema ir, jei negydoma, Seimininkg gali nuzudyti per Sesis ménesius (PSO, 2020). Po musés
céce jkandimo, parazitas patenka ] kraujotakos sistema, kur dalijasi ir sukelia nespecifinius

simptomus, tokius kaip galvos ir sgnariy skausmas, kar§Ciavimas, silpnumas, sgstingis, odos
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niezéjimas, limfadenopatija. Sis periodas vadinamas hemolimfatine ligos stadija. Parazitui
peréjus kraujo-smegeny barjerg bei nukeliavus 1 centring nervy sistemg, prasideda
meningoencefalitine ligos stadija. Jai budingi intensyvis neurologiniai simptomai, tokie kaip
miego ir psichiatriniai sutrikimai, ataksija, traukuliai, koma (Biischer et al., 2017; PSO, 2020).

Ligai gydyti $iuo metu naudojami $eSi vaistai, kurie yra skiriami atsizvelgiant j
sukéléja (T. brucei gambiense ar T. brucei rhodesiense) bei stadija (hemolimfatiné ar
meningoencefaliting). T. brucei gambiense sukeltai infekcijai pirmojoje stadijoje gydyti
skiriamas pentamidinas. Jo veikimo mechanizmas néra visai aiSkus, manoma kad jis jungiasi
prie DNR, yra atsakingas uz mitochondrinés membranos suardymg (Lanteri et al., 2008).
Antrajai T. brucei gambiense stadijai gydyti skiriama nifurtimokso-eflornitino kombinacija,
nutaikyta j parazito ornitino dekarboksilaz¢ (Bacchi et al., 1980). Suraminas yra skiriamas
gydyti T. brucei rhodesiense sukelta infekcija pirmoje jos stadijoje. Vaisto taikinys yra
piruvato kinazés (Morgan et al., 2011). Meningoencefalitinei T. brucei rhodesiense sukeltos
infekcijos stadijai gydyti naudojamas melarsoprolas, veikiantis tripanotiong — parazito
molekule, uztikrinan¢ia redukuojancia aplinka lasteléje (Fairlamb et al., 1989). Sis vaistas yra
itin toksiskas, net 10 % pacienty sukelia reaktyvig encefalopatija (pasireiskiancia kaip koma,
traukuliai, cerebraliné edema), nuo kurios pusé jy mirSta (Biischer et al., 2017). Visy Siy
vaisty pateikimo budas yra intraveninis, o tai sukelia problemy nesant pakankamy sanitariniy
salygy. Melarsoprolas yra tirpinamas propilenglikolyje, todél Sio vaisto injekcijos yra itin
skausmingos. Vienintelis oraliniu btidu skiriamas vaistas yra feksinidazolas. Tai naujas
preparatas, skiriamas abiems T. brucei gambiense stadijoms gydyti. Mechanizmas, manoma,
susijes su parazito nitroreduktaziy aktyvacija ir reaktyviy aminy, mutageniSky ir toksisky
tripanosomoms, generacija (Torreele et al., 2010). Visgi, nors ir paprasiau pateikiamas,
vaistas, kaip ir visi kiti, turi nemenky $alutiniy poveikiy (Lindner et al., 2020). Taigi, nors ir
veiksmingi, vaistai, $iuo metu skiriami miegligei gydyti, turi nemenky trilkumy, susijusiy su
sudétingu vartojimu ir neigiamu poveikiu pacientui. Taip pat pastaraisiais metais pastebimas
atsirandantis parazity atsparumas tokiy vaisty kaip pentamidinas ir melarsoprolas

veikliosioms medziagoms (Graf et al., 2013).
1.1.2.6 Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi — parazitinis pirmuonis, atsakingas uz Ameriking tripanosomozg,
dar vadinama Cagaso (Cago) liga. Pagrindiniai ligos Zidiniai yra Lotyny Amerikos 3alys,
taciau pastaraisiais deSimtmeciais stebimas iSplitimas tiek j Jungtines Amerikos Valstijas ir

Kanada, tiek j daugelj Europos, kai kurias Afrikos bei Azijos $alis (Guhl, 2017). Infekcija yra

glaudZiai susijusi su skurdu ir pazeidZiamomis visuomenés grupémis ir PSO yra

16



klasifikuojama kaip viena i$ apleisty tropiniy ligy. Skai¢iuojama, kad visame pasaulyje nuo
Sesiy iki septyniy milijony zmoniy yra uzsikréte T. cruzi parazitu ir kasmet dél ligos mirsta
apie desimt tikstandiy (PSO, 2020). Kitaip nei Afriking tripanosomoze, Cagaso liga pernesa
kraujasiurbés Triatoma genties blakés. Sie vabzdZiai yra paplite kaimiskose ir priemieséiy
vietovése ir gyvena namy sienose bei stogy jtrukimuose. Paprastai yra aktyviis naktj ir
parazitinj organizmg zmogui perduoda per jkandima | atviras odos vietas (paprastai veida).
Triatoma vabzdziui pasimaitinus krauju, jis su iSmatomis i$skiria T. cruzi, kuris per jkandimo
zaizda ar gleiving (akiy) patenka j Zzmogaus organizmg. Egzistuoja ir kiti uzsikrétimo budai:
perdavimas i§ motinos vaisiui, perdavimas per krauja ir transplantacijas, ir reciau
pasitaikantys — vartojant uzter§ta maista ir vandenj bei dél nelaimingy atsitikimy
laboratorijose (Pérez-Molina and Molina, 2018; PSO, 2020).

T. cruzi, kaip ir daugeliui parazitiniy pirmuoniy, budingas sudétingas gyvenimo ciklas,
pasizymintis variacija tarp skirtingy morfologiniy formy, susijusiy su prisitaikymu i§gyventi
jvairiomis aplinkos salygomis. Zmogaus organizme parazitas gali egzistuoti dviem formomis.
ZiuZeliuota tripomastigota yra parazito forma, kurig vabzdys pasalina i§ savo organizmo su
iSmatomis ir kuri geba patekti ] Seimininko organizma per zaizdas ir gleivines.
Tripomastigotos yra judrios ir geba patekti j jvairias Zmogaus lasteles, tafiau negeba
daugintis. Lasteliy viduje tripomastigotos transformuojasi j amastigotas. Si pirmuonio forma
neturi ziuzelio, yra nejudri ir geba dalytis jvairiose organizmo lgstelése, daZniausiai —
mezenchiminése. Trecioji morfologiné forma — epimastigota — egzistuoja vabzdzio zarnyne
(Pérez-Molina and Molina, 2018). Liga pasireiskia dviem stadijomis — Gmine ir chroniska.
Uminés stadijos metu kraujyje cirkuliuoja didelis kiekis parazity, tadiau pasireiskiantys
simptomai paprastai yra neintensyviis ir nespecifiniai (karS¢iavimas, galvos skausmas,
padidéj¢ limfmazgiai, tinimai, raumeny, pilvo, kriitinés skausmai). Ligai peréjus | chroniska
stadija, parazitas slepiasi Sirdies ir Zarnyno raumeny lastelése, todel daliai uzsikrétusiyjy
pasireiSkia Sirdies ir virSkinamojo trakto paZeidimai, nereti ir neurologiniai sutrikimai.
Ilgalaiké infekcija gali nulemti staigia mirtj dél Sirdies aritmijos, susijusios su parazito
sukeltais pazeidimais (PSO, 2020).

Du preparatai — benznidazolas ir nifurtimoksas — yra skiriami Cagaso ligai gydyti. Abu
vaistai pasizymi auks$tu efektyvumu, kai yra skiriami netrukus po infekcijos pradzios —
iminés stadijos metu (jskaitant ir jgimtg ligos formg). Kur kas sudétingesnis gydymas ligai
peréjus | chroniska forma, Siuo atveju vaistai gali sumazinti mirtinguma, taiau visiSkas
pasveikimas néra uztikrinamas. Nifurtimoksas — pirmasis efektyvus vaistas T. cruzi infekcijai
sustabdyti. Jo veikimo principas néra iki galo aiSkus: ilgg laikg manyta, jog jis susijes su

oksidaciniu stresu ir yra atsakingas uz laisvyjy radikaly generavimg. Visgi, kai kurie tyrimai
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rodo, kad jo aktyvumas priklauso nuo pirmo tipo tripanosominés nitroreduktazés (Hall et al.,
2011). Vaistas, nors ir efektyvus chroniskai ligos stadijai gydyti (ypac¢ vaikams), net iki
97,5 % pacienty sukelia neigiamus Salutinius efektus ir iki 75 % zmoniy gydymas turi buti
nutraukiamas (Pérez-Molina and Molina, 2018). Dazniausi $alutiniai poveikiai yra svorio
kritimas, anoreksija, neurologiniai sutrikimai, pykinimas ir vémimas, bei karS¢iavimas ir
bérimas. Dél Siy nifurtimokso trikumy, pirmenybé teikiama kitam vaistui benznidazolui,
pasizymin¢iam ne tik geresniu toleravimu, bet ir audiniy pralaidumu bei efektyvumu. Keli
skirtingi veikimo mechanizmai priskiriami Siam vaistui: kovalentiné DNR, baltymy ir lipidy
modifikacija, adukty su guanozino bazémis DNR ir RNR suforrmavimas, poveikis fumarato
reduktazei (Ribeiro et al., 2019). Pagrindinis Salutinis vaisto poveikis yra odos bérimas (iki
50 % pacienty), taip pat virSkinimo sutrikimai, anoreksija, galvos skausmas, miego sutrikimai.

Sio vaisto terapija nutraukiama iki 29 % pacienty (Pérez-Molina and Molina, 2018).

Yra keletas priezasCiy, kodél parazitoziy, sukelty tiek pirmuoniy, tiek helminty,
gydymas yra sudétingas ir ne visuomet veiksmingas. Uz Sias ligas yra atsakingi eukariotai,
kuriy lastelés savo sandara néra tolimos zmogaus lasteléms. Dél Sios priezasties, sudétinga
rasti unikaliy taikiniy potencialiems vaistams, daznu atveju veiklioji medziaga sgveikauja ne
tik su ligos sukelgjo, bet ir Seimininko lastelés struktiromis. Todél absoliuti dauguma
antiparazitiniy preparaty yra kenksmingi zmogaus sveikatai ir turi buti naudojami mazomis
dozémis ir trumpg laikg. Kita didelé problema, dél kurios vis daugiau vaisty naudojimas yra
nutraukiamas, yra parazity gebéjimas sparciai i$vystyti atsparumo mechanizmus (Horn and
Duraisingh, 2014). Keleto skirtingy parazitoziy ir jy gydymui skirty preparaty analizé rodo,
kad daznu atveju tie patys vaistai yra naudojami keletg deSimtmeciy, neretai pritaikomi jau
kitoms ligoms gydyti skirti vaistai. Taip pat galima pastebéti, kad daZnai néra Zinomi tikslis
veikliyjy medziagy veikimo mechanizmai. Kiekvienam parazitiniam organizmui biidingas
unikalius gyvenimo ciklas ir infekcijos eiga, daznai, nors ir homologiSki, jy baltymai
pasizymi specifinémis savybémis. Tai leisty manyti, kad racionalus vaisty dizainas galéty
padéti sukurti chemines medZiagas, kurios buity labai tiksliai nutaikytos ] konkrecig
parazitinio organizmo molekule, darant kaip jmanoma mazesn¢ zala Zmogaus lasteliniams
procesams. Tokiu atveju, blity galima ne apytiksliai numanyti kaip veikia vaistas, o tiksliai

Zinoti jo ir taikinio jungimosi mechanizma ir jj, esant reikalui, tobulinti.
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1.2 Molekuliniai $aperonai
1.2.1 Molekuliniy $aperony apZvalga

Baltymai yra strukttriskai kompleksiSkos biologinés makromolekulés, dalyvaujancios
bene visuose lgsteliniuose procesuose. Yra zinoma, kad teisingas baltymo erdvinés struktiiros
jgavimas yra reikalingas jo funkcijai. Dar septintajame deSimtmetyje buvo atlikti baltymy
tyrimai (Anfinsen et al., 1961), kuriy metu buvo stebima grjztama baltymy denatdracija.
Siuose eksperimentuose parodyta, kad po denatiiruojan¢ios medziagos pasalinimo, baltymas
geba atgauti savo struktira bei funkcinj aktyvuma, ir tai mokslininkus jtikino, kad
susilankstymo procesas yra autonomiskas ir nulemtas baltymg koduojanc¢ios DNR. Ilgg laika
manyta, kad baltymy susilankstymas yra jokiy iSoriniy veiksniy ir papildomos energijos
nereikalaujantis procesas. Visgi, eksperimentai, atlikti in vitro, negali visiskai tiksliai atkartoti
procesy, vykstandiy lastelés viduje. Cia vyraujandios salygos néra optimalios baltymams —
salyginai dideli makromolekuliy kiekiai (iki 20-30 % bendro tiirio) lemia ,,susigradimg* (Ellis
and Minton, 2006). Baltymo treting struktiirg palaiko keletas skirtingy nekovalentiniy rysiy, i§
kuriy vienas svarbesniy yra hidrofobiné sgveika. Ji nusako rysj tarp hidrofobiniy molekuliy,
pavyzdziui, aminorigi¢iy, polinéje aplinkoje. Zinoma, kad tokios aminoriigstys yra linkusios
telktis sulankstyto polipeptido viduje. Visgi, ankstyvose baltymo lankstymo stadijose,
susidarant tarpinéms formoms, didelé dalis hidrofobinio pavirSiaus gali buti eksponuojama
iSoréje. Tokiu atveju, baltymai gali nespecifiskai sgveikauti tarpusavyje, ir nuo koncentracijos
gali priklausyti, ar baltymas susilankstys j savo natyvig struktiira, ar sudarys agregatus (Hartl
et al.,, 2011). Molekuliniy Saperony valdomi procesai — tai strategija sumazinti lgstelése
vykstancig baltymy agregacija.

Terminas ,,molekuliniai Saperonai* apibiidina grupe¢ struktiiriSkai nesusijusiy baltymy,
reikalingy naujai susintetinty ar dél jvairiy priezasCiy destabilizuoty baltymy teisingam
susilankstymui. Saperonai pirmga karta atrasti pastebéjus gerokai padidéjusia jy raiska esant
atsakui | karS¢io Sokg (Ritossa, 1996). D¢l Sios priezasties jie dar vadinami kar$¢io Soko
baltymais (angl. heat-shock proteins — hsp). Visgi, kar$¢io Sokas néra vienintelis veiksnys,
1Sprovokuojantis padidéjusig Saperony raiska Igstelése. Yra parodyta kar$¢io Soko baltymy
reikSmé lIgsteliy atsake j Sal¢io Soka (Matz et al., 1995), UV apsvitinimg (Cao et al., 1999),
taip pat audiniy regeneracijoje ir zaizdy gijime (Laplante et al., 2016) bei kovoje su
infekcinémis ligomis (Ziigel and Kaufmann, 1999). Aplinkoje padidéjes metaly kiekis
(Bauman et al., 1993), 1gstelés badavimas (Spence et al., 1990), hipoksija (Hammerer-Lercher

et al., 2001) ir daugelis kity, lastelés veiklg trikdanciy ir proteostazei pavojy kelianciy
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veiksniy, taip pat gali paskatinti kar§¢io Soko baltymy raiskg. D¢l didelés veiksniy jvairovés,
neretai Sie baltymai vadinami streso baltymais.

