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Saperonai DnaK, DnaJ ir GrpE i§ Meiothermus ruber, pasizymintys padidintu
terminiu stabilumu ir baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) in
vitro sistema ir blidas

(57) Roeferatas:

l§radimas apibadina baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) sistema panaudojant
termofilinius $aperonus, klonuotus i§ mezofilinio mikroorganizmo Meiothermus ruber. Minéti $aperonai pasizymi
padidintu terminiu stabilumu ir didesniu refoldavimo aktyvumu nei anksCiau Zinomi Saperonai. Pasidlyta
refoldavimo sistema (refoldavimo buferis) be denatiruoto baltymo savo sudétyje turi neorganiniy drusky, trijy
isgryninty termofiliniy Saperony misinj (DnaK, DnaJ ir GrpE) bei adenozintrifosfaty. |3radimas priklauso
biotechnologijos srifiai ir gali bati panaudotas naturaliy arba rekombinantiniy baltymy aktyvios strukttros
atstatymui in vitro jy gamybos procese.
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Sis iSradimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sritiai. Jo esmé — naujy Saperony
panaudojimas atstatant aktyvig baltymy struktiirg (refolduojant denatiiruotus baltymus) in
vitro.

Molekuliniais 3aperonais vadinami baltymai, kurie atstato denatiruoty arba dar
nesusiformavusiy baltymy treting struktiira (konformacija), o tai pastariesiems sudaro
galimybe jgauti jiems biidingg biocheminj ar fiziologinj aktyvuma. Jei atstatomas
denatiiruoty fermenty aktyvumas, tai $is refoldavimo atvejis vadinamas reaktyvacija.
Termofiliniai $aperonai DnaK, Dnal ir GrpE - tai rekombinantiniai baltymai, klonuoti i3
Meiothermus ruber (M. ruber) ir ekspresuoti E. coli (toliau termofiliniai Saperony Baltymai
Zymimi Mru.DnaK, Mru.DnaJ, Mru.GrpE, o jy genai, atitinkamai, Mru.dnaK, Mru.dnaJ,
Mru.grpE). Visi §ie baltymai yra i$gryninti i§ E. coli ir panaudoti denatiiruoty baltymy
struktiiros atstatymo (refoldavimo) in vitro sistemoje.

Yra Zinomi keli patentai, nagrinéjantys $aperony baltymy arba geny panaudojimga aktyvios
konformacijos baltymy gavimui, paminétini: EP0885967 (su ekvivalentais JP11009274,
US6159708), EP1016724 (su ekvivalentais JP 2000189163, US6197547), EP0998485,
W09905163, EP1149909, WO0071723. _

Patenty EP0998485, W09905163 autoriai baltymy refoldavimui sidilo naudoti Saperoninus
Hsp60 (GroEL) arba jy fragméntus kartu su foldazémis, tai gali buti peptidilprolil-
izomerazés arba tiol/disulfid-oksidoreduktazés (daZnai vadinamos protein-disulfid-
izomerazémis). Patenty EP1149909, WO0071723 autoriai tiems pat tikslams naudoja in
vitro netermofilinius Saperonus DnaK, DnaJ ir GrpE i§ jvairiy $altiniy (E. coli, mieliy,
augaly ir Zinduoliy) kartu su kitos grupés 3aperonais ClpB ir ClpS. Pastarieji autoriai ir
patenty EP0885967, EP1016724 autoriai siitlo 3aperony DnaK, Dnal, GrpE, GroES ir
GroEL koekspresijos su pasirinktu tiksliniu baltymu variantus, norédami gauti juos
aktyvioje konformacijoje in vivo. Taliau nei vienas nagrinéjamas analogas baltymy
refoldavimui nepanaudojo termofiliniy $aperony. Be to, kaip bus parodyta toliau, Siame

i¢radime siiilomi unikaldis termofiliniai Saperonai savo aktyvumu pranoksta analogus i$ kity

Saltiniy.
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Sio isradimo tikslas buvo sukurti baltymy refoldavimo in vitro sistema, panaudojant
rekombinantinius termofilinius $aperonus.  Tam tikslui pasiekti termofiliniai Saperony
Mru.dnaK, Mru.dnaJir Mru.grpE genai buvo klonuoti i§ mezofilinio mikroorganizmo
M. ruber, perkelti | E. coli ir ekspresuoti. Tokiu biidu gauti nauji rekombinantiniai
Saperonai buvo i3gryninti ir panaudoti, komponuojant baltymy refoldavimo sistemas in
vitro. Buvo surastos tokios Saperony sistemos, kurios efektyviai atstato denatiiruoty
baltymy struktiira ir gali biiti panaudotos jvairios paskirties baltymy aktyvumo atstatymui

biotechnologiniuose procesuose.

Sio isradimo DnaK, Dnal ir GrpE $aperony baltymai buvo identifikuoti, klonuoti ir
ekspresuoti pirmg karta, be to, pademonstruotas jy didelis aktyvumas baltymy refoldavimo

procese. Pilna M.ruber dnaK (hsp70) operono seka atskleista ir deponuota autoriy vardu

. GenBank duomeny bazéje, numeris AF507046 (http://www.nebi.nlm.nih.gov/). _

Saperonai Mru.DnaK, Mru.DnaJ ir Mru.GrpE yra termofiliniai ir skiriasi nuo ankséiau
Zinomy pagal savo kilmeg, atsparuma aukstai temperatiirai ir didesnj refoldavimo aktyvuma.

