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ISRADIMO SRITIS

ISradimas yra susijes su imunologinémis technologijomis. Jo esmé - didelio
afiniSkumo monokloninio antikiino (MAK), kuris atrankiai sgveikauja su Sviesai jautria
4,5-dimetoksi-2-nitrobenzilo (DMNB) grupe, sukirimas ir jo taikymas manipuliuoti

fotoaktyviais baltymais.
TECHNIKOS LYGIS

Rekombinantiniy baltymy su pageidaujamomis katalizinémis savybémis
inzinerija ir sintezé Igsteléje yra placiai plétojama baltymy struktros ir funkcijos
tyrimams bei praktiniam taikymui medicinoje ir biopramonéje. Konkrec€iai, kryptinga
baltymy modifikacija suteikia unikalig galimybe preciziSkai kontroliuoti jy savybes bei
iSplésti funkcijas. Optiné baltymy funkcijos kontrolé sukuria iSskirting galimybe valdyti
biologinius procesus laike ir erdvéje, ko negalima iSgauti kitais sglyginés kontrolés
bladais. Tai daznai pasiekiama naudojant fotolabilias (FL) apsaugines grupes, kuriy
pasalinimas veikiant Sviesai yra Svelni ir neinvaziné proceddra. Ji yra visiSkai
ortogonali kitems cheminiams biologinés sistemos procesams. Si technologija buvo
sékmingai pritaikyta kontroliuoti mazy molekuliy, peptidy, oligonukleotidy bei baltymy
fotocheminj aktyvuma (Spicer CD ir Davis BG. Nat Commun. 2014; Sep 5;5:4740. doi:
10.1038/ncomms5740).

Yra sukurta keletas sistemuy, leidzian€iy | baltymy sudétj jvesti Sviesai jautria
grupe apsaugotg lizing, tirozing, sering, cisteing ir selenocisteing (Riggsbee CW ir
Deiters A. Trends Biotechnol. 2010;Sep;28(9):468-75; Dumas A et al. Chemical
Science. 2015;6(1):50-69). Aukstas tiolio, esancio cisteino liekanoje, nukleofiliSkumas
jau ilgai taikomas diegiant jvairias chemines funkcijas. Cisteinas (Cys) yra palyginti
mazai paplitusi aminortgstis, o tirpikliui prieinami laisvi cisteinai laukinio tipo
baltymuose taip pat sutinkami gana retai. Selenocisteinas (Sec) — 21-0ji aminoragstis
— yra dar retesné ir pasizymi dar stipresniu funkcionalumu. | baltymus jjungtas Sec
jiems suteikia ypatingy cheminiy savybiy (lyginant su Cys - aukstg nukleofiliSkuma,
zemg pKa, Zzemg oksidacijos-redukcijos potenciala); Sec jjungtas tikslinéje baltymo
pozicijoje leidzZia iSplésti naturaliai evoliucionavusj katalizinj fermenty pajégumag arba
sukuria vietas selektyviai baltymy konjugacijai, Zzyméjimui, dimerizacijai, taip pat keicia
baltymo susisukimg. Sec yra gyvybiskai svarbus visy trijy domeny organizmuose, kurie

iSvysté sudétingus biosintezés ir transliacijos mechanizmus, reikalingus Siai retai
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aminoragséiai jjungti | baltymus. Nepaisant Siy akivaizdziy privalumuy, yra aprasyta
nedaug pavyzdziy, iliustruojanciy naujoviskg ir su biologine sistema derancig
fotochemineg transformacija. Taigi, naujas metodas, leidziantis | baltymus selektyviai
jvesti fotoaktyvias chemines grupes ir véliau jas eksploatuoti praktiniais tikslais, yra

reikSmingas indélis biotechnologijai.

Yra sukurti metodai, kurie jgalina biosintezés budu gauti baltymus su
genetiSkai parinktose pozicijose jvestais Sviesai jautria grupe apsaugotais Cys
(Nguyen DP et al. J. Am. Chem. Soc. 2014;136:2240-3; Uprety R et al. ChemBioChem
2014;15:1793-9) ar Sec (Rakauskait¢ R et al. Chem Commun (Camb)
2015;51(39):8245-8). DMNB grupé apsaugo labai reaktyvy Sec (arba tirpalui
eksponuotg Cys) nuo nepageidaujamy Salutiniy reakcijy baltymg produkuojanciy
lasteliy viduje bei visy baltymo manipuliacijy metu ir gali bati nesunkiai pasalinta
apSvitinus 370 nm Sviesa. Deja, kiekvieno naujo FL grupe apsaugoto baltymo
gryninimui arba jo valdymui in vitro ar lgsteliy viduje, reikalingas individualus naujai
sukurtas protokolas, kadangi kol kas néra afiniSkumo ligandy, kurie specifiSkai

sgveikauty su gana nedidele chemine grupe.