Saperonai geba lankstyti ir perlankstyti savo baltymus-klientus (3aperony apdorojamus
baltymus, substratus) ir dazniausiai tam reikalinga ATP energija. Viena principiniy Saperony
savybiy yra jy gebéjimas jungtis prie hidrofobiniy aminortigsciy, dé¢l to Saperonai atpaZzjsta
nenatyvias baltymines strukttiras, daznai susijusias su denatliracija arba tarpinémis baltymy
struktiromis ankstyvose lankstymo stadijose. Toks Saperony ir dideliu hidrofobiskumu
pasizymin¢iy baltymy susijungimas sumazina tikimybe¢ pastariesiems agreguoti ir virsti
nefunkcionaliomis makromolekulémis. Hidrofobinés saveikos pasizymi mazu specifiSkumu,
dél to, o taip pat ir dél tarpiniy baltymy stadijy konformacinio lankstumo, Saperonai geba
sgveikauti su didele jvairove skirtingy baltymy, stipriai besiskirian¢iy savo aminortig§¢iy seka
bei konformacija. Saperonai paskatina savo taikiniy konformacinius pokyéius, neretai
nutraukdami nenatyvius rySius, taip palengvindami biologiSkai aktyvios struktiiros
susidaryma. Saperono gebéjimas prisijungti baltymus ir juos efektyviai atpalaiduoti yra
susijes su paties streso baltymo gebéjimu pereiti | skirtingas stadijas (atitinkamai maziau ir
labiau afiniSkas klientui). Prisijunggs substratas stabilizuoja auksto afiniSkumo biiseng, dél to
atpalaidavimui yra reikalingas energijos Saltinis, paprastai ATP (Kim et al., 2013; Walter and
Buchner, 2002). Visgi yra Saperony, daznai mazos molekulinés masés, atlieckanciy savo
funkcijg be ATP hidrolizés. Vieni tokiy — mitochondriniai Tim baltymai, padedantys kitiems
polipeptidams judéti per membranas (Petrakis et al., 2009).

Karsc¢io Soko baltymai yra susij¢ su baltymy-klienty tretinés struktiiros palaikymu,
tadiau tai gali biti pasiekiama skirtingais buidais. Saperonai gali funkcionuoti kaip foldazés,
prisidedancios prie lankstymo, kaip holdazés, uzkertancios kelig nesulankstyty baltymy
agregacijai bei kaip translokazes, ,,palydin€ios* naujai susintetintus polipeptidus j reikiamus
lastelés kompartmentus. Kai kurie Saperonai turi papildomg katalitin} aktyvuma, pavyzdZiui,
izomerazinj, oksidazinj ar reduktazinj (Petrakis et al., 2009). Saperonai néra lokalizuoti vien
citozolyje, jie randami ir kitose lgstelés vietose, tokiose kaip endoplazminis tinklas,
mitochondrijy tarpmembraniné erdve ir matriksas, taip pat bakterijy periplazma. Lastelése
randami Siluminio Soko baltymai yra klasifikuojami j keleta struktiiriSkai nesusijusiy klasiy,
atsizvelgiant | apytiksle jy molekuling mase (pvz., Hspl0 molekuliné masé¢ yra ~10 kDa,
Hsp90 — ~90 kDa ir t.t.). Pagrindinés klasés yra Sios: Hsp10, Hsp20, Hsp40, Hsp60, Hsp70,
Hsp90, Hsp100. Visy klasiy Hsp homologai randami tiek eukariotuose, tiek prokariotuose.

Hsp60 — molekulinis Saperonas, dazniausiai randamas mitochondrijose ir augaly
chloroplastuose. Pagrindiné jo funkcija yra pagalba lankstant ir degraduojant mitochondrinius

baltymus. Visgi, Hsp60 raiska stebima ir citozolyje, lastelés membranoje, tarplgstelinéje
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erdvéje bei jvairiuose biologiniuose skysciuose, kur jis susijes su baltymy transportu bei
hormony signaliniais keliais. D¢l to tiriamas Hsp60 vaidmuo jvairiy ligy patogenezés
mechanizmuose. Parodyta, kad jis geba stimuliuoti imuninj atsaka, yra siejamas su véziniais
susirgimais (Nakamura and Minegishi, 2013). Hsp60 sudaro molekulinj kompleksg su Hsp10.
Sis Hsp60/Hsp10 kompleksas yra atsakingas uz nesulankstyty, dalinai ar neteisingai
sulankstyty baltymy sugavimg ir padeda jiems jgauti reikiamg konformacija. Eukarioty Hsp10
pagrindiné lokalizacija yra mitochondrijos, tafiau Sis baltymas iSsiskiria tuo, kad neturi
tipiSkos signalinés sekos, buidingos mitochondriniams baltymams. Vietoje jos, Hspl0 N
galiné seka suformuoja amfipating alfa spirale, su acetilintu pirmuoju alaninu, kuri leidzia
Siam baltymui pereiti mitochondrijos membrang be signalinio peptido (Gupta et al., 2008).
Hsp10 alternatyviai gali buti vadinamas ankstyvuoju néStumo veiksniu (angl. early pregnancy
factor — EPF), nes yra sekretuojamas ankstyvose néStumo stadijose ir dalyvauja embriono
vystymesi. Didesni nei jprasta Saperono kiekiai nustatomi vézinése lgstelése, nustatytas ir
Hspl0 antiuzdegiminis atsakas, dél to baltymas turi potencialo autoimuniniy ligy gydyme
(David et al., 2013).

Hsp70 — karS¢io Soko baltymas, randamas daugelyje eukariotiniy lasteliy
kompartmenty, taip pat membranose ir uzlgstelinéje erdveje. Hsp70 yra viena pagrindiniy
molekuliy, aptinkamy stresg patirianciose lastelése. Hsp70 sudaro kompleksa su Hsp40, dar
vadinamu baltymu DnalJ. Hsp40 Seimos atstovai kategorizuojami ] tris skirtingas grupes,
besiskirian¢ias savo domenine organizacija, taCiau visi jie turi charakteringg J domena,
leidziantj prisijungti prie Hsp70. Sis kompleksas prisideda prie baltymy lankstymo,
agregacijos prevencijos, baltymy susirinkimo ir lgstelinio transporto, stabilizuojant juos
dalinai sulankstytoje biisenoje (Liu et al., 2020). Parodyta, kad Hsp70/Hsp40 kompleksas gali
»paruosti“ substratus kitiems Hsp, t.y., atlikti pirminj atpazinimg ir lankstyma ir toliau
klientus perduoti kitiems Saperonams, pavyzdziui, Hsp90 (Clerico et al., 2015). ReikSmingas
baltyminio komplekso vaidmuo véziniy lasteliy iSgyvenime — pasizymi antiapoptotiniu
veikimu, stabilizuoja lizosomy membranas, taip paveikdamas autofagijos procesa, suteikia
atsparumg prie$ citostatinius vaistus bei radiacijos terapija. Hsp70 taip pat siejamas su
imuniniu atsaku, daugiausiai pasizymi prouzdegiminiu veikimu (Radons, 2016). Yra
duomeny, kad Hsp40 gali saveikauti ir su kitais Saperonais, ar jungtis prie substraty patys,
uzkirsdami kelig jy agregacijai (Sterrenberg et al., 2011).

Be iSvardinty Saperony klasiy, lastelése taip pat randami Hsp20 baltymai,
charakterizuojami specifinio domeno, vadinamo alfa-kristalinu, turéjimu. Sie streso baltymai
pasizymi aukSto lygio konstitutyvia raiSka Sirdies, skeleto bei kraujagysliy lygiuosiuose

raumenyse, dé¢l to siejami su kardioprotekcija. Be veikimo raumeninése Igstelése, Saperono
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vaidmuo stebimas ir smegenyse bei suvézéjusiuose audiniuose (Edwards et al., 2011). Kitas
lastelése aptinkamas Saperonas yra Hsp100, kartu su Hsp70 sudarantis bi-Saperoning sistema
ir veikiantis kaip baltymy disagregazé. Si sistema pasizymi gebéjimu istirpdyti ir reaktyvuoti
platy spektrg agregavusiy baltymy. Hspl00 aptinkamas bakterijose, grybuose ir augaluose,
ta¢iau jo néra gyviny lgstelése. Baltymas labai svarbus organizmams, prisitaikiusiems gyventi
nepalankiomis salygomis (pavyzdziui, vienalgs¢iams ir nejudriems organizmams). Yra

jrodymy, kad Hsp100 yra susijes su priony dauginimu mieliy l1astelése (Mogk et al., 2015).

1.2.2 Hsp90

Sio tyrimo objektas — $aperonas Hsp90. Tai vienas labiausiai lastelése paplitusiy
baltymy, sudarantis iki 2 % viso lastelés proteomo jprastomis salygomis, o esant streso
sukeltai indukcijai, jo raiska gali padidéti dvigubai (Taipale et al., 2010). Vienintelis gyvybés
domenas, kuriame iki Siol neaptikti Hsp90 baltymai yra archéjos, todél galima spéti, kad
evoliucijos eigoje genas vienu metu buvo prarastas (Chen et al., 2006). Daugumai bakterijy
budingas vienas Hsp90 homologas, zinomas kaip HtpG — aukStos temperatiiros baltymas G
(angl. high temperature protein G). Manoma, kad $is baltymas néra gyvybiSkai svarbus
bakterijoms jprastomis sglygomis, taciau jo vaidmuo yra rysSkus atsiradus Siluminiam stresui
(Johnson, 2012).

Eukariotiniuose organizmuose paprastai randamas daugiau nei vienas Hsp90
homologas. Mielése aptinkami du genai, koduojantys citozolinj Saperong — Hsc82 ir Hsp82.
Analogiskai ir zmogaus lgstelése, Cia citozolyje yra dvi izoformos — Hsp90a ir Hsp90p. Hsc82
ir Hsp90p raiska yra nuolatiné, o Hsp82 ir Hsp90a indukuojama kar$¢io Soko (Schopf et al.,
2017). Kai kurie augalai, tokie kaip Oryza sativa, gali turéti net keturias citozolinj Hsp90
koduojanciy geny kopijas, o Stai gyviinai Drosophila melanogaster ir Caenorhabditis elegans
— tik po vieng. Be citozolio, Hsp90 aukStesniuosiuose eukariotuose dar randami ir kituose
lasteliniuose ~ kompartmentuose: ~ mitochondrijose,  endoplazminiame  tinkle  bei
chloroplastuose. Zmogaus lastelése mitochondrinis Hsp90 homologas dar gali biiti vadinamas
TRAP1- su TNF receptoriumi susijes baltymas 1 (angl. TNF receptor associated protein 1),
endoplazminio tinklo homologas — GRP94, arba 94 kDa nuo gliukozés priklausomas baltymas
(angl. 94 kDa glucose-regulated protein). Chloroplastuose aptinkami $io Saperono ortologai
Hsp90C (Johnson, 2012).

Hsp90 pasizymi placiu baltymy-klienty spektru (nustatyta sgveika su Simtais klientiniy
baltymy (Picard, 2020)), tai reiskia, kad jo vaidmuo daugelyje lasteliniy procesy yra itin
ryskus. Saperono klientas yra apibréziamas dviem aspektais — jis privalo fiziskai saveikauti su

streso baltymu bei pastarojo slopinimas turi lemti sutrikusj ar sumazéjusj kliento aktyvuma.
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Vieni pagrindiniy su Hsp90 siejami baltymai yra kinazés — manoma, kad apie 60 % lastelés
kinomo (viso vieno organizmo koduojamo kinaziy rinkinio) yra priklausomi nuo $io streso
baltymo. Kita pazymétina klienty grupé — E3 ubikvitino ligazés, kuriy apie 30 % yra
priklausomos nuo Hsp90. Jvairis transkripcijos faktoriai, branduoliniai hormony receptoriai ir
daugybé kity baltymy taip pat yra glaudziai susij¢ su Siuo Saperonu (Biebl and Buchner, 2019;
Taipale et al., 2010). Kadangi dauguma $iy sgveikaujan¢iy baltymy turi centrinius vaidmenis
svarbiausiuose lasteliy metaboliniuose tinkluose, galima teigti, kad Hsp90 yra vienas
pagrindiniy veiksniy Igstelés reguliacijoje. Keletas skirtingy procesy apibrézia Sio Saperono ir
jo klienty sgveika: Hsp90 palengvina aktyvios baltymo konformacijos jgavima, prisideda prie
daugiabaltyminiy kompleksy susirinkimo bei palengvina sgveika su ligandais,
stabilizuodamas atvirg baltymo konformacija, biiting prisijungimui (Schopf et al., 2017).
Hsp90 Saperono ir jo klienty saveika néra specifiné — nerastos nei aminoriigi¢iy sekos nei
strukturiniai elementai, kurie biity bendri visiems Siems baltymams. Tod¢l daroma prielaida,
kad atpazinimui reikalingas ne universalus signalas, o koSaperonai ir kiti pagalbiniai
veiksniai. Manoma, kad prisijungiancio kliento konformacija ir struktiirinis stabilumas taip
pat yra reikSmingi (Taipale et al., 2010).

Neéra visiskai aiski Hsp90 homology evoliucijos eiga. Manoma, kad GRP94 atsirado
geny duplikacijos biidu ankstyvojoje eukarioty evoliucijoje ir véliau buvo prarastas grybuose.
Chloroplasty Hsp90C, tikétina, atsirado duplikuotai GRP94 formai mutavus ir atsiradus
chloroplasto signalinei sekai. TRAP1 atsiradimas yra maziausiai aiSkus. Tikétina, kad
keturios eukariotinés citoplazminio, endoplazminio tinklo, mitochondrinio ir chloroplasty
Hsp90 linijos kilo i$ vieno bakterinio HtpG geno duplikacijos. Alternatyvi versija teigia, kad
keturios linijos kilo i§ senovinio eukarioty protévio, turéjusio dvi skirtingas HtpG kopijas,
kuriy viena evoliucionavo j mitochondrijy TRAP1, o kita — j citozolinj, endoplazminio tinklo
ir chloroplasty formas (Chen et al., 2006; Johnson, 2012)

Visiems Hsp90 Seimos nariams yra biidinga ta pati domeniné organizacija — ATP
prijungiantis N galo domenas (NGD), su klientais sgveikaujantis vidurio (VD) bei C galinis
(CGD) domenai (2 Pav.). C galinis domenas uZtikrina dimerizacija, dél to gali susidaryti
funkcionalus V formos dimeras. Tokia struktiira yra konservatyvi ir budinga visiems
organizmams — nuo bakterijy iki zmogaus. N galo ir vidurio domenus jungia jkrautas,
lankstus jungtukas (mieliy atveju sudarytas i§ 60 aminoriigiciy), palaikantis kontakta bei
reikalingas baltymo funkcijai. Kita strukttra, biidinga Hsp90, yra C gale esantis Met-Glu-Glu-
Val-Asp (MEEVD) motyvas, reikalingas sgveikai su koSaperonais. Taciau, nors $i struktiira
budinga citozoliniam Hsp90 paralogui, jos néra, pavyzdziui TRAP1 (Biebl and Buchner,

2019). Baltymo pavirSius yra heterogeniskas, budingos tiek hidrofobinés tiek jkrautos
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aminoragsciy grupés, ir tai leidzia sgveikg su jvairaus kraivio ir hidrofobisSkumo baltymais,
uztikrinant didele galimy klienty jvairove (Ferrari and Riidiger, 2019).

Baltymas priklauso GHKL (giraziy, Hsp90, histidino kinaziy, MutL) ATP-aziy
superSeimai. Visiems $ios grupés baltymams yra biidinga unikali ATP prisijungimo kiSenés
struktiira. Si konformacija, vadinama Bergerat struktira (angl. — Bergerat fold), i$skiria
GHKL superSeimos narius i§ visy kity ATP riSanciy baltymy. Struktiirai yra budingas
vadinamasis o/f ,,sumustinis®, sudarytas i§ keturiy B klos¢iy ir trijy a spiraliy. Unikali savybe,
charakterizuojanti Bergerat struktiira yra ilgas, lankstus ATP dangtelis. Sio dangtelio pozicija
Hsp90 Saperono ATP jungimosi kiSenéje iSskiria jj i§ kity GHKL superSeimos nariy (Dutta
and Inouye, 2000).