Nauji termofiliniai Saperonai i§ M. ruber turi charakteristikas, pateiktas 1 lenteléje:

Lentel¢ 1.
Aminoriigs | Molekuliné Izoelektrinis
§aperonai Saperony ¢iy masé, taskas,
: klasé skaicius kDa PI
Mru.DnaK Hsp70 630 66,7 5,17
Mru.DnaJ Hsp40 293 32,1 9,22
Mru.GrpE Hsp22 176 19,5 4,86

Jy aminoriig§éiy sekos pateiktos toliau (Fig. 1 - 3).

Naujiems $aperony baltymams gauti buvo naudotos rekombinantinés plazmidés pUC19-
TR1, pUCI9-TR2 ir pUC19-TR3; Sios plazmidés saugomos Biotechnologijos instituto
(Vilnius) Rekombinantiniy baltymy tyrimo laboratorijoje ir joms suteikti numeriai BI-TR1,
BI-TR2, BI-TR3, atitinkamai.

Rekombinantiné plazmidé pUC19-TR1 (deponavimo numeris BI-TR1) pasiZymi tokiomis
savybémis:

- ji koduoja dalj M.ruber dnaK operono;

- jos bendras ilgis 5500 baziy pory;
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- ji susideda i§ sekan¢iy elementy:
EcoRI-HindIII 2,7 tukst. baziy pory dydZio pUC19 plazmidés fragmento, turinCio
gena, apsprendZiantj atsparumg ampicilinui ir pMB!1 replikono (ori srities);
EcoRI-Hindlll fragmento 2,8 tikst. baziy pory dydzio, koduojandio dali geno
Mru.dnaK, visa Mru.grpE ir dali Mru.dnaJ geno. V'
Plazmidés pUC19-TR2 (deponavimo numeris BI-TR2) bendras ilgis 3500 bp, ji koduoja
dalj M.ruber dnaK operono ir susideda i§ sekanCiy elementy:
EcoRI-HindIII 2,7 tiikst. baziy pory dydZio pUC19 plazmidés fragmento, turin¢io
gena, apsprendZiantj atsparuma ampicilinui ir pMBI replikono (ori srities);
EcoRI-HindIIl 0,8 tukst. baziy pory dydZio fragmento, koduojan¢io 5’-galing
Mru.dnaK geno dalj ir jo promotoriy.
Plazmidé pUC19-TR3 (deponavimo numeris BI-TR3) bendras ilgis 5500 bp, ji koduoja

dalj M.ruber dnaK operono ir susideda i3 sekaniy elementu:

Ecl136]1 2,7 tukst. baziy pory dydZio pUC19 plazmidés fragmento, turintio gena,
apsprendZiantj atsparuma ampicilinui ir pMBI replikono (ori srities);

Ecl13611 2,8 tikst. baziy pory dydzio fragmento, koduojangio dali geno Mru.grpE
ir visa Mru.dnaJ gena.

Baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) in vitro sistema apima praradusj
aktyvig struktiira baltyma, buferi, turintj palaikaniy joning jéga drusky, disulfidinius
baltYmo tiltelius redukuojant agenta, adenozintrifosfata ir klonuotus termofilinius
Mru.DnaK, Mru.DnaJ ir Mru.GrpE 3aperonus pagal § isradima. Sistema yra vandeninio

tirpalo formoje, ir komponenty kiekis nustatomas i$ salygu:

Baltymas, kurio struktiirg reikia atstatyti 3-5uM

Buferis (optimaliai TRIS-HCI) pH7,5-8,5

Druskos, reikalingos joninei jégai palaikyti 0,38-0,42M

Agentas, redukuojantis disulfidinius baltymo tiltelius,

(optimaliai ditiotreitolis) 2-5uM

Termofiliniai 3aperony baltymai:

Mru.DnaK, 3-5uM

Mru.Dnal 3-5pM

Mru.GrpE | 0,3-0,5uM
9-11 mM.

Adenozintrifosfatas
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Baltymy aktyvios struktiiros atstatymo in vitro budas, panaudojant Saperonus pagal
i¥radima, pasiZymi tuo, kad denatiiruotg baltyma praskiedZia buferiu, pavyzdZiui, TRIS-
HCI, pH 7,5 + 0,1, turindiu joni‘_nQ jéga palaikanéiy drusky, pavyzdZiui, Na,SO,4, KCI,
Mg(CH3COO),, prideda disulfidiniy baltymo tilteliy redukavimui ditiotreitolio iki 2-5 uM,
po to prideda termofiliniy Mru.DnaK, Mru.Dnal ir Mru.GrpE Saperony miSinj, optimaliai,
santykiu 10:10:1, po inkubavimo 37°C dar prideda adenozintrifosfato iki koncentracijos 10

+ 1 mM ir i§laiko maZiausiai 5 min.

Isradimo baltymy refoldavimo in vitro sistema, panaudojant rekombinantinius
termofilinius 3aperonus, yra iliustruojama informacija, pateikta Fig 1 — Fig. 11, kartu

nurodant naudotas metodikas.

,Fig.l pateikta Mru.DnaK termofiliniy $aperony pagal iSradima aminoriigiciy seka;
Fig.2 pateikta Mru. GrpE termofiliniy $aperony pagal iSradima aminortig&tiy seka;

Fig.3 pateikta Mru.DnaJ termofiliniy 3aperony pagal iSradima aminorugs¢iy seka;

Fig. 4 pateikta M. ruber operono, koduojantio Mru.dnaK, Mru.dnaJ, Mru.grpE genus,
nukleotidy seka. Genas Mru.dnaK nuo 634 iki 2499 nukleotido, genas Mru.grpE nuo 2578
iki 3108 nukleotido, genas Mru.dnaJ nuo 3182 iki 4063 nukleotido.