Sis iSradimas neturi auk$éiau iSvardinty trikumy susijusiy su baltymy

gryninimu ir apima papildomus privalumus.
TRUMPAS ISRADIMO APRASYMAS

Siekiant iSplésti bendras Sios technologijos taikymo ir funkcionalumo
galimybes, mes sukiréme antiklnus, specifiSkus baltymy sudétyje esandiai
fotoapsauginei DMNB grupei. Sis naujas jrankis gerokai palengvina apsaugoty
baltymy tyrimus lgstelés viduje (atliekant imunoblotingg) ir apsauginei fotogrupei
specifiSskg afininj gryninima (atliekant imunoprecipitacijg). Mes pirma kartg sukturéme
afininio gryninimo sistema, kurios pagalba DMNB grupe Zymétas baltymas buvo
iSgrynintas i§ sudétingy molekuliniy misSiniy, formuojant imunoprecipitacijos
kompleksa. Sis baltymy gryninimo badas gali bati toliau plétojamas panaudojant
kontroliuojamg imunoprecipitacijos komplekso Svitinimg, kurio metu baltymas buaty
atpalaiduojamas nepaliekant fotozymés pédsaky. PanaSios sistemos buaty labai
pageidautinos rekombinantiniy selenobaltymy gryninimui, kai negalima naudoti kai
kuriy cheminiy reagenty ar saglygy (imidazolo, didelés druskos koncentracijos, tio-
grupes turin€iy reduktoriy ir kt.). Tokia strategija taip pat iSplésty funkcionalizuoty,

biomolekuliy jvairove ir prieinamuma diegiant miniatitrizuotas Sviesa kontroliuojamas
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sistemas, tokias kaip mikroskys¢iy prietaisus, mikrogardeles ir nanodaleles, kadangi
leisty selektyviai sukaupti Zymétg tikslinj baltyma kiety daleliy pavirSiuje ir norimu
momentu $viesos pagalba atpalaiduoti tikslinj baltymg | tirpala. Sis iSradimas,
apjungiantis molekuline biologija, biokonjugavimo chemijg, fotofizikg ir imunologijg
prisidéty prie tokiy mokslo Saky, kaip baltymy mokslai, sintetiné biologija ir

nanomedicina, technologinio progreso.

Nors yra sukurta nemazai metodu, leidzianciy biomolekules pazyméti Sviesai
jautriomis grupémis, tacCiau kol kas néra technologijy, kuriose selektyvi Siy grupiy
sgveika su kitomis molekulémis bty pritaikyta tiksliniy baltymy detekcijai ar
praturtinimui. Sprendziant Sig problemg mes suktréme auksto afiniSkumo monokloninj
antiklng, kuris atrankiai sgveikauja su fotolabilia chemine grupe ir ji pritaikéme

baltymuy, turingiy tokias fotolabilias grupes, manipuliavimui Sviesos pagalba.
TRUMPAS PAVEIKSLU APRASYMAS

1 pav. Fotolabilia grupe pazyméty baltymy identifikavimas imunoblotingo

metodu, naudojant monokloninj antikiing.

2 pav. Fotolabilia grupe pazyméty baltymy detekcijos ribos imunoblotingo

metode, naudojant monokloninj antikiina.

3 pav. Fotolabilia grupe pazyméty baltymy detekcija imunoblotingo metodu
sudétinguose molekuliniuose misiniuose (lgsteliy lizatuose), naudojant monokloninj
antikdna.

4 pav. Unikaliose vietose fotolabilia grupe pazyméty SUMOstar ir EGFP
baltymy imunoprecipitacija (selektyvy sukaupimg kiety daleliy pavirSiuje), naudojant

monokloninj antikiing.

5 pav. Unikalia fotolabilia grupe pazyméto SUMOstar baltymo
imunoprecipitacija (selektyvus sukaupimas kiety daleliy pavirSiuje) iS kompleksinio
biomolekuliy misinio, naudojant monokloninj antikiing.