Kaip ir daugumai kity Saperony, Hsp90 budingas nuo ATP priklausomas reakcijos
ciklas, lydimas konformaciny poky¢iy (2 pav.). ATP molekulés prisijungimas ATP-aziniame
N gale leidzia vykti konformaciniams pokyc¢iams, kuriy pasekmé — ATP dangtelio
uzsidarymas ir tarpinés stadijos susidarymas. Po to vyksta NGD dimerizacija, susidaro
uzdaras Hsp90 dimeras, reikalingas ATP hidrolizei. Po hidrolizés NGD disocijuoja, atsiskiria
ADP molekulé ir neorganinis fosfatas, atpalaiduojamas aktyvus baltymas-klientas ir Hsp90
vél grizta | atvirg konformacija (Hartl et al., 2011). ATP jungimosi budas Saperono
aktyviajame centre néra standartiSkas, lyginant su kitomis ATP-azémis — ATP molekulé
prijungiama sulenktoje konformacijoje, o kiSené priima bazg¢ ir cukry, kai tuo tarpu fosfato
lickanos lieka iSoréje (Prodromou et al., 1997). Hsp90 ATP-azinis aktyvumas yra sglyginai
zemas. Baltymo afiniskumas ATP molekulei yra labai silpnas — disociacijos konstanta (Kg)
yra ~400 uM (Scheibel et al., 1997). Taip pat nustatyta, kad hidrolizés reakcija yra léta, jos
greitis varijuoja tarp 0,1-1 ATP min™ (Panaretou et al., 1998). Sios reakcijos greitj
limituojantys veiksniai yra konformaciniai pokyciai, lemiantys uzdaros baltymo dimero

konformacijos susidarymg (Hessling et al., 2009).
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Aktyvus

substratas

2 pav. Hsp90 konformacijos kitimo ciklas. NGD — N galo domenas; VD — vidurio domenas;
CGD - C galo domenas. Pritaikyta pagal Hartl et al., 2011.

Hsp90 savo ciklo metu sgveikauja su pagalbiniais baltymais, vadinamais koSaperonais,
kurie yra susij¢ su Saperono aktyvumo reguliacija. KoSaperonai gali jungtis prie skirtingos
konformacijos Hsp90 — vieni jy (Ahal, p23) teikia pirmenybe uzdaros konformacijos
Saperonui, kiti (Stil, Sgtl) sgveikauja su atviru dimeru. Vieta, prie kurios jungiasi
koSaperonai taip pat gali buti jvairi — sgveika galima su bet kuriuo domenu. Kai kurie
koSaperonai konkuruoja dél galimybés prisijungti prie Hsp90, o kai kuriais atvejais veikimas
yra sinergistiSkas. Reguliacinés funkcijos, kurias apima koSaperonai, gali biiti: ATP-azinio
aktyvumo skatinimas arba slopinimas, Hsp90 ir kliento komplekso bei jvairiy $aperono
konformacijy stabilizavimas (Li et al., 2012; Sahasrabudhe et al., 2017). Kitas reik§mingas
Saperony aktyvumo reguliavimo biidas yra potransliacinés modifikacijos. Pagrindinés jy —
fosforilinimas, acetilinimas, nitrozilinimas, metilinimas — gali padéti uztikrinti greitg atsaka j
jvairius vidulastelinius ir uzlastelinius signalus. Siy modifikacijy pasekmé gali bati jtaka
konformaciniams Saperono pokyc¢iams ATP-azinio ciklo metu, taip pat jos gali biiti susijusios
su baltymo domeny tarpusavio sgveika (Li et al., 2012).

Itin platus Siluminio Soko baltymo Hsp90 klienty spektras ir i§ to kylantis sarysis su
daugeliu metaboliniy lgstelés procesy lemia, kad §is baltymas neretai siejamas su skirtingomis
ligomis. Pastaraisiais metais intensyviai tiriamas Hsp90 vaidmuo véZziniuose susirgimuose.
Pagrindiniai procesai, susij¢ su augliy formavimusi, kurivose dalyvauja Hsp90, yra
angiogeneze, apoptozés iSvengimas, audiniy invazija ir metastazeé, adhezija, vaidmuo augimo

ir proliferacijos signaly perdavime (Miyata et al., 2013). Padidéjusi Sio streso baltymo raiska
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stebima jvairaus tipo véziuose (kasos, kiausidziy, plauciy, krities, melanomoje, leukemijoje)
ir yra naudojama kaip diagnostinis Zymuo. D¢l savo svarbaus vaidmens augliy vystymesi,
Hsp90 tiriamas kaip potencialus priesvéziniy vaisty taikinys. Pastaraisiais metais vykdomi
al., 2017). Be vézio, Hsp90 yra siejamas ir su neurodegeneratyvinémis ligomis. Viena i$ $iy
ligy priezasCiy yra nenatyvios struktiiros baltymy agregacija lastelése. Tokie baltymai kaip
Tau (Alzheimerio ligos indikatorius), a-sinukleinas (Parkinsono ligos indikatorius) ir
huntingtinas (Huntingtono ligos indikatorius) yra Hsp90 klientai. D¢l savo vaidmens lastelés
baltymy ,kokybés kontroléje Saperono raiSkos reguliavimas galéty turéti jtakos

neurodegeneratyviniy ligy gydyme (Pratt et al., 2015).

1.2.3 Hsp90 kaip antiparazitiniy vaisty taikinys

Molekulinio Saperono Hsp90 reik§mé yra didelé visiems organizmams, jskaitant ir
ankséiau aptartus parazitinius pirmuonis. Sie organizmai neretai pasizymi kompleksiskais
vystymosi ciklais ir skirtingose gyvenimo stadijose turi iSgyventi jvairiomis aplinkos
salygomis. Pavyzdziui, parazitai, j Seimininko organizma perduodami per vabzdzio jkandima,
susiduria su reikSmingu temperatiiros pokyciu. Kiti veiksniai, tokie kaip pH pokytis ir
Seimininko imuniteto gynyba, taip pat sukelia streso atsakg. Tokiomis aplinkybémis
iSgyvenimui ir proliferacijai parazitams kritiSkai svarbu uZztikrinti Iasteliy proteostaze, dél to
jie yra priklausomi nuo jvairiy Saperony (jskaitant Hsp90) (Roy et al., 2012).

Vienas i§ maliarijos sukéléjy — Plasmodium falciparum — yra puikus pavyzdys, kaip
Hsp90 Saperonas parazitiniam organizmui padeda prisitaikyti prie kintan¢iy aplinkos salygy.
Be to, kad i§ Saltakraujo vabzdzio organizmo pereina j Siltakraujj zinduolio, maliarijos atveju
pirmuonis dar susiduria su ligai biidingais dideliais temperatiiros svyravimais (periodinémis
kar$¢iavimo bangomis). Tokios sglygos iSprovokuoja P. falciparum streso atsaka, valdomag
S§io parazito Hsp90 (PfHsp90). Tyrimais parodyta, kad PfHsp90 slopinimas specifiniais
slopikliais (tokiais kaip geldanamicinas) sustabdo parazito augimg eritrocituose (Banumathy
et al., 2003). Taip pat yra parodyta, jog pirmuonio peréjimas i$ ,,ziedo* stadijos | metaboliskai
aktyvig tropozoito stadijg gali buti reguliuojamas temperatiriskai, todél Hsp90 funkcija
glaudziai siejasi su parazito morfologiniy formy pokyciais (Pavithra et al., 2004). Hsp90
svarba parodyta ir Leishmania donovani gyvenimo ciklo progresijoje, pereinant i§ judrios
promastigotos j nejudrig amastigotos stadijg zmogaus organizme (Wiesgigl and Clos, 2001).
Parazito Trypanosoma cruzi atveju, Hsp90 slopinimas 1émé sulétéjusj augimg ir tam tikrus
lastelés morfologijos pokycius, taciau nebuvo siejamas su varijavimu tarp skirtingy stadijy.

Viena to priezasCiy galéty buti faktas, kad peréjimas i§ epimastigotos j tipomastigota vyksta
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vabzdzio organizme prie§ perdavimg zinduoliui, tod¢l néra tiesiogiai susijes su Siluminiu
Soku. Visgi, Hsp90 vaidmuo parazito iSgyvenimui yra akivaizdziai svarbus (Graefe et al.,
2002).

Yra parodyta, kad parazitiniai Hsp90 pasizymi gerokai didesniu afiniSkumu ATP
molekuléms bei turi apie SeSis kartus didesnj ATP-azinj aktyvuma, lyginant su Zmogaus
saperonu (Pallavi et al., 2010). Dél Sio fakto, o taip pat dél nustatytos esminés Hsp90 jtakos
parazitiniy pirmuoniy vystymuisi, $is Saperonas yra potencialus taikinys naujy vaistiniy
medziagy vystymui. Anksc¢iau minéta, unikali aktyviojo centro konformacija leidzia surasti
slopiklius, labai specifiskai slopinan¢ius Hsp90 N galo domeng, tadiau nesijungiancius su
kitais ATP suriSanciais baltymais. Vieni pirmyjy iStirty Hsp90 slopikliy yra naturaliis
junginiai geldanamicinas (GA) bei radisikolis. Jie, kaip dauguma slopikliy, sagveikauja su N
galiniu baltymo domenu ir jungiasi ATP kiSenéje. Visgi, nors ir veiksmingi slopinant Hsp90
funkcionavima, Sie junginiai pasizymi dideliu toksiSkumu zmonéms, ir nestabilumu in vivo
(Neckers and Workman, 2012). D¢l Sios priezasties kuriami pusiau sintetiniai GA analogai,
tokie kaip 17-alilamino-17-demetoksigeldanamicinas (17-AAG). Parodytas §io junginio
veiksmingumas peliy modelyje stabdant P. falciparum parazity augima (Pallavi et al., 2010).
Dauguma Hsp90 slopikliy yra vystomi kaip potencialiis prie§véziniai vaistai, taciau jy
veiksmingumas zudant parazitinius pirmuonis tiek In vivo tiek in vitro eksperimentuose
skatina atsizvelgti | jy panaudojima $iy organizmy sukelty infekcijy gydymui.

Hsp90 Saperonas pasizymi dideliu konservatyvumu — jo homologai jvairiuose
organizmuose yra struktiriSkai panaSiis. Tai leisty manyti, kad siekiant slopinti patogeny
Saperonus, buty daromas poveikis ir zmogaus lasteliy Hsp90. Visgi, tyrimai rodo, kad
parazitiniai Saperonai turi unikaliy savybiy, atskirian¢iy juos nuo zmogaus baltymy (Faya et
al., 2015). Sie skirtumai leidzia manyti, kad jmanoma sukurti junginius, selektyviau
besiriSancius su parazitiniais baltymais nei su Zmogaus homologais. Tokiy slopikliy paieSkai
gali pasitarnauti kristalografiné analizé, kurios deéka biity galima identifikuoti specifines
baltymy-slopikliy saveikas bei pritaikyti Sias zinias naujy, efektyvesniy ir maziau toksisky
vaisty pries parazitines infekcijas kiirimui.

Pastaraisiais metais vykdomi tyrimai su jvairiais naujai sintetinamais Hsp90 ligandais
suteikia trilkstamos informacijos apie parazitiniy $aperony slopinimo galimybes. Siuo metu
dalis Siame darbe aptariamy parazity Hsp90 baltymy kristaliniy struktiiry jau yra nustatytos.
Tarp jy — ne viena P. falciparum Hsp90 N galinio domeno strukttira su prijungtomis ADP
molekulémis arba sintetiniais slopikliais (Corbett and Berger, 2009; Pizarro et al., 2009;
Wernimont et al., 2010a). Pirmuonio T. brucei Hsp90 N domeno ir trijy skirtingy slopikliy
struktiiros taip pat yra publikuotos (Pizarro et al., 2013). I$sprestos, taciau nepublikuotos ir
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keturios L. major kompleksy su ligandais strukttros (Wernimont et al., 2009, 2010b, 2010c,
2010d). Zmogaus Hsp90a yra tiriamas jau ilgus metus — daZniausiai kaip taikinys
priesvéziniams vaistams — tad literatiroje galima rasti daug struktiirinés S$io baltymo
informacijos. Visgi, kiekvieno naujai susintetinamo ligando cheminé struktiira ir sgveika su
baltymu yra unikali, todél skirtingi junginiai aktyviajame centre uzima skirtingas padétis. Dél
Sios priezasties, kristalografiné analizé yra reikalinga kiekvienam tiriamo baltymo ir
specifinio junginio kompleksui. Taip pat, Siame darbe aptariamy organizmy T. gondii, T.
cruzi, L. donovani bei T. spiralis Hsp90 strukttros (nei su slopikliais, nei be jy) dar nebuvo
nustatytos jokioje mokslininky grupéje. Siy trikstamy Ziniy gavimas bty svarbus Zingsnis

link precizisko ir racionalaus antiparazitiniy vaistiniy preparaty dizaino.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Prietaisai, priemonés, medziagos ir tirpalai
2.1.1 Prietaisai

Baltymy elektroforezés aparatas ,,BIO-RAD;

baltymy kristalizacijos robotas ,,Oryx8‘;

DNR elektroforezés aparatas ,,SIGMA-ALDRICH®;

gryninimo sistema ,,AKTA purifier*;

inkubatorius ,,BIOSAN Environmental Shaker Incubator ES-20°;
laminarinis boksas ,,Ezermester ISZ*;

magnetiné maisyklé ,,RCT basic IKA LABORTECHNIK*;
magnetiné maisyklé ,,Thermolyne nuova stirrer*;

PGR termocikleris ,,Eppendorf Mastercycler personal®;
pH-metras ,,WTW Inolab pH 720°;

purtyklé / minicentrifuga ,,BIOSAN Multi-Spin MSC-6000%;
purtykle ,,VELP SCIENTIFICA ZX3 Advanced Vortex Mixer*;

robotizuota kristalinimo Iéksteliy talpykla ,,RIGAKU CrystalMation Gallery DT

Minstrel DT Protein Crystal Drop Imager Plate Hotel*;

Spektrofluorimetras ,,Corbett Rotor-Gene 6000 (QIAGEN Rotor-Gene

spectrofluorimeter*;

spektrofotometras ,,Agilent 8453*;

spektrofotometras ,,JENWAY 6305 UV/Vis. Spectrophotometer*;
spektrofotometras ,,NanoDrop*;

svarstyklés ,,KERN 572%;

svarstyklés ,,KERN GJ*;

Saldoma centrifuga ,,Herolab HiCen SR Superspeed*;

Saldoma mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R*;
termostatas ,,Eppendorf TermoStat plus®;

termostatuojama purtyklé ,,LaboChema*;

termostatuojama purtyklé ,,Thermo Fisher Scientific Max Q 4000%;
ultragarso $altinis ,,Bandelin Sonopuls* (VS 70T antgalis);

UV/WL saltinis su geliy dokumentavimo sistema ,,MiniBis Pro*.

Q)
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2.1.2 Medziagos, priemonés ir rinkiniai

Aldrich: ANS;

Amicon: koncentratoriai ,,Amicon Ultra* su 10 kDa filtru;

BioRad: TEMED, glicinas, 2-merkaptoetanolis;

Ferak Berlin: Tritonas — X100;

Fluka: bisakrilamidas, Coomassie Brilliant Blue R-250, etidzio bromidas, HCI,
NaOH;

GE Healthcare: Chelating Sepharose™ Fast Flow sorbentas, Q Sepharose® Fast Flow
sorbentas, PVDF filtrai;

Hampton Research: kristalinimo salygy paieskos tirpaly rinkiniai ,,Index®,
,CrystalScreen®, , Natrix“, ,,PEGRx“, ,,SaltRx*;

Matheson Coleman & Bell: bromfenolio mélis;

Molecular Dimensions: 96 Sulinéliy MRC2 kristalinimo 1ékstelés ,,Swissci‘;

Riedel-de Haén: karbamidas;

Roche: glicerolis, PMSF;

Roth: agar—agaras, akrilamidas, ampicilinas, APS, DMSO, HEPES, LB terpé, BHI
terpé, mieliy ekstraktas, NaCl;

Serva: dializés membrana ,,VISKING dialysis tubing MWCO 12000 — 14000%, pory
diametras — 25 A;

Sigma: CH3COOH, EDTA, KCI, NDS, NiClz, CoSQ,, agarozé, DTT,;

Thermo Fisher Scientific: IPTG, imidazolas, Tris-HCI, baltymy dydzio zymuo #SM
0431 (Protein Molecular Weight Marker), DNR dydZzio Zzymuo #SM 0331
(GeneRuler™ DNA Ladder Mix), DNR 6x méginiy dazas (6X Orange Loading Dye),
restrikcijos endonukleazés (Ndel, Xhol), T4 DNR ligaz¢ ir jos buferinis tirpalas
(Rapid T4 ligase buffer), dNTP miSinys, SAP Sarmin¢ fosfatazé ir jos buferinis
tirpalas, Phusion polimerazé ir jos buferinis tirpalas, T4 polinukleotidy kinazé ir jos
buferinis tirpalas (10x reaction buffer A for T4 Polynucleotide Kinase). DNR
gryninimo  rinkiniai:  ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit*, ,,GeneJETtm Plasmid
Miniprep Kit*, ,,GeneJET™ PCR Purification Kit*.