Fig. 5 atkartoja Meiothermus ruber chromosominés DNR Southern’o bloto vaizda,

naudbjant [*’P]-2yméta dnaK geno fragmenta. PaZyméti naudoti klonavimui fragmentai.

Chromosominé DNR veikta:
1 - EcoRV 6 — Bspl 201+ Pael
2 — EcoRV+Eco471ll  7- Pael
3~ Eco471ll 8 - Alw441
4 — Nsbl 9 — Alw441+Ehel
5 — Bsp1201 10 — Ehel

M — DNR markeris (3,0; 3,5; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0; 10,0 kb)

Fig. 6. Plazmidziy pUC19-TR1, pUC19-TR2 ir pUC19-TR3 su M. ruber DNR fragmentais schema.

Fig. 7 iliustruoja Mru.DnaK baltymo gryninimo stadijas, frakcijy analiz¢ atliekant
elektroforezés biidu SDS-PAA geliuose (12%, redukuojancios salygos), kur
A Chromatografija naudojant DEAE-Sefarozés kolonelg:
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1 - baltymo molekulinés masés standartai, (i§ viraus: 116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4 kDa),
2 - biomasés ekstrakto supernatantas prie$ uzne$ima ant DEAE-Sefarozés,

3 - nesorbuota frakcija, }

4-10 yra frakcijos i3 DEAE-Sefarozés kolonélés.

B Chromatografija naudojant Fenil-Sefarozés kolonéles:

1 - baltymo molekulinés masés standartai, (i§ vir§aus: 116, 66.2, 45, 35, 25 kDa),

2 - jungtinés atrinktos frakcijos po DEAE-Sefarozés kolonglés,

3-10 yra frakcijos i§ Fenil-Sefarozés kolonélés.

C Gelfiltracija ant Sefakrilo S-300 kolonéles:

1 - baltymo molekulinés masés standartai, (i§ vir§aus: 116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4, 14.4 kDa),
2 - jungtinés atrinktos frakcijos po Fenil-Sefarozés kolonéles,

3-10 yra frakcijos i§ Sefakrilo kolonélés.

“Fig. 8 pavaizduotos Mru.Dnal baltymo gryﬁinimo stadijos, frakcijy analizg -atliekant

elektroforezés biidu SDS-PAA geliuose (12%, redukuojan¢ios salygos), kur

A Chromatografija naudojant LRY2KT -Sefarozés kolonélg:

1 - baltymo molekulinés masés standartai, (i§ virSaus: 116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4, 14.4 kDa).
2 - biomaseés ekstrakto supernatantas prie$ uznesima ant LRY2KT- Sefarozes,

3 - nesorbuota frakcija,

4-10 yra frakcijos i§ LRY2KT -Sefarozés kolonéles;

B - Chromatografija naudojant CM-Sefarozés kolonélg:

1 - baltymo molekulinés masés standartai, (i§ virSaus: 116, 66.2, 45, 35, 25 kDa).

2 - jungtinés atrinktos frakcijos.po LRY2KT- Sefarozés kolonélés;

3 - nesorbuota frakcija,

4-9 yra frakcijos i§ CM -Sefarozés kolonélés.

Fig. 9 pavaizduotos Mru.GrpE baltymo gryninimo stadijos, frakcijy analizé -elektroforezés
biidu SDS-PAA geliuose (15%, redukuojancios salygos), kur

A Chromatografija naudojant DEAE-Sefarozés kolonélg:

1 - baltymo molekulinés masés standartai (i§ virSaus: 116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4 kDa),

2 - biomasés ekstrakto supernatantas prie§ uznesima ant DEAE-Sefarozes,

3 - nesorbuota frakcija;

4-10 yra frakcijos i§ DEAE-Sefarozés kolonélés.

B Chromatografija naudojant Oktil-Sefarozes kolonelg:
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1 - baltymo molekulinés masés standartai, (i virSaus: 116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4, 14.4 kDa),
2 - jungtinés atrinktos frakcijos po DEAE-Sefarozés kolonélés,

3-10 yra frakcijos i§ Oktil-Sefarozés kolonélés.

C Gelfiltracija naudojant Sefakrilo S-100 kolonéle:

1 - baltymo molekulinés masés standartai, (is virSaus: 116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4, 14.4 kDa),
2 - jungtinés atrinktos frakcijos po Oktil-Sefarozes kolonglés,

3-8 yra frakcijos i3 Sefakrilo S-100 kolonelés.

Fig. 10 parodo rekombinantiniy Mru.DnaK (Hsp70) ir Mru.Dnal (Hsp40) terminj

stabiluma.

Fig. 11 parodo MDH reaktyvacija (aktyvumo atstatyma), naudojant E. coli

.DnaK/J/GrpE ir M. ruber DnaK/J/GrpE $aperonines sistemas pagal iSradima, kur

a- MDH + Mruber 3aperonai; b — MDH + E.coli $aperonai; ¢ — MDH spbntaniné
reaktyvacija;

Naujy 3aperony geny klonavimo, geny ekspresijos E.coli, gauty Saperony gryninimo bei jy
terminio stabilumo nustatymo detalés apradytos toliau pateiktuose pavyzdZiuose. Sie
pavyzdziai, kaip ir baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) sistemos su
termofiliniais Saperonais Mru.DnaK, Mru.Dnal ir Mru.GrpE paruo$imo ir panaudojimo
pavy.zdys malatdehidrogenazés aktyvumo atstatymui, neapriboja iSradimo apibréztyje

nurodytos i§radimo esmés.