6 pav. Fotocheminis fotolabilia grupe pazyméto baltymo atpalaidavimas |

tirpalg iS imunoprecipitacijos komplekso (kiety daleliy pavirSiaus).

7 pav. Fotochemiskai i§ imunoprecipitacijos komplekso atpalaiduoty baltymy

identifikavimas.

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS
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Antigeno paruo$imas

Mazos cheminés molekulés - haptenai - paprastai nesukelia stipraus imuninio
atsako. Kuriant prie$ juos monokloninius antikinus, gyviiny imunizacijai yra naudojami
neimunogenisko hapteno ir imunogenisko baltymo-nesiklio konjugatai (Chappey ON
et al. Pharm Res. 1992; Nov;9(11):1375-9; Howard GC ir Bethell DR. CRC Press,
2000).

Monokloniniams antikinams, specifiSkiems DMNB junginiui, sukurti pirmiausia
buvo paruostas imunizacijos antigenas — hapteno (DMNB) ir baltymo-nesiklio (KLH)
konjugatas. Tam tikslui buvo naudojamas DMNB bromidas, kuris pasizymi reaktyvumu
su sulfhidrilais (-SH), ir cheminés reakcijos metu DMNB grupés buvo prijungtos prie
KLH baltymo pavirSiuje esanciy laisvy cisteino liekany. Cisteinas yra palyginti reta
aminoragstis baltymuose, todél siekiant padidinti baltymo neSiklio reaktyvumg su
DMNB bromidu, alternatyviai buvo paruostas KLH su papildomomis -SH liekanomis.
Siam tikslui naudojome pirminiy aminy sulfhidrilinimo reagentg SATA (S-
acetiltioacetato N-sukcinimido esteris), kuris reaguoja su baltymo lizino Soninémis
grandinémis. Po reakcijos su hidroksilaminu gautg deacilintg KLH-AT neSiklj

analogiskai konjugavome su DMNB.

KLH-AT-DMNB antigenas tolesniame darbe buvo naudojamas peliy
imunizacijai, o BSA-DMNB bei BSA-AT-DMNB konjugatai - antikiiny specifiSkumui

ivertinti.

Tokia strategija buvo panaudota, kad pavykty sukurti tik DMNB grupei
specifiSkus antiktinus, kurie nereaguoty su baltymu-nesikliu. Antikiiny kdrimas pries
cheminius junginius (haptenus) yra sudétingas uzdavinys, nes patys cheminiai
junginiai yra neimunogeniski — jie negali aktyvinti T limfocity, kurie batini B limfocity
aktyvacijai, kad Sie pradéty gaminti auksto afiniSkumo IgG izotipo antikinus. Kadangi
tik baltyminiai antigenai gali aktyvinti T limfocitus, haptenas turi bati prijungtas prie
baltymo-nesiklio molekulés. Labai svarbu pasirinkti tinkamag baltyma-nesiklj ir tinkamg
hapteno prijungimo metodg, kad haptenas bty efektyviai eksponuotas pavirsiuje ir
prieinamas B limfocitams. Tas ypa¢ svarbu maziems haptenams (<200 Da), kadangi
antikGino ir hapteno molekulinis kontaktas, lemiantis sgveikos selektyvuma ir stipruma,
yra minimalus. Efektyviausias hapteno eksponavimo budas yra sunkiai
prognozuojamas ir kiekvienu atveju parenkamas empiriniy eksperimenty pagalba.

Todél buvo iSbandyti skirtingi DMNB grupés prijungimo bidai — per baltymo SH grupe
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ir per SATA reagenta. Tam, kad baty galima atrinkti tik DMNB grupei specifiSkus
antikinus, buvo naudojami skirtingi baltymai-neSikliai — KLH (imunizacijai) ir BSA
(imuninio atsako tikrinimui ir hibridomy atrankai). Tuo bldu pavyko gauti auksto
afiniSkumo antiklinus, nerodancius jokiy kryZminiy reakcijy nei su prijungimo reagentu,

nei su baltymu-nesikliu.
Monokloninio antikiino prie$ fotolabiliq DMNB grupe sukirimas