2.1.3 Terpés ir tirpalai

Skysta LB terpé: Sausa terpé (santykiu 25 g/ 1 L) iStirpinama distiliuotame
vandenyje. Terpé autoklavuojama 120 °C temperatiiroje 20 min, naudojant 1 papildomos atm
slegj.
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Agarizuota LB terpé: ;] 1 L skystos terpés pridedama 15 g agar-agaro.
Autoklavuojama 120 °C temperatiiroje 20 min, naudojant 1 papildomos atm slégj.

Skysta BHI terpé: Sausa terpé (santykiu 37 g/ 1 L) iStirpinama distiliuotame
vandenyje. Terpé autoklavuojama 120 °C temperatiiroje 20 min, naudojant 1 papildomos atm
slégi.

Mitybiné SOC terpé: 20 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl ir 3,5 mM KCI
iStirpinama dejonizuotame vandenyje (galutinis tdris 1 L). Autoklavuojama 120 °C
temperataroje 20 min, naudojant 1 papildomos atm slégj. AtSaldzius, pridedama 10 mM
MgSOs4, 10 mM MgClz ir 20 mM gliukozés. Filtruojama per 0,2 um PVDF filtrg, iSpilstoma
po 1 mL ir laikoma -20 °C temperatiiroje.

50x TAE elektroforezés buferinis tirpalas: 242 g TRIS bazés, 57,1 mL ledinés acto
rugsties, 0,05 M EDTA. SkiedZiama distiliuotu vandeniu iki 1 L. Buferis laikomas kambario
temperatiiroje.

1x TAE elektroforezés buferinis tirpalas: 50x tirpalas skiedziamas dejonizuotu
vandeniu.

10x baltymuy elektroforezés buferinis tirpalas: 1 L tirpalo: 144 g glicino, 30 g TRIS-
OH, 10 g NDS tirpinama dejonizuotame vandenyje.

1x baltymuy elektroforezés buferinis tirpalas: 10x tirpalas skiedziamas dejonizuotu
vandeniu.

Poliakrilamidinio gelio dazas: 45,2 % etanolio, 9,2 % acto riigsties, 2,4 g/L
Coomassie Brilliant Blue R-250. Coomassie Brilliant Blue R-250 tirpinamas nedideliame
kiekyje vandens. Pilamas etanolis, acto rtigStis, maiSoma, kol iStirpsta. Laikoma 22 °C
temperatiiroje.

Akrilamido/bis-akrilamido (AA/BAA) tirpalas (30 %): 100 mL tirpalo: 29,2 ¢
akrilamido; 0,8 g bisakrilamido tirpinama dejonizuotame vandenyje, nufiltruojama per stiklo
filtra ir laikoma 4 °C temperatiiroje.

6x baltymy elektroforezés dazas: 300 mM TRIS (pH=6,8), 600 mM DTT, 0,6 %
bromfenolio melio, 12 % NDS, 60 % glicerolio. ISpilstoma po 0,5 mL. Laikoma
-20 °C temperatiiroje.

Poliakrilamidinis gelis:

Skiriamasis 12,5 % gelis (4,9 mL) Koncentruojamasis 4 % gelis (2,5 mL)
Distiliuotas H,0O 1,585 mL | Distiliuotas H,0O 1,5mL
1,5M TRIS-HCI (pH 8,8) 125mL |0,5M TRIS-HCI (pH 6,8) 625 pL
30 % AA/BAA 2mL 30 % AA/BAA 335 ul

31



10 % NDS 50 uL 10 % NDS 25 uL
APS 25 uL APS 12,5 uL
TEMED 25uL | TEMED 2,5 uL

TcHsp90N gryninimui naudoti buferiniai tirpalai:

Tirpalas Sudétis

0,025 M HEPES

0,2 M NaCl

0,07 M imidazolo

3 % glicerolio

0,002 M 2-merkaptoetanolio
1 % (w/v) Triton X-100

Ardymo buferinis tirpalas

1mM PMSF
pH 7,5
0,025 M HEPES
0,2 M NaCl
Afininés chromatografijos 0,07 M imidazolo
buferinis tirpalas | 3 % glicerolio
0,002 M 2-merkaptoetanolio
pH 7,5
0,025 M HEPES
0,2 M NaCl
Afininés chromatografijos 0,4 M imidazolo
buferinis tirpalas Il 3 % glicerolio
0,002 M 2-merkaptoetanolio
pH 7,5
Jony mainy 0,02 M HEPES _
.. - 0,002 M 2-merkaptoetanolio
chromatografijos buferinis % aliceroli
tirpalas | 3 % glicerolio
pH 7
0,02 M HEPES
Jony mainy 1 M NacCl
chromatografijos buferinis 0,002 M 2-merkaptoetanolio
tirpalas 11 3 % glicerolio
pH 7
Saugojimo buferinis 0,05 M HEPES
tirpalas 0,1 M NaCl
pH 7,5

Kristalinimo buferinis tirpalas: 0,05 M HEPES, 0,1 M NaCl, 1 mM DTT, pH 7,5.

Baltymy kristalinimo tirpaly rinkinys: ,Morpheus® - pagamintas VU

Biotechnologijos instituto Baltymy ir nukleortig§¢iy sgveikos tyrimy skyriuje pagal Gorrec,

2009 protokola.
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2.1.4 Bakterijy kamienai, vektorius ir pradmenys

Kamienai:
¢ DNR padauginimo kamienas: Rekombinantinés DNR padauginimui naudotas
E. coli XLI-blue kamienas. Jis neturi atsparumo antibiotikams, endonukleaziy ir neatlieka
rekombinacijos (,,Novagen®);
e Baltymy raiSkos kamienas: BL21 (DE3) — IPTG indukuojamas kamienas,

turintis T7 RNR polimerazg, neturi atsparumo antibiotikams (,,Novagen®).

Vektorius: pET 15b (,,Novagen®). Tai vektorius, turintis atsparumo ampicilinui gena,
T7 promotoriy, Sesiy histidiny seka, yra indukuojamas IPTG.
DNR: T. cruzi DNR gauta i§ prof. D. Picard laboratorijos (Zeneva, Sveicarija).

Pradmenys:
Pavadinimas Seka (5°—3¢ kryptimi) Komentaras
T7-Prom TAATACGACTCACTATAGGG  Tiesioginis pradmuo
konstrukto sekvenavimui
T7-Term GGGGTTATGCTAGTTATTGC Atvirkstinis pradmuo

konstrukto sekvenavimui

Hsp9ONMut_F GAATGGGAAGAATTAAATTA  Tiesioginis pradmuo
ACTCGAGGATCCGGCTGC stabilizuojancios sekos
jterpimui PGR metodu

Hsp9ONMut_ R ATGTTCAACACCCCCACCCTT  Atvirkstinis pradmuo
CTCCACCATCAGCTCAATGTC  stabilizuojancios sekos
jiterpimui PGR metodu

Hsp90N-Prom  GATCGCCCATATGGATTACAA Tiesioginis pradmuo Hsp90N

AGATGAT seky padauginimui PGR
metodu
TcHsp90N- CCTCCTCGAGTTACGTGCCAG  Atvirkstinis pradmuo
Term CcC TcHsp90N sekos

padauginimui PGR metodu

2.2 Metodai
2.2.1 Genetinio konstrukto, koduojancio TCHsp90N, kiirimas

TcHsp90ON koduojanti DNR klonuojama j pET15b vektoriy naudojant pradmenis,
jvedancius restrikcijos endonukleaziy Xhol ir Ndel atpazinimo sekas. DNR seka padauginama

PGR metodu, reakcijos misinj sudaro: 1x ,,Phusion* polimerazés HF buferis, 0,2 mM dNTP,
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po 0,5 uM tiesioginio ir atvirkStinio pradmens (zr. 2.1.4.), 1 fermento aktyvumo vienetas
Phusion Hot Start Il DNR polimerazés, 2,5 ng matricinés DNR ir vandens iki galutinio 50 pL
tario. Taikomos PGR salygos: 1) pradinis kaitinimas 98 °C 5 min, 2) kaitinimas 98 °C 15 s,
3) pradmens prilydymas 61 °C 2 min, 4) sintezé¢ 72 °C 1 min, 5) sintezés pabaiga 72 °C
10 min; 2-4 zingsniai kartojami 30 karty. PGR rezultatas analizuojamas pasitelkiant DNR
elektroforeze¢ agarozés gelyje (zr. 2.2.3.). Toliau vykdomas fragmento iSskyrimas i§ PGR
misinio (zr. 2.2.4.), matuojama DNR koncentracija (,,NanoDrop“ spektrofotometru, ties
A=260 nm). Gautas PGR produktas ir pET15b vektorius yra kerpami FD Ndel ir Xhol
restrikcijos endonukleazémis (Zzr. 2.2.5.). Po restrikcijos reakcijos vektorius yra
defosforilinamas tam, kad nesudaryty ziedinés struktiiros. Tam yra naudojama Sarminé
fosfataze, paSalinanti fosfato grup¢ nuo 5° galo. Reakcija vykdoma ] restrikcijos misSinj
pridéjus 1 fermentinio aktyvumo vienetg Sarminés fosfatazés FastAP ir reikiamg kiekj 10x
FastAP buferio. Reakcija vykdoma 15 min 37 °C temperatiiroje. Inaktyvacija vykdoma
15 min 80 °C temperatiroje. Po defosforilinimo vykdoma elektroforezé (zr. 2.2.3.) — i gelj
suleidziami vektoriaus ir PGR produkto méginiai. Tolesni zingsniai — fragmenty gryninimas
i§ gelio (zr. 2.2.4.) ir koncentracijos matavimas. Kitas klonavimo etapas — baltymag
koduojancios DNR ir raiSkos vektoriaus ligavimas (Zr. 2.2.6.). Gautas genetinis konstruktas
transformuojamas j E. coli XLI-blue kamieng (zr. 2.2.7.). Toliau vykdomas DNR skyrimas i§
uzaugusiy bakterijy (zr. 2.2.4.). I$skirtos plazmidés karpomos klonavimo metu naudotomis
Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazémis (zr. 2.2.5.). Restrikcijos produktai analizuojami
agarozeés gelyje (zr. 2.2.3.), matuojama DNR koncentracija ir vykdomas sekvenavimas VU

Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre.

2.2.2 Genetinio konstrukto, koduojan¢io TcHsp90N, modifikacija

Buvo atlikta gauto genetinio konstrukto modifikacija, jterpiant DNR, koduojancia
baltymg stabilizuojanciag sekg. Mutageninés PGR miSinio sudétis: 1x ,,Phusion® polimerazés
HF buferis, 0,2 mM dNTP, po 0,5 uM tiesioginio ir atvirkstinio pradmens (zr. 2.1.4.), 1
fermento aktyvumo vienetas Phusion Hot Start 11 DNR polimerazés, 8 ng matricinés DNR ir
vandens iki galutinio 50 pL tiirio. Taikomos PGR salygos: 1) pradinis kaitinimas 98 °C 5 min,
2) kaitinimas 98 °C 15 s, 3) pradmens prilydymas 70 °C 2 min, 4) sintezé 72 °C 4 min, 5)
sintezés pabaiga 72 °C 10 min; 2-4 zingsniai kartojami 25 kartus. Rezultatas analizuojamas
vykdant elektroforeze agarozés gelyje (zr. 2.2.3.), atlickamas DNR skyrimas (zr. 2.2.4.) ir
matuojama koncentracija. PGR metu naudoti pradmenys nebuvo fosforilinti 5¢ gale, tad gauti
linijiniai DNR fragmentai taip pat néra 5° gale fosforilinti. D¢l Sios priezasties, pries liguojant

reikalingas galy fosforilinimas. Reakcijos miSinj sudaro: 100 ng DNR, 1x buferis A PNK,
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1 mM ATP, 2 fermento aktyvumo vienetai T4 polinukleotidy kinazés, vanduo iki galutinio
20 pL tario. Reakcija vykdoma 37 °C 30 min, po to atliekama inaktyvacija 75 °C 10 min.
Tuomet vykdoma ligavimo reakcija: i fosforilinimo misinj pridedama 1x Rapid ligation
buferio ir 5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazés. Reakcija vykdoma 25 °C 10 min.
Toliau vykdoma lgsteliy transformacija (zr. 2.2.7.), DNR skyrimas (zr. 2.2.4.), restrikcija (Zr.
2.2.5.) ir fragmenty analiz¢ elektroforezés gelyje (zr. 2.2.3.). ISmatuojama DNR koncentracija

ir vykdomas sekvenavimas VU Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre.

2.2.3 DNR elektroforezé

DNR méginiai analizuojami 1,5 % agarozes gelyje. Gelis paruosiamas 0,45 g sausos
agarozés iStirpinant 30 mL 1x TAE buferio. Atvésinus, jpilama 0,5 pg/mL etidzio bromido.
Gelis liejamas j formele su Sukutémis ir stingsta 25 min. | Sulinélius jneSamas DNR dydzio
zymuo #SM 0331 ir méginiai, nudazyti 6x DNR méginiy dazu. Elektroforez¢ vykdoma
naudojant 1x TAE bufer; su 0,25 pg/mL etidZio bromido, 6 V/em? jtampoje. Gelis

analizuojamas UV §viesoje.

2.2.4 DNR skyrimas

DNR skyrimas i§ PGR misinio: jvykus sékmingai PGR, t.y., kai ap$vietus UV §viesa
yra matomas reikiamo dydZzio DNR fragmentas, DNR i§ miSinio yra gryninama rinkiniu
,GeneJET™ PCR Purification Kit“. Gryninimo zingsniai atliekami pagal gamintojo nurodyta
instrukcija.

DNR skyrimas i§ agarozés gelio: jei apSvietus gelj UV Sviesa be tikslinés DNR yra
matomi ir papildomi, nespecifiniai fragmentai, arba kai siekiama iSskirti kelis skirtingus
fragmentus, reikiamas meéginys yra iSpjaunamas i§ gelio steriliu skalpeliu ir gryninamas
,GeneJET™ Gel Extraction Kit* pagal gamintojo nurodytg instrukcija.

DNR skyrimas i§ bakteriju: uzaugusios lastelés centrifuguojamos 6000 aps./min
grei¢iu 2 min kambario temperatiiroje. DNR 1§ bakterijy yra skiriama rinkiniu ,,GeneJET™

Plasmid Miniprep Kit“, laikantis gamintojo nurodymy.

2.2.5 Restrikcijos reakcija

Vektorius bei TcHsp90N koduojan¢io konstrukto kirimui naudojamas PGR
fragmentas yra kerpami FD Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazémis. Fermenty atpaZinimo
sekos yra jterptos j vektoriy ir PGR produkta. Reakcijos miSinys: 300 ng DNR, 1x FD Green

buferio, 10 fermentinio aktyvumo vienety Xhol, 10 fermentinio aktyvumo vienety Ndel,
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distiliuoto vandens iki 20 pl. Reakcija vykdoma 15 min 37 °C temperatiroje. Inaktyvacija

vykdoma 15 min 80 °C temperatiiroje.

2.2.6 Ligavimo reakcija

Pries transformacija j kompetentines Igsteles, vykdoma baltymg koduojancios sekos ir
vektoriaus ligavimo reakcija. Reikalingas DNR kiekis paskaic¢iuojamas pagal formule:

intarpo ilgis (kb)

vektoriaus ilgis (kb) X vektoriaus kiekis (ng) = intarpo kiekis (ng)

kur S — jterpiamos DNR ir vektoriaus moliarinis santykis (naudotas 3:1). Reakcijos
miSinys: 100 ng pET15b vektoriaus, 40 ng TcHsp90N DNR, 1x Rapid ligation buferio, 5
fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazés, 10 % PEG4000, distiliuoto vandens iki 20 pL.

Reakcija vykdoma 15 min 25 °C temperatiiroje.