1 pavyzdys.
Termofiliniy 3aperony geny klonavimas

Termofiliniy 3aperony klonavimui pasirinktas bakterinis kamienas Meiothermus ruber, kuris
buvo isskirtas i§ Kaméiatkos (RU) geizeriy. Kamieng maloniai suteiké MBI Fermentas
(Vilnius). M. ruber yra gramneigiamos bakterijos, neformuojancios spory ir turincios augimo
temperatiiros optimumg 60-65°C. Chromosominé DNR, i$skirta i§ M. ruber kamieno buvo
restriktuota keliomis restriktazémis, elektroforetiskai frakcionuota 1% agarozéje ir blotuota su
[*2P}-zymétu M. ruber dnaK geno fragmentu, gautu polimerazinés grandininés reakcijos
(PGR) biidu amplifikavus konservatyvia dnaK geno S’Qdali su degeneruotais pradmenimis,

kurie parinkti analizuojant E. coli ir Thermus thermophilus dnaK geny sekas:
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5’-ATTGACCTGGGIACIACIAAC-3’

5°-.C(G/T)GCGGTIGG(C/T)TCGTTGAT-3

kur I yra inozino nukleotidas.

Southern’o bloto autoradiograma yra pateikta Fig. 5.

M. ruber chromosominés DNR fragmentai (2,8 ir 0,8kb), gauti naudojant Ehel restriktaze,
buvo pasirinkti klonavimui. Sie fragmentai buvo i§skirti i$ preparatyvinés elektroforezés gelio
ir liguoti { plazmidés pUCI19 Ecli36II taikinj bei transformuoti i E. coli. Gauti klonai
pakartotinai hibridizuoti su aukCiau minétu M. ruber dnaK geno fragmentu ir atrinktos dvi
kolonijos, turingios plazmides su 2,8 ir 0,8 kb fragmentais. Sios plazmidés (pUC19-TRI ir
pUC19-TR2) buvo sekvenuotos. I3analizavus gautus duomenis paai$kéjo, kad jy fragmentai
apima didZiaja dali M. ruber operono su dnaK, grpE ir dnaJ genais (Fig. 6).

Nustatius, kad Mru.dnaJ genas plazmidéje pUCI9-TRI yra nepilnas, auk3Ciau apraSytu
hibridizacijos biidu buvo identifikuotas dar vienas klonas, turintis plazmid¢ pUC19-TR3 su

Ecl136-Cfr421 fragmentu (2,8 kb). Sekvenavimo duomenys patvirtino, kad plazmidé pUC19-

TR3 turi likusig dnaJ geno dalj. Pilna M. ruber dnaK-grpE-dnal operono seka pateikta Fig. 4.

2 pavyzdys.

Termofiliniy $aperony Mru.dnak, Mru.dnaJ ir Mru.grpE geny ekspresija E. coli
Termofiliniy $aperony genai Mru.dnaKk, Mru.dnaJ it Mru.grpE i§ plazmidziy pUC19-TR1 ir
pUC19 -TR3 buvo perkelti { ekspresing plazmide pET21b(+) (Novagen, publikuota patente
US4952496). Tai buvo atlikta PGR metodu | kiekvieno geno 5°-galing dali ivedus Ndel
taikinius, o i 3’-galing dali — BamHI taikinius. Taip modifikuoti atitinkamy geny fragmentai
buvo liguoti su pET21b(+) plazfnide, perskelta per Ndel-BamHI taikinius. Atrinktos plazmidés
pET21-Mru-dnakK, pET21-Mru-dnalJ ir pET21-Mru-grpE toliau transformuotos | ekspresinj
kamieng E.coli BL(DE3). Atrinktos kolonijos, kurios ekspresuoja didelj kiekj (10-20% nuo
visy lasteliniy baltymu) rekombinantinio termofilinio $aperono po indukcijos 1 mM izopropil-
B-D-tiogalaktopiranozidu (IPTG). Tokie kamienai tinka tolimesniam termofiliniy Saperony

gryninimui, gaunant pakankamus jy kiekius baltymy refoldavimui in vitro tirti.

3 pavyzdys
Termofiliniy $aperony Mru.Dnak, Mru.DnaJ ir Mru.GrpE gryninimas.
Rekombinantiniy $aperony Mru.DnaK ir Mru.DnaJ gryninimas analitiniais kiekiais buvo

atliekamas tokiu biidu. Kamienai E. coli BL(DE3) pET21-Mru.dnéK ir E.coli BL{DE3)
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pET21-Mru.dnaJ buvo auginami iki optinio tankio ODgoonm=0,6-1,0 ir indukuojami 2-3
val. pridéjus 1mM IPTG. Gauta biomasé nucentrifuguojama, resuspenduojama 10mM
TRIS-HCI, pH 7.8, ImM EDTA buferyje ir ardoma ultragarsu. Po lizato centrifugavimo
supernatantas su Mru.DnaJ skiedziamas 10 karty su 20mM CH3;COONa, pH 5.6 buferiu.
Tirpalas uZne$amas ant 1ml SP-Sefarozés Fast Flow (Amersham Pharmacia Biotech)
kolonélés (chromatografiné sistema AKTA explorer) ir leidZiamas 0-1M NaCl gradientas
20mM CH3;COONa, pH 5.6 buferyje. Mru.DnaK atveju supernatantas buvo skiedZiamas 10
kartu 50mM TRIS-HC!, pH 8.5 buferyje. Tirpalas uZneSamas ant 1ml Q-Sefarozés Fast
Flow kolonelés ir leidZiamas 0-1M NaCl gradientas 50mM TRIS-HCI, pH 8.5 buferis.
I3analizavus gautas frakcijas ant SDS-PAA gelio, atrenkamos tos, kurios turi 3varesnius
Mru.DnaK arba Mru.Dnal baltymus.