2.2.7 Lasteliy transformacija ir auginimas

Konstruktas transformuojamas j DNR padauginimui skirtag E. coli kamieng XLI-blue
arba raiskos kamieng BL21 (DE3). 50 uL kompetentiniy lasteliy sumaiSoma su 5 puL DNR.
Misinys 30 min laikomas ledo vonioje, tuomet 90 s laikomas 42 °C, tada vél patalpinamas j
leda 2 min. IStraukus i§ ledo, jpilama 400 pL mitybinés SOC terpés ir lastelés 45 min
auginamos 37 °C temperatiroje, purtant 220 aps./min grei¢iu. Po 45 min I3stelés
centrifuguojamos 2 min 6000 aps./min kambario temperatiiroje. Nupilama pertekliné terpé ir
resuspenduojama. Lastelés uzsé¢jamos Petri 1€ksteléje su agarizuota LB terpe ir 100 pg/mL
ampicilino (Amp), auginama 37 °C per naktj. Po transformacijos uzaugusios kolonijos
perse¢jamos ] meégintuvelius su 5 mL LB terpés, turincios 100 pg/mL Amp, auginama per naktj

37 °C temperatiiroje, purtant 220 aps./min greiciu.

2.2.8 Biomasés auginimas ir TcCHSp90N raiska

Genetinis konstruktas, koduojantis TcHsp90N, yra transformuojamas j E. coli raiskos
kamieng BL21 (DE3) (zr. 2.2.7.). Po transformacijos po vieng uzaugusig kolonijg uzséjama j
BHI terpe su pET15b vektoriui atrankiu antibiotiku (100 pg/mL Amp). Auginama per naktj
37 °C temperatiiroje, purtant 220 aps./min grei¢iu. Po 8 mL uZaugusiy bakterijy perséjama i
kolbas su 400 mL BHI terpés su Amp (100 pg/mL). Auginama, kol optinis tankis (OT)
pasiekia 0,6 (A=600). Vykdoma indukcija 1 mM IPTG 4 val. 30 °C. Uzauginta biomasé

centrifuguojama 20 min 4 °C 6000 aps./min grei¢iu. Iki gryninimo laikoma -20 °C. Méginiai,
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paimti prie§ ir po indukcijos, centrifuguojami 2 min 6000 aps./min grei¢iu, nuosédos
suspenduojamos 30 pL 1x baltymy méginiy dazo, pakaitinama 95 °C 5 min. Imama 300 pL
meéginio pries§ indukcijg, o méginio kiekis, imamas po indukcijos, apskaic¢iuojamas taip, kad
pries ir po indukcijos paimtuose méginiuose buty toks pat lgsteliy kiekis. Vykdoma
poliakrilamidinio gelio elektroforezé (NDS-PAGE) (Zr. 2.2.9.).

2.2.9 Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Du stikliukai sudedami lygiagreciai ir jstatomi j stovelj, paruoSiamas poliakrilamidinis
gelis (zr. 2.1.3.). Supilamas skiriamasis gelis, ant virSaus uzpilama distiliuoto vandens ir
paliekama stingti 30 min. Geliui sustingus, vanduo nupilamas, uzpilamas koncentruojamasis
gelis, jstatomos Sukutés ir palickama stingti 30 min. Sumontuojamas elektroforezés aparatas,
jstatomas gelis, uzpilama 400 mL 1x elektroforezés buferinio tirpalo, istraukiamos Sukutés, j
Sulinélius supilami meéginiai ir 1 val. vykdoma elektroforez¢, esant 15 V/cm jtampai
koncentruojamajame gelyje ir 25 V/cm jtampai skiriamajame gelyje. Po elektroforezés gelis
iSimamas ir dazomas poliakrilamidinio gelio dazu (zr. 2.1.3.), inkubuojant kambario
temperattroje 70 aps./min grei¢iu 20 minuciy, tuomet blukinamas verdant distiliuotame

vandenyje 10 min.

2.2.10 TcHsp90N tirpumo tikrinimas ir gryninimas

1 g biomasés homogenizuojamas, 1 val. maiSoma Saltame ardymo buferiniame tirpale
(visy buferiniy tirpaly sudétys pateiktos 2.1.3.). Lasteliy sienelés ardomos ultragarsiniu
dezintegratoriumi 10 min, 30 s/ 30 s ciklais, esant 20 % amplitudei. Lastelés, norint iSvengti
perkaitimo, laikomos lede. Suardytos bakterijos centrifuguojamos 30 min 4 °C 16000
aps./min grei¢iu. Supernatantas 1 val. maiSomas su Ni** jonais pakrauta chelatine IDA
sefaroze 4 °C, o nuosédos 1 val. tirpinamos 8 M karbamido tirpale kambario temperatiiroje.
Sorbentas su supernatanto baltymais pakraunamas ] gravitacing kolonéle, visi netiksliniai
baltymai, nesudare rysiy su Ni?*, iteka. Kolon¢lé plaunama afininés chromatografijos
buferiniu tirpalu I tol, kol nebeisteka baltymai (iStiriama Bradfordo metodu (Bradford, 1976)).
Tikslinis baltymas eliuojamas didinant imidazolo koncentracijg (inkubuojant ir maiSant
sorbentg afininés chromatografijos buferiniame tirpale 1l 10 min 4 °C). Matuojama visy
eliavusiy frakcijy koncentracija, ruoSiami méginiai elektroforezei: po 20 uL kiekvienos
frakcijos sumaiSoma su 4 pL 6x baltymy meéginiy dazo ir 5 minutes kaitinama 95 °C. |
elektroforezés geli uzneSami méginiy tiiriai, atsizvelgiant j gautg baltymy koncentracija

(galutinis kiekis — 10 pg). Vykdoma NDS-PAGE (Zr. 2.2.9.) ir jvertinamas tikslinio baltymo
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pasiskirstymas supernatante ir nuosédose bei grynumas frakcijose. Remiantis elektroforezés
gelio vaizdu, atrenkamos frakcijos, kuriose baltymas atrodo gryniausias ir jo koncentracija
didziausia. Sios frakcijos apjungiamos ir per pusiau pralaidzia membrang dializuojamos per
naktj saugojimo buferiniame tirpale su 1 mM EDTA ir 2 val. saugojimo buferiniame tirpale.

Nustacius, kad gautas rekombinantinis baltymas yra tirpus ir gryninimas imobilizuoty
metaly jony afininés chromatografijos (IMAC) budu yra sékmingas, gryninima i§ didesnio
kiekio (~10 g) biomasés. Siam tikslui naudojama ,,AKTA purifier gryninimo sistema.
Biomasé homogenizuojama kaip aprasyta anks¢iau. Lasteliy sienelés ardomos ultragarsu 13
min, esant 50 % amplitudei su 30 s / 30 s intervalais. Suardytos bakterijos centrifuguojamos
30 min 4 °C 16000 aps./min grei¢iu. Gautas supernatantas filtruojamas per 0,2 um PVDF
filtrag. Baltymo tirpalas leidziamas per kolonéle, uzpildyta 10 mL chelatinés IDA sefarozés su
Co*" jonais, uztikrinan¢iais didesnj metodo jautruma nei prie§ tai naudoti Ni’* jonai. Pries
leidziant baltyma kolonélé pusiausvyrinama plaunant 10 tariy afininés chromatografijos
buferinio tirpalo 1. Netiksliniai baltymai eliuojami tuo paciu buferiniu tirpalu. Tikslinis
baltymas eliuojamas afininés chromatografijos buferiniy tirpaly I/Il gradientu, didinant
imidazolo koncentracijg. Matuojama visy frakcijy koncentracija, vykdoma elektroforeze,
méginiai analizuojami gelyje.

Norint pasiekti kuo didesn;j tikslinio baltymo grynuma, vykdomas antras gryninimas
jony mainy chromatografijos (IEXC) biidu. Siam metodui kolonélé uzpildoma Q sefaroze.
Prie§ gryninimg baltymas dializuojamas jony mainy chromatografijos buferiniame tirpale 1.
Pries leidziant baltymg kolonélé pusiausvyrinama plaunant 10 tiriy jony mainy
chromatografijos buferiniu tirpalu 1. Netiksliniai baltymai eliuojami tuo paciu buferiniu
tirpalu L. I kolonélés tikslinis baltymas eliuojamas didinant joning jéga (I/11 buferiniy tirpaly
gradientu). Surenkami méginiai ir vykdoma baltymy elektroforezé (zr. 2.2.9.). Apjungiamos
parinktos frakcijos ir vykdoma dializé saugojimo buferiniame tirpale, matuojama

koncentracija, baltymas steriliai filtruojamas per 0,2 uM PVDF filtrg, laikoma -80 °C.

2.2.11 Fluorescencinis terminio poslinkio tyrimas

Fluorescencinis terminio poslinkio metodas (FTSA) yra skirtas baltymy stabilumui
tirti. Solvatochrominis dazas ANS (8-anilinonaftalen-1-sulfoniné ragstis) fluorescuoja
saveikoje su denattiravusiais hidrofobiniais baltymo regionais. Pagal fluorescencijos pokycius
stebimas nuo temperatiiros priklausomas baltymo denatiravimas. FTSA metodu galima
nustatyti baltymo lydymosi temperatira, jos pokyt] skirtingose sglygose, jvertinti riSimosi su

skirtingais junginiais stiprumg. Saugojimo buferiniame tirpale paruoSiamas baltymo tirpalas
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su 20 uM TcHsp90 ir 200 uM ANS dazo. Eksperimente naudojami slopikliai yra iStirpinami
DMSO, gaunamas 20 mM tirpalas. Tuomet vykdomi serijiniai skiedimai: j mégintuvélius,
kuriuose yra po 20 uL DMSO (isskyrus pirmg mégintuvélj, kuriame palickamas neskiestas
slopiklio tirpalas), paeiliui (i pirmo } antra, 1§ antro j trecig ir t.t. iki astunto mégintuvélio)
perkeliama po 20 pL ligando tirpalo (prie$ tai gerai iSmaiSius). Taigi, kiekviename
meégintuvelyje ligandas praskiedziamas dvigubai. Toliau kiekvieno mégintuvélio turinys
skiedziamas 1:50 (po 4 uL tirpalo perkeliant j 196 pL saugojimo buferinio tirpalo). PGR
meégintuvéliuose baltymo ir skirtingy koncentracijy ligandy tirpalai sumaiSomi santykiu 1:1,
taigi, galutiné baltymo koncentracija tirpale yra 10 puM, DMSO - 2 %, o ligandy
koncentracijos nurodytos 1 lenteléje. Kaip kontrolé naudojamas baltymo méginys be ligando

(9-tasis mégintuvélis), eksperimentas kartojamas tris kartus.

1 lentelé. Naudotos Hsp90 slopikliy koncentracijos.

Mégintuvélis | 1 2 3 4 5 6 7 8
Konc. (uM) | 200 100 50 25 125 6,25 3,13 1,56

Paruos$ti méginiai dedami j rotoriy ir perkeliami j spektrofluorimetrg. Eksperimento
metu temperatira keliama 1 °C/min grei¢iu, nuo 25 °C iki 80 °C. Stebimi ANS dazo
fluorescencijos pokyciai. ANS fluorescencija suzadinama A = 365 nm £+ 20 nm Sviesa ir
registruojama A = 460 nm + 15 nm emisija. Stebimi fluorescencijos pokyciai, priklausomi nuo
temperatiiros. Gauti eksperimentiniai duomenys modeliuojami kaip apraSyta literatiiroje
(Matulis et al., 2005). Gauty lydymosi kreiviy vidurio taskai atitinka baltymo lydymosi
temperatirg (Tm). Atlikus eksperimentus su skirtingomis ligandy koncentracijomis,
priklausomai nuo sgveikos stiprumo, matomas baltymo T, pokytis. Pagal slopikliy
koncentracijos jtaka baltymo T, nustatomos jy jungimosi konstanty (Kp) vertés, taikant

skai¢iavimus, apraSytus Cimmperman et al., 2008 ir Matulis et al., 2005.

2.2.12 Baltymuy paruo$imas Kristalinimui

Kristalografiniams ~ tyrimams  naudoti VU Biotechnologijos instituto
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje (BTI BVTS) iSgryninti Hsp90N baltymai
(gryninimo eksperimentus atlikau a§, A. Mickeviciite ir dokt. M. Gedgaudas). Méginiai
atSildomi ir centrifuguojami 14000 g 4 °C 20 min, siekiant iSvengti dideliy baltymy agregaty
tirpale. ] baltymy méginius pridedama 1 mM redukuojancio agento DTT (ditiotreitolo).
Siekiant uZtikrinti kristalizacijos procesui palankias salygas, baltymai koncentruojami

naudojant 0,5 mL tdrio koncentratorius su 10 kDa filtru, centrifuguojant 14000 g 4 °C
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(centrifugavimo laikas nustatomas atsizvelgiant j prading méginio koncentracijg). Baltymy
koncentracija matuojama ,,NanoDrop* spektrofotometru, ties A=280 nm. Méginiy skiedimui ir

kaip kontrolé koncentracijos matavime naudojamas kristalinimo buferinis tirpalas.

2.2.13 Baltymy Kkristalinimas

Baltymy kristalinimas vykdomas taikant gary difuzijos ,,sédincio laso* (angl. sitting
drop) metoda. Sis metodas pagrjstas gary difuzijos pusiausvyra. Sumaisytas baltymo méginio
ir kristalinimo tirpalo laSas yra ,pasodinamas® Salia rezervuaro su kur kas didesniu
kristalinimo tirpalo turiu. Lase yra mazesné¢ kristalinimo reagento koncentracija, todél
vandens garai palieka laga. Sio proceso metu keiciasi jsotinimas, lase didéja tick baltymo, tiek
kristalinimo reagento koncentracija. Pusiausvyra pasiekiama, kai reagento koncentracija lase
Ir rezervuare susivienodina.

Baltymy kristalinimas atlieckamas 96 Sulineliy 1ékstelése, kristalinimo tirpalo
rezervuaro tiris yra 70 pL, lasy turis — 0,6-1 pL. Méginiy uzneSimas ant Salia rezervuaro
esanCio tiltelio atliekamas pasinaudojant kristalinimo robotu Oryx8, maisant baltymo
méginius su kristalinimo tirpalais santykiais: 1:1 ir 2:1. Lékstelés saugomos robotizuotose
leksteliy talpyklose kambario arba 4 °C temperatiiroje, lasai periodiskai fotografuojami,
naudojant monochromating arba UV §viesa.

Siekiant gauti baltymy kristalus, pirmiausiai atlickama pirminé kristalizacijos salygy
paieska — siekiama surasti tinkama baltymo koncentracija bei kristalinimo tirpalo sudétj. Siuo
tikslu iSbandoma keletas skirtingy komerciniy kristalinimo salygy paieSkos tirpaly rinkiniy,
taip pat ,,Morpheus“ rinkinys (zr. 2.1.2.). Po pirminés salygy paieskos, jei pavyksta gauti
kristalinius darinius (tokius kaip mikrokristalai, adatos, netaisyklingos formos kristalai),
vykdomas tolesnis proceso optimizavimas. Tai atliekama vykdant tirpaly, kuriuose gauti
kristaliniai dariniai, sudéties variacija, kei¢iant komponentus ir jy koncentracijg. Siekiant
gauti baltymy su prisijungusiais slopikliais kristalus, vykdomas arba kokristalinimas (700 pM
slopiklio tirpalg sumaiSant su baltymo tirpalu dar pries laSinant ant 1¢kstelés) arba susidariusiy
kristaly mirkymas slopiklio tirpale, tikintis, kad junginys difunduos j kristalo vidy. Vykdant
mirkymo eksperimentus, naudotos 467 uM ir 933 uM slopikliy koncentracijos (uzpilant
atitinkamai 700 pM ir 1,4 mM koncentracijos slopikliy tirpalus ant laSy su kristalais, taip
pasiekiant 2:1 santykio skiedimg).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

BTI BVTS atlickami eksperimentai su skirtingy parazitiniy organizmy Hsp90
Saperonais, siekiant surasti cheminius junginius, efektyviai slopinancius jy veikimg. Tiriami
slopikliai jungiasi Hsp90 aktyviajame centre, esan¢iame N domene, todé¢l, vardan
eksperimenty supaprastinimo, nutarta dirbti ne su pilno ilgio baltymais, o tik Siuo domenu.
Darbo metu planuota atlikti kristalinimo eksperimentus su skyriuje i$grynintais ir tiriamais
parazitiniy organizmy ir zmogaus Hsp90N, siekiant gauti reikSmingos informacijos apie jy
jungimasi su slopikliais. Parazito Trypanosoma cruzi Saperonas taip pat yra dominantis tyrimy
objektas, taciau iki Siol stabilaus, eksperimentams tinkamo baltymo laboratorijoje dar
nepavyko gauti. Dél Sios priezasties, nutarta pagaminti T. cruzi Hsp90 N domeng (TCHsp90N)
koduojant] genetinj konstrukta, atlikti raiska, baltymag iSgryninti ir patikrinti jo stabilumag.
Gautas baltymas kartu su kitais Hsp9ON toliau biity tiriamas termodinaminiais ir

kristalografiniais metodais.

3.1 Genetinio konstrukto, koduojancio TCHsp90N, kiirimas

Pirmas darbo etapas buvo genetinio konstrukto, koduojanc¢io TcHsp90N, N gale sulieto
su SeSiy histidiny gryninimo seka, kiirimas. PGR budu atliktas klonavimas nuo TcHsp90
koduojancios DNR, konstrukto kiirimui naudotas pET15b vektorius. Po PGR gautas rezultatas
analizuotas elektroforezés gelyje, tikintis pamatyti ~700 bp fragmentg (3 pav. A). Ar domeno
seka | vektoriy jsiterpé teisingai, tikrinta pasitelkiant restrikcing analiz¢ Ndel ir Xhol
fermentais. Agarozés gelyje tikétasi pamatyti iSkirpta baltyma koduojanc¢ios DNR sekos
fragmentg ties ~0,7 bp ir pET vektoriaus sekg ties ~6 kbp zyme (3 pav. B).

-

6 kbp . e

[—
— e
0,7 kbp - 07 koo g\

e

3 pav. Klonavimo rezultaty analizé 1,5 % agarozés gelyje. A — TcHSp9ON sekos, padaugintos
PGR biidu, vaizdas. M — DNR dydZio Zymuo #SM 033 1; Rodyklé — padauginta TcHsp90N koduojanti
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seka. B — Genetinio konstrukto karpymo restrikcijos endonukleazémis Xhol ir Ndel vaizdas. M —
DNR dydzio zymuo #SM 0331; Rodyklés — vektorius ties ~6 kbp ir TcHsp90N koduojanti seka ties
~0,7 kbp zZyme.

Atsizvelgiant | ankstesnius nes¢kmingus bandymus gauti TCHsp90N, sukurtg genetinj
konstrukta nutarta modifikuoti, jterpiant papildoma seka Hsp90 N domeno C gale. BTI BVTS
bei kitose mokslinése grupése (Corbett and Berger, 2010) atlikti eksperimentai parodé, kad
rekombinantiniy Hsp90N baltymy stabilumg galima pagerinti jy C gale jterpiant seka,
sudarytg i lankstaus trijy gliciny jungtuko (GGQG) ir devyniy aminoriigsciy, adaptuoty i§ kito
pirmuonio P. falciparum Hsp90 (PfHsp90) vidurio domeno. Sios aminorigstys suformuoja p
kloste, kurios sgveika su natyvaus N domeno struktiiroje esancia B kloste gali prisidéti prie
teisingo baltymo susilankstymo. Seka, koduojanti glicinus bei 302-310 aminortigstis i$
PfHsp90 jterpta pasitelkiant PGR. Mutagenezés rezultatai analizuoti agarozés gelyje, stebimas
fragmentas ties ~6 kbp zyme (4 pav.). Gautas konstruktas nusekvenuotas.

M Ny
Gkop Lo

l

4 pav. Mutageninées PGR rezultato analize 1,5 % agarozés gelyje. Matomas PGR, skirtos jvesti
mutacijg, produkto vaizdas. M — DNR dydzio zymuo (#SM 0331); rodyklé — mutacijg turintis
genetinis konstruktas.

Darbo metu buvo sukurtas genetinis konstruktas pET15b-6xHis-TcHsp90, koduojantis
TcHsp90N seka nuo 1 iki 209 aminortigsties, kurios C gale yra prijungtas trijy gliciny
jungtukas ir dalis PfHsp90 vidurio domeno sekos, o N gale — Sesiy histidiny gryninimo zymé
(5 pav.).
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GGG 6004..6012

TcHsp90N 5377..6003

GxHis 5329..5346

PET15b-6xHis-TcHsp90N

6371 bp

5 pav. Genetinio raiskos konstrukto pET15b-6xHis—TcHSp9ON schematinis vaizdas.
TcHsp9ON — tikslinis baltymas; 6xHis — SesSiy histiding gryninimo seka; GGG — trijy gliciny
jungtukas; PfHsp90M(302-310) — modifikacija, adaptuota i§ P. falciparum.

3.2 Rekombinantinio TcHsp90N gavimas

Sukurtas genetinis konstruktas transformuotas j E. coli raiskos kamieng BL21 (DE3),

vykdyta indukcija IPTG ir geny raiska jvertinta poliakrilamidiniame gelyje (6 pav.). Juostelé

ties ~27 kDa nurodo tikslinio baltymo raiskos padidéjimg po indukcijos IPTG.

kDa
116,0

66,2
45,0
35,0

25,0

18,4
14,4

1

-

.

~

2 3

-

lg

6 pav. pET15b-6xHis—TcHsp9ON raiska E. coli BL21 (DE3) kamiene. 1 — baltymy dydzio
zymuo #SMO0431; 2 — lastelés baltymy raiska prie§ indukcijg IPTG; 3 — lgstelés baltymy raiska po
indukcijos IPTG. Rodyklé — padidéjusi TcHsp90N raiska.

Po raiSkos tyrimo tikrintas baltymo tirpumas ir atliktas gryninimas gravitacingje

kolonéléje, uzpildytoje IDA sefaroze su imobilizuotais Ni?* jonais. Atlikta baltymy NDS-

PAGE elektroforezé, i§ kurios rezultaty matoma, kad TcHsp9ON yra tirpus, ta¢iau nemaza

baltymo dalis lieka nuosédose (7 pav.). Visgi, atlikus tirpios frakcijos gryninimg imobilizuoty

metaly jony chromatografijos budu, jvertinta, kad gaunamas pakankamas kiekis tikslinio

baltymo (7 pav.).
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kDa 1 2 3 4 TcHsp90N frakcijos |

116,0
66,2

45,0 - 6

B0 N

25,0

18,4
14.4

7 pav. TcHsp90ON tirpumo nustatymas ir bandomasis gryninimas imobilizuoty metalo jony
afininés chromatografijos badu. TcHsp9ON frakcijos gautos po eliucijos imidazolo gradientu. 1 —
baltymy dydzio Zymuo #SM0431; 2 — lasteliy lizato supernatanto baltymai; 3 — Iasteliy lizato netirpts
baltymai nuosédose; 4 — nesorbuoti baltymai; rodyklé — TCHsp9O0N tirpioje baltymy frakcijoje.

Nuspresta TCHsp90N iSgryninti i§ didesnio kiekio (9 g) biomasés, kad biity gauta
pakankamai tikslinio baltymo tolesniems eksperimentams. Atliekant optimaliy gryninimo
salygy paieska, pastebéta, kad prie§ tai naudotus Ni’* jonus pakeitus Co®" jonais, bei j
gryninimo buferinj tirpala pridé¢jus glicerolio ir redukuojanfios medZiagos 2-
merkaptoetanolio, pasiekiamas didesnis baltymo grynumas. Remiantis chromatograma,
nustatytos desorbuoto baltymo frakcijos, toliau jos analizuotos poliakrilamidiniame gelyje
NDS-PAGE metodu (8 pav.).

kDa 1 2 3 4, TcHsp90N frakcijos |
1160 :
66,2 (. §
| am-d
45,0 . -
35,0 ——— ) "- -
i ﬁ—..--’
25.0 e
18,4
D ia
14,4 -

8 pav. TcHsp90ON gryninimo imobilizuoty metaly jony afininés chromatografijos biidu
rezultaty analizé poliakrilamidiniame gelyje. TCHSp9ON frakcijos gautos po eliucijos imidazolo
gradientu. 1 — baltymy dydzio zymuo #SM0431; 2 — Iasteliy lizato supernatanto baltymai; 3 — lasteliy
lizato netirpts baltymai nuosédose; 4 — nesorbuoti baltymai.

Atrinktos tikslinio baltymo frakcijos apjungtos, dializuotos jony mainy

chromatografijos buferiniame tirpale | ir toliau grynintos jony mainy chromatografijos biidu,
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naudojant Q sefaroze siekiant pasalinti likusius netikslinius baltymus ir TcHSp9ON

sukoncentruoti. Rezultatas analizuotas NDS-PAGE metodu (9 pav.).

TcHsp90N frakcijos

kDa 1 2
116,0
66,2

45,0
35,0

25,0

18,4

9 pav. TcHsp90N gryninimo jony mainy chromatografijos budu rezultaty analizé
poliakrilamidiniame gelyje. TcHsp9ON frakcijos gautos po eliucijos NaCl gradientu. 1 — baltymy
dydzio zymuo #SM0431; 2 — baltymo meéginys iki gryninimo.

Atrinktos frakcijos su auks$ciausia TCHSp9ON koncentracija apjungtos ir dializuotos

saugojimo buferiniame tirpale. I§ 9 g biomasés gauta 5,8 mg rekombinantinio baltymo.

3.3 Rekombinantinio TcHsp90N jungimosi su slopikliais tyrimas

Fluorescencinis terminio poslinkio metodas (FTSA) leidZia jvertinti baltymo stabilumg
ir tirti jungimasi su slopikliais. Eksperimentams naudoti trys junginiai, sgveikaujantys su
Hsp90 N domenu — VU BTI susintetinti tiadiazolo dariniai ICPD26 ir ICPD47 bei

komerciskai prieinamas geldanamicino darinys 17-AAG (10 pav.).

HO cl 0— CHy T'z
HO — ICPD 47
N 5 He™

N

HO Cl 8] —\
" cH e
w0
HO — HEN—<
N 5 17-AGG

S o
\N

10 pav. Slopikliy ICPD26, ICPD47 ir 17-AAG struktiirinés formulés.

Taikant FTSA yra stebimas nuo temperatiiros priklausomas baltymo denatiiravimas.
Detekcijai naudojamas ANS dazas fluorescuoja sgveikoje su hidrofobiniais pavirsiais.
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Palaipsniui kylant temperatiirai, baltymo grandinés iSsivynioja ir jprastai viduje esancios
hidrofobinés sritys atsiduria iSoréje. Prie tokiy denatiiravusiy grandiniy prisijunges ANS
fluorescuoja, ir pagal registruojama Sviesos emisijos intensyvuma gaunama baltymo lydymosi
kreivé. Sios kreivés vidurio taskas atitinka temperatiira, kurioje pusé baltymo yra denatiiraves
(lydymosi temperaturg, Tp). Buvo stebimas TcHsp9ON jungimasis su slopikliais ICPD26,
ICPDA47 ir 17-AAG. Atlikus eksperimentus su skirtingomis junginiy koncentracijomis,
matomas T, poslinkis, t.y., dél saveikos su slopikliais, baltymas buvo stabilizuojamas ir
denatiiravo aukstesnéje temperatiroje (11-13 pav.). Sumodeliavus T, priklausomybe nuo
pridéto slopiklio koncentracijos, kiekvienam junginiui buvo nustatytos jungimosi konstantos
(Kp) vertés. Visiems tirtiems junginiams yra biidingas stiprus ri§imasis su TCHSp9ON, ir gauti
rezultatai rodo, kad rekombinantinis baltymas yra stabilus ir geras modelis tolesniems

slopikliy sgveikos eksperimentams.

60
Ky =3,0-10' M?
°
55 Teorinis modelis o ®
'Y
&
.50 ®
- »
'Y
45 o
'Y
40
0 107 10° 10° 10*  10°

ICPD26 koncentracija, M

11 pav. TcHsp90 lydymosi temperatiiros (Tn) priklausomybé nuo slopiklio ICPD26
koncentracijos. Ky, — jungimosi konstanta.
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ICPD47 koncentracija, M

12 pav.l TcHsp90 lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo slopiklio ICPD47
koncentracijos. Ky, — jungimosi konstanta.
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17-AAG koncentracija, M

13 pav. TcHsp90 lydymosi temperatiiros priklausomybé nuo slopiklio 17-AAG koncentracijos.
Ky — jungimosi konstanta.

3.4 Parazitiniy organizmy ir Zmogaus Hsp90N kristalinimas

VU BTI BVTS yra isgryninti ir termodinaminiais metodais tiriami rekombinantiniai
vairiy organizmy Hsp90N (2 lentele). Visy Siy baltymy ir jy kompleksy su tiriamais
cheminiais junginiais strukttriniai duomenys pasitarnauty atrankiy slopikliy kiirimui. D¢l to
nutarta atlikti jy kristalinimo salygy paieska ir, gavus kristalus, panaudoti juos
rentgenostruktiiringje analizéje bei, sékmés atveju, struktiros nustatymui. Be parazitiniy
organizmy $aperony, tirtas ir citozolinis zmogaus Hsp90a. Sio baltymo su prisijungusiais
potencialiais antiparazitiniais slopikliais struktiira pasitarnauty kaip kontrolé, stebint sgveikos
skirtumus 1ir siekiant gerinti tirlamy junginiy afiniSkumg ir atrankumg parazitiniams

baltymams.

2 lentelé. Tyrime naudoti Hsp90 baltymai.

Organizmas Baltymas
Leishmania major LmHsp90N
Leishmania donovani LdHsp90N
Plasmodium falciparum PfHsp9ON
Toxoplasma gondii TgHsp9ON
Trypanosoma brucei TbHsp9ON
Trichinella spiralis TsHsp90ON
Homo sapiens Hsp90aN
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Galimiems kristalinimo sglygy désningumams surasti atlikta literatiiros bei PDB

duomeny bazés (https://www.rcsb.org/) analizé. Dalies baltymy (LdHSpOON, TgHsp9ON,

TsHsp90N) kristalai iki Siol dar néra gauti jokioje laboratorijoje, o kai kuriy esamy struktiiry
publikacijos dar néra i$spausdintos. Visgi, remiantis ribota informacija apie LmHsp90N,
TbHsp90N bei Hsp90aN kristalinimg (Casale et al., 2014; Pizarro et al., 2013; Tassone et al.,
2018), nustatytos procesui galimai palankios baltymy koncentracijos ir pirmiausiai parinkti
kristalinimo rinkiniai su tirpaly sudétimis, artimomis literatliros Saltiniuose nurodytoms.
Kristalinimo eksperimentai buvo atliekami BTI Baltymy-nukleoriigs¢iy saveikos tyrimy
skyriuje (BNRSTS), taikant gary difuzijos ,,sédincio laso* metodg. Pirmiausia buvo iSbandyti
literatiirinés analizés metu atrinkti rinkiniai, o véliau naudoti Kkiti, ankstesniuose
eksperimentuose sékmingi, rinkiniai. Jei buvo stebimas kristaliniy dariniy susidarymas, buvo
atlickama Siy palankiy salygy optimizacija, varijuojant tirpaly sudedamyjy daliy
(nusodinancios medziagos, drusky, metaly jony, jvairiy organiniy ir neorganiniy junginiy)
koncentracija, taip pat keistas baltymo ir kristalinimo tirpalo santykis lase (3:1, 2:1 ir 1:1).
Kristalizacija vykdyta skirtingose temperattirose (kambario bei 4 °C). Darbo metu kiekvieno

baltymo kristalizacijai buvo iSbandyta nuo keliy Simty iki keliy tukstanciy salygy (3 lentel¢).

3 lentelé. Hsp90 kristalinimo salygy paieska.