Rekombinantiniy Mru.DnaK, Mru.Dnal ir Mru.GrpE gryninimas preparatyviniais kiekiais

atlieckamas taikant individualy metoda kiekvienam i§ baltymy, priklaisomai nuo jo fiziko-

’cheminiq savybiy, tokiy kaip izoelektrinis ta¥kas (pI), hidrofobiskumas, “histidino

aminoriigd¢iy skaiius ir pozicija.

Mru.DnaK (pl 5,17) gryninamas per tris chromatografines stadijas: ant DEAE-Sefarozés,
ant Fenil-Sefarozés ir ant Sefakrilo S-300 kolonéliy (Fig. 7).

MruDnal (pl 9,22) buvo isgrynintas per dvi chromatografines stadijas: ant LRY2KT-
Sefarozés (sorbentas su biomimetiniu daZu — 3viesai atsparus geltonasis, turintis vario
jony) ir ant CM-Sefarozeés (Fig. 8).

MrugGrpE (pl 4,86) buvo gryninamas per tris chromatografines stadijas: ant DEAE-
Sefarozés, ant Oktil-Sefarozés ir Sefakrilo S-100 (Fig. 9). Pritaikyta gryninimo
metodologija davé patenkinamé; rezultata - daugiau negu 85% Svaruma M. ruber Saperony

Mru.DnaK, Mru.Dnal, Mru.GrpE preparatams.

4 pavyzdys

Saperony Mru.DnaK ir Mru.DnaJ terminio stabilumo nustatymas

Saperony Mru.DnaK ir Mru.Dnal terminis atsparumas tikrintas indukuoty biomasiy
ultragarsiniuose nuskaidrintuose ekstraktuose. E.coli lastelés, ekspresuojancios Mru.Dnal
(Fig.10, takeliai 2-7) ir Mru.DnakK (Fig. 10, takeliai 8, 9), buvo nucentrifuguotos ir
resuspenduotos 10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA buferiuose su pH reikimémis 7.4; 7.8; 8.2
(25°C). Lastelés suardytos ultragarsu ir tirpi lizato frakcija inkubuota 37°C 10 min., perkelta |

65°C 10 min. ir nucentrifuguota. Tirpi frakcija (S) ir nuosédos (P) analizuotos elektroforetikai
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12% SDS-PAA gelyje. Fig. 10 takelis 1 - baltymo molekulinés masés standartai (i3 vir$aus:

116, 66.2, 45, 35, 25, 18.4, 14.4 kDa).

Pastebéta, kad rekombinantinio Mru.Dnal terminis stabilumas didéja kylant buferio pH
reikimei (Fig. 10). Esant pH 7.4 Mru.Dnal i3séda pilnai, o jau esant pH 7.8 jis tampa
pusiau tirpus. Baltymas Mru.Dnal lieka termoatsparus kai pH yra 8.2 (Fig. 10, takeliai 6 ir
7). Rekombinantinio Mru.DnaK terminis atsparumas yra nepriklausomas nuo pH. Sis

baltymas buvo tirpus pH intervale nuo 7.4 iki 8.2 (Fig. 10, takeliai 8 ir 9).

S pavyzdys

Baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) sistemos su termofiliniais

$aperonais Mru.DnaK, Mru.DnaJ ir Mru.GrpE paruoSimas ir panaudojimas

malatdehidrogenazés aktyvumo atstatymui .

Saperony aktyvumas buvo nustatinéjamas tokiu biidu. 3.8 uM mitochondrinés malat-

'dehidrogenazés (MDH) buvo denatiiruota buferyje su 3 M guanidino hidrochlorido 1

val. 37°C temperatiiroje ir tada praskiesta 30 karty (iki 0.127 pM) foldavimo buferyje (25
mM TRIS-HC], pH 7.5, 0.25 M Na,SO4, 150 mM KCl, 20 mM Mg(CH;COO),, 3 mM
DTT) su $aperonais 3.5uM Mru.DnaK, 3.5pM Mru.Dnal ir 0.35uM Mru.GrpE arba su
tokias pat kiekiais E. coli rekombinantiniy $aperony DnaK, DnaJ ir GrpE. MiSinys buvo
inkubuojamas 5 min. 37°C temperatiiroje, o tada pridedama 10 mM adenozintrifosfato
(ATF). Mitochondrinés malatdehidrogenazés aktyvumo atstatymas (reaktyvacija) buvo
matﬁbjamas 10 min. intervalais 2 val. bégyje. MDH aktyvumas buvo matuojamas pagal
#inoma metodikg (Sanchez SA, Hazlett TL, Brunet JU, Jameson DM, 1998, Aggregation
states of mitochondrial malate dehydrogenase. Protein Sci 7: 2184-2189). Kontrolinis
meéginys su denatiiruota MDH buvo inkubuojamas be Saperony, tai MDH spontaninés
reaktyvacijos méginys.

Is Fig. 11 grafiko akivaizdu, kad méginyje su M. ruber Saperonais MDH refoldavimas
vyksta apie 10 karty intensyviau, negu spontaniné MDH reaktyvacija ir apie 3 kartus
intensyviau nei naudojant analogiska sistema su E. coli $aperonais. Taigi galima teigti, kad
baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) sistema, naudojant rekombinantinius

saperoninius M. ruber baltymus pagal iSradima, yra pranaSesné, lyginant su analogiskais

baltymais i§ E. coli.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) baltymas Mru.DnaK - klonuotas

termofilinis $aperonas, kurio aminoriig§¢iy seka pateikta Fig. 1.

2. Baltymy aktyvios struktiiros atstatatymo (refoldavimo) baltymas Mru.GrpE - klonuotas

termofilinis $aperonas, kurio aminoriig§¢iy seka pateikta Fig. 2.

3. Baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) baltymas Mru.Dnal - klonuotas

termofilinis $aperonas, kurio aminoriig§¢iy seka pateikta Fig. 3.

4. Baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) Saperonai pagal 1-3 punktus,

pasiZzymintys padidintu terminiu stabilumu 62-65°C temperatiiroje pH 8,2-8,5 intervale.

5. M.ruber operonas, koduojantis Mru.dnaK, Mru.dnaJ, Mru.grpE genus, kurio nukleotidy
seka pateikta Fig. 4.

6. Rekombinantiné plazmidé pUC19-TR1, deponavimo numeris BI-TR1, bendras ilgis

5500 baziy pory, koduojanti dalj Mru dnaK operono ir susidedanti i§ sekan¢iy elementy:
EcoRI-HindIII 2,7 tiikst. baziy pory dydZio pUC19 plazmidés fragmento, turincio
gena, apsprendZiantj atsparuma ampicilinui ir pMB1 replikono (ori srities);
EcoRI-HindlIll fragmento 2,8 tikst. baziy pory dydZio, koduojancio dali geno
Mru.dnaK, visa Mru.grpE ir dali Mru.dnaJ geno.

7. Rekombinantiné plazmidé pUC19-TR2, deponavimo numeris BI-TR2, bendras ilgis

3500 baziy pory, koduojanti dali Mru dnaK operono ir susidedanti i$ sekanciy elementy:
EcoRI-HindlIII 2,7 tiikst. baziy pory dydZio pUC19 plazmidés fragmento, turin¢io
gena, apsprendziantj atsparuma ampicilinui ir pMBI replikono (ori srities);
EcoRI-HindIll 0,8 tikst. baziy pory dydZio fragmento, koduojancio 5’-galing

Mru.dnaK geno dalj ir jo promotoriy.

8. Rekombinantiné plazmidé pUC19-TR3, deponavimo numeris BI-TR3, bendras ilgis

5500 baziy pory, koduojanti dalj Mru dnaK operono ir susidedanti i3 sekanéiy elementy:
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Ecl13611 2,7 tiikst. baziy pory dydZio pUCI19 plazmidés fragmento, turindio geng,
apsprendZiantj atsparuma ampicilinui ir pMB1 replikono (ori srities);

Ecl13611 2,8 tikst. baziy pory dydZio fragmento, koduojancio dalj geno Mru.grpE
ir visa Mru.dnaJ gena.

9. Baltymy aktyvios struktiiros atstatymo (refoldavimo) in vitro sistema, turinti praradusi
aktyvig struktiirg baltyma, buferj, palaikancias joning jéga druskas, disulfidinius baltymo
tiltelius redukuojantj agenta, adenozintrifosfat ir $aperonus, besiskirianti tuo, kad
tai yra vandeninis tirpalas, $aperonais naudojami klonuoti termofiliniai Mru.DnakK,
Mru.Dnal ir Mru.GrpE $aperonai pagal 1-4 punktus, ir sistemos komponenty kiekis

nustatomas i§ sekanc¢iy salygy:

Baltymas, kurio struktiirg reikia atstatyti 3-5uM
‘Buferis, optimaliai TRIS-HCI _ pH 7,5-8,5
Druskos, reikalingos joning jéga palaikyt 0,38-042M
Agentas, redukuojantis disulfidinius baltymo tiltelius, 2-5uM
Termofiliniai 3aperony baltymai:
Mru.DnaK 3-5uM
Mru.Dnal 3-5uM
Mru.GrpE 0,3-0,5uM,
Adenozintrifosfatas 9-11 mM.

10. Baltymy aktyvios struktiros atstatymo in vitro biidas panaudojant $aperonus
refoldavimo sistemoje, b e s iskiriantis tuo, kad denatiiruotg baltymga praskiedZia
buferiu, pavyzdziui, TRIS-HCI pH 7,5 + 0,1, turiniu joning jéga palaikanCiy drusky,
pavyzdziui, Na;SO4, KCI, Mg(CH;COO),, disulfidiniy baltymo tilteliy redukavimui
prideda ditiotreitolio iki koncentracijos 2-5 uM, po to prideda termofiliniy Mru.Dnak,
Mru.DnaJ ir Mru.GrpE Saperony pagal 1-4 punktus miginj, optimaliai, moliniu santykiu

10:10:1, po inkubavimo 37°C temperatiiroje prideda adenozintrifosfato iki koncentracijos

10 + 1 mM ir i§laiko bent 5 min.
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MAKAVGIDLGTTNSVIAIMEGGSPVVLENAEGERTTPSVVAYKGSDQLVGRVARRQAVLNPEGTVFE
IKRFIGRRWEEVQDEVKRVPYKVVKGPDGGVRVDIAGKLYTPEEISAMILRKLVDDASKKLGEKITK
AVITVPAYFNNAQREATANAGRIAGLEVLRIVNEPTAAALAYGLDKKGHETVLVFDLGGGTFDVTVL
EIGDGVFEVKATAGDTHLGGSDFDHAIVNWLAEEFKKESGGVDLKADRQALQRLIEAAEKAKIELSA
VTETTISLPFIGLDPISKTPLHLERKLTRAKFEELIQPLLKKIRGPVEQALRDAGLSASQIDEVLLV
GGSTRVPAVQQIVKEMLGKEPNRSVNPDEVVALGAAVQAGVLTGQVEDVVLLDVTPLSLGVETKGGV
FTVLIPRNTTVPTRKSEIFTTAEHNQPSVEIHVLQGERPMAADNKSLGRFRLECIPPMPAGVPQIEV
TFDIDANGILHATAKEKSTGKEASITIQNTTTLSEQEIERMIKEAEANAEADRKRKEHADLKNNLDA
ARIQAERVMGEKESTAEAKSRLEAAISRAKTLVDTDGSDADLRQATEELLAALQAYEQGAAAGSQAQ

SSTPKSDDVIDADYKPAD

Fig. 1.