Pirminé salygu paieska Optimizavimas I viso
Baltymas I
Rinkiniai Salygu sk. Rinkiniy sk.  Salygu sk. salyegu
LmHsp90ON 864 2 1008 1872
LdHsp90N 576 0 0 576
PfHsp9ON »Crystal Screen®, 1344 4 1536 2880
,.Index, ,,Natrix“,
TgHsp90N »SaltRx*, 1344 0 0 1344
»PEGRXx,
ThHsp90N ,,Morpheus* 2400 4 2304 4704
TsHsp9ON 1536 3 2112 3646
Hsp90aN 960 2 864 1824

3.4.1 LmHsp90N Kkristalinimas

LmHsp90N buvo kristalintas gary difuzijos ,,sédinCio laso* metodu. Remiantis
s¢kmingais kity moksliniy grupiy Hsp90N kristalinimo eksperimentais, nutarta kristalinima
atlikti naudojant 8 ir 12 mg/mL baltymo koncentracijg ir pirmiausiai iSbandyti komercinius

salygy paieskos rinkinius (zr. 3 lentele). Naudoti 1:1 bei 2:1 baltymo ir tirpalo santykiai lase.
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Tos sglygos, kurioms esant lasuose susidaré kristaliniai dariniai, pavyzdziui, mikrokristalai,
sferulitai, netaisyklingos kristalinés plokstelés (14 pav. 1-4), buvo toliau optimizuojamos,
siekiant gauti taisyklingos formos, rentgenostruktirinei analizei tinkamus kristalus.
Optimizacijos metu buvo bandyta didinti baltymo méginio koncentracijg iki 20 mg/mL, taciau
tokia strategija nepasiteisino — baltymas ilgainiui iSkrisdavo j nuosédas. I§ viso buvo
iSbandytos 1872 skirtingos sglygos, taciau rentgenostruktiirinei analizei tinkami LmHsp90N
kristalai kol kas nebuvo gauti. Siekiant gauti 3D kristalus, reikéty testi kristalinimo tirpaly

sudéties optimizavima, bei varijuoti kitomis saglygomis, pavyzdziui, temperatiira.

24 pav. LmHsp90N Kkristaliniai dariniai. 1-4 — pirminiy kristalizacijos sglygy paieskos etape
gauti dariniai (1,3 — netaisyklingos kristalinés plokstelés; 2 — sferulitas; 4 — mikrokristalai);
5-6 — mikrokristalai, gauti i§ optimizacijos tirpaly.

3.4.2 LdHSp90ON kristalinimas

LdHsp90N atveju buvo iSmégintos 567 pirminés kristalizacijos salygos. Eksperimenty
metu nustatyta palanki kristalizacijai baltymo koncentracija — 20 mg/mL. Buvo gauta keletas
kristaliniy dariniy — netaisyklingos formos plokstele, adata bei nedidelis 3D kristalas (15
pav.). Visgi, del netaisyklingos struktiiros ir mazo dydzio, jie néra tinkami

rentgenostruktiirinei analizei, tad biitina sglygy optimizacija.

49



3 LdHsp90N kristaliniai dariniai. 1 — netaisyklingos formos plokstel¢; 2 — adata; 3 — mazas 3D
kristalas.

3.4.3 PfHsp90ON kristalinimas

Siekiant gauti PfHsp90 kristalus, iSméginta 2880 kristalinimo salygy. Eksperimenty
metu nustatyta, kad 20 mg/mL baltymo koncentracija ir zema (4 °C) temperatiira yra
palankios Kkristalizacijos procesui (16 pav.) Naudojant komercinius kristalinimo tirpalus,
susidaré arba nedideli sferulitai, arba dideli netaisyklingi kristaliniai dariniai. Buvo vykdoma
optimizacija, kurios metu buvo nustatytos salygos, kuriose susidaré nedidelis taisyklingos
formos kristalas (16 pav. 6). Tolesné salygy optimizacija galéty padéti gauti didesnius

kristalus.

46 pav. PfHSp9ON kristaliniai dariniai. 1-3 — pirminiy kristalizacijos salygy paieskos etape
gauti dariniai (1 — didelé kristaliné plokstelé; 2,3 — sferulitai). 4-6 — dariniai, gauti po optimizacijos (4
— kristaliné plokstelé; 5 — nedidelis kristalas; 6 — nedidelis taisyklingas kristalas).
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3.4.4 TgHsp90N Kkristalinimas

TgHSp9ON kristalinimo eksperimentuose iSbandytos 1344 pradinés kristalizacijos
salygos. Remiantis sekmingais kity parazitiniy Saperony kristalinimo rezultatais, naudota 20
mg/mL baltymo méginio koncentracija. Kaip ir dalies kity baltymy atveju, kristaliniams
dariniams susidaryti buvo palankesné¢ zZema temperatiira (4 °C). Eksperimenty metu pavyko
gauti sferulity ir mikrokristaly (pav. 17), taciau rentgenostruktiirinei analizei tinkamy kristaly

gavimui privaloma tolesné salygy paieska.

57 pav. TgHsp90N kristaliniai dariniai, gauti pirminés salygy paieSkos metu. 1 — sferulitai; 2 —
mikrokristalai.

3.4.5 TbHsp90N kristalinimas

Vykdant TbHsp90N kristalinimo eksperimentus, buvo iSbandytos 4704 skirtingos
salygos. Atliekant prading salygy paieska, buvo iSmégintas platus baltymo koncentracijy
spektras — nuo 6 iki 20 mg/mL. Naudojant 8 mg/mL TbHsp90N, pavyko gauti nedideliy
netaisyklingy kristaly bei ploksteliy (18 pav. 1-2), padidinus koncentracijg iki 12 mg/mL,
stebétas smulkiy adatéliy susidarymas (18 pav. 3). Optimizuojant procesa, pasirinkta dirbti su
aukStesnés koncentracijos (20 mg/mL) baltymo méginiu. Buvo gauta jvairaus dydzio,
pavieniy ir sudaranciy sankaupas adaty (18 pav. 4-6). Taip pat paméginta kristalinti kartu su
ADP (j baltymo tirpalg pridéta 1 mM ADP ir S mM MgCly), kuris, remiantis tyrimais (Corbett
and Berger, 2010), gali pagerinti kristalizacijos procesa. Visgi, $i strategija nepasiteisino —

naudojant ADP, negauti jokie kristaliniai dariniai.
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68 pav. TbHsp90N kristaliniai dariniai. 1-3 — pirminiy kristalizacijos salygy paieskos etape
gauti dariniai (1 — sferulitas; 2 — kristaliné plokstelé; 3 — smulkios adatélés). 4-6 — adaty sankaupos,
gautos kristalinant su optimizacijos tirpalais.

3.4.6 TsHsp90N kristalinimas

TsHsp9ON kristalinimui buvo isbandytos 3646 skirtingos salygos. 20 mg/mL baltymo
koncentracija pasirodé tinkamiausia Siems eksperimentams. Pirminés sglygy paieskos metu
susidaré dideli netaisyklingi Kkristaliniai dariniai (19 pav. 1-3). Atlikus optimizacija, pavyko
gauti jvairios morfologijos kristaly (19 pav. 4-8). Nustatytos palankios salygos kristalizacijai:
0,2-0,3 M NaCl arba NH,CH3CO,; 0,1 M TrisHCI pH 8,5; 24-29 % w/v PEG3350. Tikintis,
kad gauti kristalai galéty difraguoti rentgeno spindulius, atrinktomis sglygomis buvo ruosta
daugiau méginiy. Norint gauti didesnius kristalus, didintas laso tiris (nuo 0,6 pL iki 1 pL).
Nuspresta paméginti gauti TSHSp9ON kompleksy su aktyviajame centre prisijungusiais
slopikliais kristalus. Parinkti skyriuje tiriami Hsp90 slopikliai ICPD26 (10 pav.), Pk-11 bei
Pk-16 (21 pav.) (susintetinti vadovaujant dr. A. Brukstui VU Chemijos ir geomoksly
fakultete). Bandytos dvi strategijos: mirkyti gautus kristalus slopikliy tirpaluose arba
baltymus kristalinti kartu su junginiais. Kristalinant kartu su slopikliais (haudota 700 uM
junginiy koncentracija), gauti panasiis dariniai, kaip ir apo (be prisijungusiy ligandy) baltymy
atveju (19 pav. 9). Vykdant mirkymo eksperimentus, naudotos 467 uM ir 933 uM slopikliy
koncentracijos. Atrinkty kristaly rentgeno spinduliy difrakcija tirta EMBL/DESY
sinchrotrone Petralll P14 spinduliy linijoje, Hamburge (Vokietija) (tyrimus atliko dokt. D.
Tuminauskaité, BTI BNRSTS). Visgi, tiek apo baltymy, tiek ko-kristalinty kompleksy, tiek

mirkiniy rentgeno spinduliy difrakcijos skiriamoji geba buvo Zzema (5-10 A).
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ISbandyta dar viena kristalinimo strategija — uzséjimas (angl. seeding), suskaldant
kristala ir nuolauzas laSinant kartu su baltymu, tikintis, kad bus paskatintas kristalizacijos
centry atsiradimo procesas. Taip pat pirminiai kristalinimo eksperimentai atlikti panaudojant
18grynino dokt. M. Gedgaudas, BTI BVTS). D¢l ilgo kristaly formavimosi laiko (nuo keleto

savai¢iy iki keleto ménesiy), vis dar laukiama Siy eksperimenty rezultaty.

7 TsHsp9ON kristalai. 1-3 — pirminiy kristalizacijos salygy paieskos etape gautos kristalinés
plokstelés. 4-8 — po optimizacijos gauti kristalai; 9 — TSHsp90ON, ko-kristalinto su slopikliu ICPD26,
kristalai.

3.4.7 Hsp90aN kristalinimas

Zmogaus Hsp90N kristalams gauti buvo isbandytos 1824 skirtingos salygos. Kaip ir
daugumos Hsp9ON atveju, 20 mg/mL baltymo koncentracija buvo palanki kristalizacijos
procesui. Taip pat, eksperimenty vykdymas zemoje temperatiiroje (4 °C) buvo privaloma
salyga kristaliniy dariniy atsiradimui. Surastos pirminés salygos, kuriomis gauti ne tik
nedideli dariniai, tokie kaip sferulitai, tatiau ir taisyklingos formos 3D kristalai (20 pav. 1).
Toliau optimizuojant palankiais kristalizacijai salygas, pavyko gauti didesnius taisyklingus
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kristalus (20 pav. 2-6), tinkamus rentgenostruktiirinei analizei bei mirkymui su parinktais
Hsp90 slopikliais. Bandymas kristalinti kartu su ADP, kaip ir TbhHsp9ON atveju,

nepasiteisino.

8 Hsp90aN kristalai. 1 — pirminiy kristalizacijos salygy paieskos etape gauti kristalai; 2-6 — po
optimizacijos gauti kristalai.

Buvo nustatytos optimalios salygos Hsp90oaN kristalizacijai: 0,1 M TrisHCI
pH 8,5; 25-27 % w/v PEG3350; 0,3 M MgCl,, 20 mg/mL koncentracijos baltymg maisant su
kristalinimo tirpalu 1:1 arba 2:1 santykiu, 1ékstéles laikant 4 °C. Nustatytomis salygomis
méginta atlikti ko-kristalinimg su ICPD26 (10 pav.), Pk-11 bei Pk-16 slopikliais (21 pav.),
taciau kristaly gauti nepavyko. Nepasiteisinus ko-kristalinimui, atliktas kristaly mirkymas su
minéty slopikliy tirpalais, taip pat su maziau stabiliu junginiu ABIT-07 (21 pav.)
(susintetintas vadovaujant dr. A. Brukstui VU Chemijos ir geomoksly fakultete),
eksperimentas atliktas taip pat kaip TsHsSp9ON atveju (zr. 3.4.6 skyriy). Kristalai tirti
EMBL/DESY sinchrotrone (atliko dokt. D. Tuminauskait¢, BTl BNRSTS), jy rentgeno
spinduliy difrakcijos skiriamoji geba varijavo nuo 1,6 A iki 3,1 A (Zr. 4 lentele). Tyrimo metu
buvo indeksuojami difrakcijos paveiksléliai, nustatyta, kad Hsp90aN sudaro ortorombing

1222 kristaling gardele (parametrai pateikti 4 lenteléje).
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OH N=p

29 pav. Hsp90 slopikliy Pk-11, Pk-16 ir ABIT-07 struktiirinés formulés.

4 lentelé. Hsp90aN kompleksy su jvairiais slopikliais kristaly rentgeno spinduliy difrakcijos
tyrimo metu surinkti duomenys. a, b, ¢ — elementariojo narvelio (angl. unit cell) krastiniy ilgiai, a, B, v
— kampai tarp krastiniy.

Hsp90aN su Hsp90aN su Hsp90aN su Hsp90aN su
Kompleksas |cpp2g Pk-11 Pk-16 ABIT-07
Skiriamoji 5 55 g 1 16-19 A 19-25A 19314
geba
Gardelés 509 1222 1222 1222
tipas

a=6536 A a=67.56 A a=6722 A a=65,09 A
Gardelés b=87.14 b=28849 A b=289,03 A b=28848 A
parametrai ¢=97,16 A c=9927 A c=98,76 A c=99,08 A

a=p=7=90° a=p=7=90° a=p=7=90° a=p=7=90°

Hsp90aN komplekso su Pk-11 (21 pav.) struktiiros modelis buvo gautas molekulinio
pakeitimo budu (modeliavimg atliko dr. G. Sasnauskas, BTI BNRSTS). Slopiklis Pk-11
Saperono aktyviajame centre sudaro tiesioginius vandenilinius ryS$ius su aminoriig§timis
Gly97, Thr184 ir Asp93 ir su dviem vandens molekulémis, taip pat per vandens molekulg
vyksta sgveika su Ser52. Junginio chlorbenzeno Ziedas erdvéje galimai uzima dvi skirtingas

orientacijas (22 pav. A ir B).
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22 pav. Slopiklio Pk-11 (geltona) orientacija Hsp90oN (Zydra) aktyviajame centre.
Vandeniliniai rySiai — atvaizduoti roziniais briik§neliais. A ir B nurodo skirtingas slopiklio
chlorbenzeno Ziedo orientacijas.

3.5 Rezultaty aptarimas

Kuriant efektyviai veikiancius baltymy slopiklius, galinius tapti potencialiy naujy
vaisty veikligja medziaga, yra reikSmingi keletas aspekty. Visy pirma, svarbu gauti grynus ir
stabilius baltymy preparatus, galinius pasitarnauti kaip modeliai slopinimo eksperimentuose.
Taip pat svarbu nustatyti potencialiy slopikliy jungimosi termodinaminius parametrus, taip
jvertinant jvairiy junginiy afiniSkumg ir specifiSkumg baltymams. Apie specifines sgveikas
bei potencialias tiriamy junginiy modifikavimo strategijas daug informacijos suteikia
struktiriniai baltymy-ligandy saveikos duomenys, kuriuos leidzia gauti rentgenostruktiriné

analizé. Sio magistrinio darbo metu siekta gauti parazito T. cruzi Hsp90 baltymo N domena,
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jvertinti jo stabilumg bei jungimasi su parinktais slopikliais bei atlikti BTT BVTS tiriamy
parazitiniy baltymy ir jy kompleksy su aktualiais junginiais kristalografing analizg.

Pirmiausia, darbo metu sukurtas genetinis konstruktas, koduojantis modifikuota T.
cruzi Hsp90 N galo domeng (zr. 3.1). Atlikta jo raiSka E. coli bakterijy BL21 (DE3) kamiene
(zr. 3.2). Po lasteliy lizés matoma, kad dalis TCHsp90N lieka netirpiose nuosédose (7 pav.).
Kadangi rekombinantinis baltymas yra ne pilno ilgio, o tik vienas domenas, tikétina, kad
natyvios tretinés struktiiros jgavimas yra apsunkintas. Sia baltymy agregacijos problema
galima bty spresti, pavyzdziui, lgsteles auginant ir raiSkg atlickant zemesnéje temperatiiroje
ilgesnj laikg bei sumazinant induktoriaus koncentracijg, taip sulétinant transliacijos greitj ir
baltymy susilankstymo procesag (Dyson et al., 2004). BTI BVTS anks¢iau jau buvo
iSgrynintas TCHsp90N baltymas, taciau jis buvo nestabilus ir silpnai sgveikavo su Hsp90
slopikliais (A. Dagytés duomenys). Vienas i§ problemos sprendimo biidy, aprasytas keleto
moksliniy grupiy (Corbett and Berger, 2010; Immormino et al., 2004), yra modifikacija, C
gale pridedant papildoma seka, sudaryta i$ trijy gliciny jungtuko ir aminorugséiy,
suformuojanéiy B kloste. Si strategija pasiteisino su dalimi kity skyriuje tiriamy parazitiniy
baltymy (PfHSp9ON, TsHsp90N, LdHsp90ON ir TgHsp90N), todél buvo pritaikyta ir
TcHsp90ON (zr. 3.1). FTSA tyrimas parodé, kad gautas modifikuotas rekombinantinis
baltymas yra kur kas stabilesnis nei anksc¢iau tirtas TCHSpOON be papildomos sekos, bei
jungiasi su tiriamais slopikliais charakteringai homologiskiems parazitiniams baltymams (Zr.
3.3). Taigi, gauti rezultatai patvirtina, kad stabilizuojancios sekos pridéjimas yra reikalingas
teisingos baltymo konformacijos jgijimui.