MENNEPVVET PEAQNDLPEV ERLKGEVEFL KARELEASKNK FLRLYADFEN YKKRMVQELE
AAQRNGKFDA VRALLGTLDD LERALGFASV KPEDLIPGVR SVLENFTRSL KSLGVEAVPG
VGAEFDPRYH EAIGAVEGEE GKVMHVYQQG FKYGDLLVRP ARVVVGSGAK PEEAEA

Fig. 2.

MNMAYKDYYK ILGVPKNASE DEIKKAFKKL ARKYHPDVNK EPGAREEKFKE INEAYTVLSD
PEKRRYYDTY GAAAGSAGWQ GPPPGPGGFG GEFTGNVGDFS DFFQQLFGGR GGFGGLGDLF
EQTPGRGARR VAGDLEAELP LSLEEAYRGG EKTISVGAER LTVRIPPGVR EGQKIRLAGK
GRAGGDLYLH VKLQSRPEMR LEGDDIYTVV EVPAPIAVVG GKVRVQTLDG PVEITIPRRT
QAGRKLRLAG KGWPRKDKSR GDQYAEVRVT IPTNPSPEEE RLYAQLAELI KVQ

Fig. 3.
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atcagaaacc
gtgcggaaat
tggggcccgg
tgccgtccat
gtataggcaa
caggatagct
agcctacacc
tttatcgectt
gcgcacagqgt
gataatacta
tgagccgtgce
ggaacgacca
gccgagggceg
ggcegggtygg
cgcttcatcg
gtggtcaagg
gaagagattt
gagaagatca
gccaccgeca
accgeggcygy
gacctgggcy
gtcaaggcca
aactggctgg
caggccctgce
accgagacca
cacctcgagce
aagatccgceg
gacgaggtgc
gagatgctgg
gcggeggtge
accccgcetet
aacaccaccg
tcggtggaga
ggccgettee
accttcgaca
aaggaagcct
atgatcaagg
ctcaagaaca
agcaccgecg
gacaccgacg
caggcctacyg
gacgacgtga
ggaagcctgyg
gagaataacg
cgcctcaagg
ctgcgectgt
gcccagcgea
gagegggegt
gtgctggaaa
ggggccgagt
aaggtcatgce
cgggtggtygg
agagcaacta
gatgaatatg
agatgaaatc
agagccgggg
cccggaaaag
gggcecccecg
cgactttttc
cgagcagacc
cctgagectce
ccttacggtg
ggggcgegec
cctggaaggc
gggcaaggtg
ccaggccgga
gggcgaccag
gcgectgtat
atagacatga
caacacccgce
cagcccgata
gtgggccgeyg
aaaggccgcece
cctgecagcet
cagtaccagg
acccccegagqg
gtgttcattt

cgattagcag
atccacctgg
cgcaaaqggtg
caaccgtaat
ccctggttgg
gccagcagga
gatttacagg
ttcgggecee
tgagggtgtg
gactcaactc
ttagtgcgge
acagcgttat
agcgcaccac
cccgeegtca
ggcgeeggtyg
gccecgatgg
cggccatgat
ccaaggcggt
acgcecggtag
ccctggecta
ggggtacctt
ccgcggggga
ccgaggagtt
agcgcctgat
ccatcagcect
gcaagctcac
gcccggtaga
tgctggtagg
gcaaagagcc
aggccggtgt
cgctgggggt
taccgacccqg
tccacgtgcet
gtctcgagtg
tcgacgccaa
ccattaccat
aagccegaggc
acctcgatge
aggccaagag
gctcegacge
agcagggggc
tcgacgecga
cctaggccege
aaccggtggt
gtgaggtgga
acgccgactt
acggcaaatt
tgggctttgce
acttcacccg
tcgaccegeg
acgtctacca
ttggcagegg
gccteecggeg
gcctacaagg
aaaaaggcct
gccgaggaga
cgcecgetact
c€cggggcecgy
caacagcttt
ccaggeceggg
gaggaggcct
cgcatcccac
gggggcgacc
gatgacattt
cgggtgcaaa
cgcaagctge
tacgccgagg
gcccaactgg
ccceccaaca
accgecaccce
agctggectce
acccacagac
gcagcctctg
cagcecctgga
ccctgcagea
ccattcgcaa
accacaacgg

caaagggatc
atttttttgt
acgtattgat
tttggccacc
cgggctgetg
taaaccataa
tataaaggta
‘cagccgageg
cgctatacat
tattgactat
cagcggagga
cgccatcatg
ccccagegtg
ggcegtgett
ggaagaggtg
cggggtgcgg
cctgcgecaag
gattaccgta
gattgccggce
tggcctggac
cgacgtgacg
tacccacctg
caagaaggag
tgaagccget
gcccttcatce
ccgggcecaag
acaggccctg
tggttctacc
caaccgcagc
gctgaccggg
ggagaccaag
caagtcggag
gcagggtgag
catcecegecc
cggcatcctg
ccagaacacc
caacgccgag
cgcgegeatt
ccgectegag
cgacctgcgce
ggctgegggc
ttacaaaccc
gccececacgcece
tgagacccca
gtttttgaaa
tgaaaactac
cgatgcggtg
cagcgtgaag
cagcctcaag
ctaccacgag
gcagggcttc
cgctaaaccg
ttcggcececte
actactacaa
tcaagaagct
aattcaaaga
acgataccta
gtggttttgg
ttggcggcecy
gtgcgegecg
accgegycegy
caggggtygcy
tgtacctgca
acaccgtggt
ccetcgacgg
gcctggecgg
tgcgggtgac
ccgagctgat
gcgcgacgac
agggctgegce
gcttctggaa
cggcaccttt
ctacgaccag
gatggecgeg
actgggccgg
gctgggtygg
ggccgattce

Fig. 4.

aggaatccca
cgceecacte
cgceggtect
cggcecctggt
atgcgaggta
gttgaacggc
gtcaaaagaa
gtgctgcttg
cggtacgcgg
atcaataata
tgtatggcaa
gaaggtggca
gtggcttata
aaccccgagg
caggacgagqg
gtggatatcg
ctggtggacg
ccagcctact
ctcgaggtgce
aaaaaaggcc
gtgctggaga
ggcggcteeg
tcgggcgggy
gagaaggcca
ggcctegacce
ttcgaggagce
cgcgatgecg
cgtgtgecgg
gtcaaccccg
caggtggagg
ggtggggtgt
atcttcacca
cgccecatgg
atgccggccg
catgcgaccg
accaccctcet
gccgaccgea
caggcggagce
gccgecatca
caggccaccg
agccaggccc
gccgactaag
ccactttggce
gaggcccaga
gcggagetceg
aaaaagcgca
cgggcecctge
cccgaagatce
agcctggggg
gccatcgggg
aagtacggcyg
gaagaggccg
ggcctcgage
aattcttggg
ggcccgtaag
gattaacgag
cggtgcggcet
gggttttacc
gggtggtttt
ggtggcgggc
agaaaaaacc
cgagggccag
cgtcaagctyg
ggaagtaccg
cccggtggaa
gaagggctgg
catccccacc
caaggttcag
ttgctcaggce
tgggccgacce
atggaaaaca
attttttteg
gctgeecgte
gccatgggca
tttgacacca
gccatctttg
tactacgcgg

gcaaggattt
gcggatggtg
cgcggegggt
caatttcgtt
aggctgaaag
aggcggttca
ccgtgttggg
ccgetacgga
ctggagcggyg
actggtatca
aagccgtagg
gcceggtggt
aggggagcga
gcaccgtctt
tcaagcgggt
ccggcaagct
acgcctccaa
tcaataacgc
tgcgcatcegt
acgagaccgt
tcggcgacgg
acttcgacca
tggacttgaa
agatcgagct
cgatctccaa
tgatccagcce
gcectgagege
cggtgcagca
acgaggtggt
acgtggtgtt
tcacggtgct
ccgecgagca
cecgcecgacaa
gcgtgeeccca
ccaaggagaa
ccgagcagga
agcgtaaaga
gggtgatggg
gcegggcecaa
aggagctgct
agagcagcac
cecgecagega
ccacagaggt
acgatctgec
aggcctccaa
tggtgcagga
tgggcaccct
tgattccggg
tagaggccgt
ccgtggaggyg
acctgctggt
aagcctaaaa
cttacgtcta
gttcctaaga
taccacccgg
gcctacacgg
gcgggcageg
ggcaatgtgg
ggcggectgg
gacctcgagg
atctccgttg
aagatccgcec
cagtccegge
gcccccattg
atcaccattc
ccccgcaaag
aaccccagece
taacgtctgc
tgctcaaaaa
tcgaggcececyg
ccggeggtga
actgcgecce
tggctagaaa
tcgagctttt
agacctcgag
gcgaccggcg
gctcgagggt
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tctcgtctgg
ctggtgtcta
gacgttgagc
aagaaaagtg
cccaggcaat
ttgttttett
ataagggctg
gccatctgec
gttcaaactt
tatggctcag
aattgactta
gctcgagaac
ccaactggtg
cgagatcaag
gccctataag
ctacaccccec
aaagctgggg
ccagcgcgag
caacgagccc
gctggtcttc
cgtectttgag
tgccategtg
ggccgaccegg
ttcggeggtt
gaccceectg
cctgctgaag
cagccagatt
gattgtgaag
ggccctgggg
gctggacgtg
gattcecgege
caaccagccec
caagagcctg
gatcgaggtg
atccacceggce
gatcgagegce
gcacgccgat
ggagaaggag
gaccctggtg
cgcggcecetg
cceccaagtee
tggggtgtygyg
gcgatgtatg
tgaagtggag
aaacaaattc
gctcgaggece
ggacgacctc
cgttagaagc
gccgggggty
cgaggagggc
gcggcecggeg
ccgagcgeceg
acttgcgggyg
acgccagcga
acgtgaacaa
tgctgtccga
cgggctggca
gcgatttcte
gtgacctgtt
ccgagcttcc
gcgccgageg
tggccggcaa
cggagatgcg
cggtggtggg
ccaggcgaac
acaaaagccg
ccgaggaaga
ttgtaaacta
ccgcttcgag
cctcectggece
gccggacgty
cgaaagccec
gcagaacagg
gaccgaggag
ctggctcaaa
ctacgaccgce
ttcgtggctg
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«Fragmentas naudotas
klonavimui (2,8 kb) .
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