TcHsp90N buvo iSgrynintas, taikant du chromatografijos metodus — imobilizuoty
metalo jony afining (IMAC) bei jony mainy (IEXC) (Zr. 3.2). Palankiy gryninimui IMAC
salygy paieskos metu buvo méginta naudoti Ni** jonus. Visgi, metodas nebuvo pakankamai
jautrus — po gryninimo preparate btidavo daug nespecifiniy baltymy priemaisy. Be tikslinio
baltymo, histidiny savo pavirSiuje gali turéti ir kiti Igstelés baltymai. Sudarydami sgveikas su
metaly jonais, jie konkuruoja su tiksliniu baltymu ir gali bati iSgryninami kartu su juo. Si
problema buvo sprendZiama Ni#* jonus keiciant Co** jonais. Abu Sie metaly jonai,
imobilizuoti chelatingje IDA sefarozéje, sudaro koordinacinius ry$ius su baltymo gryninimo
sekos histidinais, taciau skiriasi jy afiniSkumas. Kobaltas pasizymi Zemesniu afiniSkumu
polihistidino sekai ir, nors tai gali lemti mazesn¢ bendrg tikslinio baltymo iSeiga, yra
uztikrinamos silpnesnés saveikos su kitais (su metaly jonais gebanciais sgveikauti) baltymais.
D¢l to po eliucijos gaunama maziau paSaliniy baltymy (Cheung et al., 2012).
Rekombinantinio baltymo eliucija vykdoma buferiniu tirpalu su imidazolu — histidino

analogu, konkuruojanciu dél prisijungimo prie metalo jony. Vykdant IMAC su Co?*, deél
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silpnesnés sgveikos, eiliucijai reikalinga mazesné¢ imidazolo koncentracija. Siekiant atskirti
nespecifinius baltymus, likusius po IMAC etapo, taikytas IEXC metodas, pagristas sgveika
tarp prieSingai jkrauty molekuliy.

Kadangi buvo siekiama isgryninti TCHsp90N, tinkamg kristalinimo eksperimentams,
kuriems reikalingas itin aukstas méginio grynumas (95-98 %), be Ni** pakeitimo j Co*",
ieSkota ir kity buidy, galin¢iy padidinti preparato grynumg. Rekombinantinis TCHSp90ON turi
dvi cisteino aminoriigstis, kurios gali sudaryti disulfidinius tiltelius su kitais baltymais ir taip
apsunkinti gryninimo procesg. Redukuojancio junginio 2-merkaptoetanolio (2 mM)
pridéjimas ] visus gryninimo eigoje naudojamus buferinius tirpalus gali uzkirsti kelig Siy
pasaliniy rySiy susidarymui. Nespecifinés hidrofobinés saveikos taip pat gali lemti
nepageidaujamy baltymy priemaisas po eliucijos. Sgveikos mazinamos j gryninimo buferinj
tirpalg pridéjus glicerolio (3 %) bei nedidelius kiekius (iki 1 %) nejoninio detergento Triton
X-100 (Bornhorst and Falke, 2000). Siy komponenty pridéjimas j abiem gryninimo etapais
naudotus buferinius tirpalus Zymiai pagerino TCHsp90N méginiy Svarumg (zr. 3.2).

Gavus gryng rekombinantinj baltyma, buvo atlikti termodinaminiai tyrimai,
pasitelkiant FTSA metodg. TcHsp90N jungimosi su slopikliais ICPD26, ICPDA47 ir 17-AAG
tyrimo rezultatai (zr. 3.3) buvo tendencingi kitiems tiriamiems parazity Hsp90N, o gautos
jungimosi konstantos (ICPD26 — 3,0-10" M™, ICPD47 — 2,5-10’ M, 17-AAG — 1,0-10°> M)
nurodo salyginai stiprig junginiy sgveika su baltymu. Nustatytos Ky vertés buvo palygintos su
ty paciy slopikliy jungimosi su Hsp90oN (Siuose tyrimuose naudojamo kaip kontrol¢)
duomenimis. Sio Saperono ir slopikliy jungimosi konstantos (ICPD26 — 7,6-:10" M™, ICPD47
— 8,8:10" M, 17-AAG — 4,27-10° M (dokt. M. Gedgaudo duomenys)) yra ~3-4 Kkartus
didesnés uz TcHsp9ON. Ligando 17-AAG jungimosi Ky vertés yra kur kas mazesnés nei tirty
tiadiazolo dariniy (tiek saveikoje su parazito, tieck su zmogaus baltymais). Sis junginys yra
nattiraliai gamtoje randamo geldanamicino darinys, kaip Hsp90 slopiklis jis naudojamas jau
daugel] mety, kai, tuo tarpu, tiadiazolai yra naujos kartos slopikliai. Skirtingg $iy junginiy
afiniSkumg Saperonui galima paaiskinti besiskirian¢ia cheminiy junginiy strukttra. Taip pat,
nors ir stebimas 3-4 kartus silpnesnis ligandy jungimasis su TcHsp90N, lyginant su Hsp90aN,
vertéty atkreipti démesj, kad parazitiniuose organizmuose §io Saperono ATP-azinis aktyvumas
yra SeSis kartus didesnis, lyginant su zmogaus homologu (Pallavi et al., 2010). Tai leisty
manyti, kad parazitinio Hsp90 slopinimas in vivo galéty turéti reikSmingesnes pasekmes
lasteliniams procesams, lyginant su Zmogaus organizmu. Siekiant patvirtinti Sias hipotezes,
yra reikalingi tyrimai gyvose sistemose. Nors nebuvo stebimas tirty junginiy atrankumas

parazitiniam baltymui, darbo metu parodyta, kad gautas modifikuotas rekombinantinis
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TcHsp90N yra stabilus, stipriai saveikauja su parinktais junginiais ir dél to yra geras modelis
naujy vaistiniy medziagy paieskoje.

Be TcHsp90N, musy skyriuje dirbama su jvairiy kity organizmy Hsp90N (2 lentelé).
Atlickama atrankiy slopikliy, kurie galéty biiti potencialiy naujy antiparazitiniy vaisty
veiklioji medziaga, paieska. Siems tyrimams yra itin vertinga informacija, gauta
rentgenostruktiirinés analizés pagalba. ISkristalinty baltymy su prisijungusiomis slopikliy
molekulémis struktiiros leidzia jvertinti tikslig junginiy orientacija aktyviajame centre,
nustatyti rySius sudarandias aminoriigitis. Sio darbo metu vykdyta septyniy baltymy
(LmHsp90N, LdHsp90N, PfHsp90ON, TgHsp90ON, TbHsp90N, TsHsp90N ir Hsp90aN)
kristalizacijos salygy paieska (zr. 3.4). Stebéta visiems baltymams bendra tendencija —
kristalizacijos procesui reikalinga auksta (iki 20 mg/mL) baltymo koncentracija. Visy baltymy
atveju pavyko gauti kristalinius darinius, o salygos, kuriomis gauti 3D kristalai surastos
dviems baltymams — TsHsSp9ON bei Hsp90aN. Baltymy kristalai buvo gauti esant aukstai
nusodinancios medziagos PEG3350 koncentracijai (24-29 % wi/v), pH 8,5 ir papildomoms
druskoms (0,2-0,3 M MgCl,, NaCl arba NH4CH3CO,). Visgi, tik gauti Hsp90aN kristalai
difragavo rentgeno spindulius auksta skiriamaja geba (1,6-3,1 A).

Literatiiroje (Corbett and Berger, 2010) nurodoma, kad Hsp90N sékmingai kristalinasi
komplekse su ADP molekulémis. Sis metodas buvo pritaikytas Hsp90aN ir TbHsp9ON
balymy kristalinimui, taciau i§ tokiy méginiy nepavyko gauti jokiy kristaliniy dariniy. Kity
moksliniy grupiy rezultatai (Brasca et al., 2013; Casale et al., 2014; Tassone et al., 2018)
rodo, jog siekiant gauti Hsp90ON su slopikliais kompleksy kristalus, pasiteisinanti strategija
yra Ko-kristalinimas. Sio darbo metu taip pat buvo atlikti ko-kristalinimo su slopikliais
eksperimentai, taciau iSbandytas ir natyvaus baltymo kristaly mirkymas slopikliy tirpaluose.
TsHsp90 atveju abiem metodais gauti kristalai (Zr. 3.4.6), taciau jie prastai difragavo rentgeno
spindulius, 0 Hsp90aN tik mirkymo eksperimentai buvo sékmingi (Zr. 3.4.7).

Buvo surinkti (atliko dokt. D. Tuminauskaité) Hsp90aN ir keleto skirtingy slopikliy
kompleksy rentgeno spinduliy difrakcijos duomeny rinkiniai (3 lentelé), pasiZymintys aukSta
difrakcijos skiriamaja geba (nuo 1,6 A iki 3,1 A). Hsp90aN ir vieno i tirty slopikliy Pk-11
komplekso struktiira (skiriamoji geba — 1,8 A) buvo isspresta (22 pav.). Matoma, jog trys
aminortigStys (Gly97, Thrl84 ir Asp93) ir dvi vandens molekulés sudaro vandenilinius ry$ius
ir yra atsakingos uz junginio orientavimg Saperono N domeno aktyviajame centre. Taip pat
egzistuoja vandenilinis rySys per vandens molekule su netoliese esancia Ser52 aminoriigStimi.
Pastaraisiais metais tiriami perspektyviis mazos molekulinés masés Hsp90N slopikliai
dazniausiai pasiZymi sgveika su aktyviojo centro aminoriigS§timis Asp93, Gly97, Glyl35,

Ser52, Lys58 (Brasca et al., 2013; Casale et al., 2014b; Jiang et al., 2016; Ren et al., 2014;

59



Sharp et al., 2007). Itin daZnai stebima junginiy (jskaitant ir Pk-11) sgveika su Asp93 leidzia
teigti, kad ji yra viena esminiy aminoriigs¢iy Hsp90aN aktyviajame centre. Atlikus kity
kompleksy struktiiros modeliavima, bus gauta daugiau naudingos informacijos apie specifines
baltymo aktyviojo centro saveikas su jvairiais junginiais. Sios kristalinés struktiiros
pasitarnaus kaip kontrolé, lyginant jas su ateityje planuojamomis gauti parazitiniy Hsp90ON ir
slopikliy kompleksy struktiiromis. leSkant naujy wvaistiniy medziagy, svarbu, kad jy
afiniSkumas Zmogaus Saperonui biity mazesnis nei parazito Saperonui. Atsizvelgiant |
konkretaus junginio saveikos su skirtingais baltymais kristalografinius duomenis, bty galima
modifikuoti jo struktiirg, uztikrinant stipry jungimasi ir atrankumg pageidaujamam baltymui.
Todél Sio magistrinio darbo metu gauti duomenys yra reikSmingi ir suteikia trikstamy Ziniy

potencialios naujy slopikliy bibliotekos sukiirimui.
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ISVADOS

o Efektyviai darbo metu sukurto genetinio konstrukto, koduojan¢io TcHSp9ON,
raiSkai yra tinkamas E. coli BL21 (DE3) kamienas po indukcijos 1 mM IPTG auginant 4 h
30°C.

o Rekombinantinis TcHsp90N stipriai jungiasi su slopikliais ICPD26, ICPDA47 ir
17-AAG, nustatytos jungimosi konstantos yra atitinkamai 3,0-10" M™, 2,5:10'M? ir
1,0:10° M™.

. Atsizvelgiant | jo stabilumg ir patvirtintg sgveikg su specifiniais junginiais,
gautas TcHsp90N yra tinkamas modelis tolesniems slopikliy jungimosi tyrimams.

o Gauti LmHsp90N, LdHsp90N, PfHsp90N, TgHsp9ON ir TbHsp90N kristaliniai
dariniai néra tinkami rentgenostruktiirinei analizei.

o Esant salygoms, pasizyminc¢ioms auksta nusodinancios medZziagos PEG3350
koncentracija, pH 8,5 ir papildomy drusky (MgCl,, NaCl arba NH4;CH3CO;) buvimu,
formuojasi TsHsp9ON ir Hsp90aN kristalai:

= TsHsp90N kristaly rentgeno spinduliy difrakcijos skiriamoji geba yra per
maza struktiiros nustatymui;

=  Hsp90oN kristaly rentgeno spinduliy difrakcijos skiriamoji geba (1,6-3,1
A) yra pakankama struktiiros nustatymui.

o IS gautos Hsp90aN su prisijungusiu ligandu Pk-11 struktiiros matoma, kad
junginys sgveikauja su aktyviojo centro aminortig§timis Gly97, Thr184 ir Asp93 bei erdvéje

gali uzimti dvi skirtingas konformacijas.
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Magistro baigiamasis darbas

Hsp90, kaip antiparazitiniy slopikliy taikinio, termodinaminiai ir

kristalografiniai tyrimai

SANTRAUKA

Sio magistrinio darbo metu buvo atliekami jvairiy organizmy Hsp9ON
termodinaminiai ir kristalografiniai tyrimai, siekiant gauti informacijos, reikalingos naujy
antiparazitiniy vaisty dizainui. Darbo metu buvo sukurtas genetinis konstruktas, koduojantis
modifikuotg TCHsp90N, jvykdyta jo raiSka E. coli BL(DE3) kamiene. Pavykus gauti raiska,
baltymas sékmingai iSgrynintas. Fluorescencinio terminio poslinkio metodu jvertintas
Saperono stabilumas ir jungimasis su Hsp90 slopikliais ICPD26, ICPDA47 ir 17-AAG. Taip pat
buvo atlikta BTI BVTS tiriamy baltymy LmHsp90N, LdHsp90N, PfHsp90N, TgHsp90N,
TbHsp9ON, TsHsp90N ir Hsp90aN kristalizacijos salygy paieSka, siekiant gauti
rentgenostruktiirinei analizei tinkamus kristalus. Siy tyrimy metu pavyko rasti optimalias
salygas Hsp90aN kristaly susidarymui. Radus kristalizacijos salygas, buvo gauti Hsp90aN ir
slopikliy ICPD26, Pk-11, Pk-16 ir ABIT-07 kompleksy kristalai. Surinkti Siy kompleksy
rentgeno spinduliy difrakcijos rinkiniai, pasizymintys auksta skiriamgja geba (nuo 1,6 A iki

3,1 A).
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Master thesis

Thermodynamic and Crystallographic Investigation of Hsp90 as an Antiparasitic
Drug Target

SUMMARY

In this master’s research project thermodynamic and crystallographic
investigation of Hsp90 proteins from different organisms was performed. The goal was to
gain insight into protein-ligand binding interactions that would be beneficial for the design of
new anti-parasitic drugs. In this study the DNA construct encoding TcHsp9ON was
constructed, successfully expressed in E. coli BL(DE3) strain and then the protein was
purified. Fluorescence thermal shift assay was carried out to determine the stability of
recombinant protein and binding parameters of select Hsp90 inhibitors ICPD26, ICPD47 and
17-AAG. In addition, optimal crystallization condition screens were performed for several
Hsp9ON proteins of interest: LmHsp9ON, LdHsp90ON, PfHsp90N, TgHsp90N, TbHsp90N,
TsHsp90N and Hsp90aN. The aim was to obtain crystals that are suitable for structural X-ray
analysis. Optimal conditions for Hsp90aN crystallization were achieved and 3D crystals of
this protein in complex with inhibitors ICPD26, Pk-11, Pk-16 and ABIT-07 were grown. The
data of high resolution (1,6-3,1 A) X-ray diffraction was acquired for these protein-ligand

complexes.
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