Hibridomy Igsteliy linija, sekretuojanti monokloninj antikling prieS DMNB, buvo
sukurta pagal anksCiau aprasytg metodikg (Howard GC ir Bethell DR. CRC Press,
2000; Kohler G ir Milstein C. Nature. 1975;Aug7;256(5517):495-7). BALB/c peliy
patelés (6-8 savaiCiy amziaus) buvo imunizuotos 50 ug antigeno su pilnu Freundo
adjuvantu pirmai imunizacijai, nepilnu Freundo adjuvantu antrai imunizacijai ir PBS
treciai imunizacijai. Poodinés injekcijos buvo atliktos 3 kartus kas 28 dienas. Gautos
hibridomos kultivuotos selektyvioje HAT terpéje, atrinkti DMNB-specifiSkus antikinus
sekretuojantys hibridiniy lgsteliy klonai, jie klonuojant stabilizuoti ir padauginti. Po
stabilizavimo buvo atrinktas hibridomy klonas 12B6, Sio klono Igstelés buvo uzSaldytos

kriokonservavimo terpéje ir saugomos skystame azote.

Hibridomos 12B6 sekretuojamas anti-DMNB monokloninis antikinas (MAK)
buvo charakterizuotas naudojant komercinj izotipavimo rinkinj. Nustatyta, kad Si

hibridoma gamino IgG klasés antiktnus.

Hibridoma buvo deponuota Vokietijoje, Leipcigo instituto depozitoriume DSMZ
2020 m. liepos 8d., jai suteiktas numeris DMNB12B6=DSM ACC3363.

Monokloninio antikiino 12B6 specifiSkumo analizé

Anti-DMNB MAK 12B6 buvo charakterizuotas taikant klasikinius
imunofermentinés analizés bei imunoblotingo metodus (Howard GC ir Bethell DR.
CRC Press, 2000). Anti-DMNB antiktno specifiSkumas DMNB grupei buvo nustatytas
imunofermentinés analizés metodu, naudojant imunizacijos antigeng KLH-AT-DMNB
bei su imunizacija nesusijusius konjugatus BSA-DMNB ir BSA-AT-DMNB.

[vertinus DMNB specifiSko MAk afiniSkuma netiesioginés imunofermentinés
analizés budu, nustatyta, kad MAk 12B6 tariamoji disociacijos konstantos verté yra
1,40x1071°0 M.

Antikiinas 12B6 ne tik gerai sgveikavo su daugybinémis grupémis zymétais
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KLH bei BSA baltymais, bet ir vienintele DMNB grupe turinciais EGFP Y39DMNB-C —
buvo gauti aiSkus imunoblotingo signalai. Antikinas visiSkai nesgveikavo su tais
paciais nezymétais baltymais, ar baltymais, kuriuose DMNB grupé buvo pasalinta

Sviesos pagalba.

Antikinas 12B6 buvo iSgrynintas afininés chromatografijos badu, naudojant

sefaroze su prijungtu baltymu A.
ISRADIMO |GYVENDINIMO PAVYZDZIAI

1 pavyzdys. Fotolabilia grupe apsaugoty baltymy detekcija imunoblotingo

metodu

Anti-DMNB 12B6 antiklnas leidzia specifiSkai nustatyti baltymy sudétyje
esancCias DMNB grupes, kai tiriami baltymai yra denattruoti SDS tirpalu PAA gelio
elektroforezés salygomis. Siems tyrimams buvo naudojami jvairs komerciniai (KLH,
BSA, lizocimas), modeliniai (EGFP, SUMOstar) ir unikalUs laboratorijoje sintetinami
(DNR metiltransferazés: M.Hpall, M.HhalAHT, M2.Eco311) baltymai. Analizei paruosti
dvejopi baltymai: 1) pazyméti cheminiu bidu daugybinémis DMNB grupémis bei 2)
biosinteniai baltymai, turintys vienintele DMNB grupe. Daugybinés DMNB grupés buvo
ivestos | 2 komercinius bei 14 laboratorijoje susintetinty ir Ni-IMAC metodu iSgryninty
baltymy, atliekant zyméjimo chemine reakcijg su DMNB bromidu. Vienintelé DMNB
grupé | 13 baltymy buvo jversta biosintetiSkai, naudojant genetiSkai koduojamy
nestandartiniy aminoragsciy jterpimo technologija (Rakauskaité R et al. Chem
Commun (Camb). 2015;51(39):8245-8). Jie buvo iSgryninti afininés Ni-IMAC
chromatografijos metodu. Visy baltymy mases bei juose esanCiy DMNB grupiy
skaiCius buvo patvirtinti HPLC-ESI/MS analizés budu.

Imunoblotingo metodas buvo pritaikytas detektuoti baltymus, pazymeétus tiek
daugybinémis, tiek vienintele DMNB grupe. Visy tirty baltymy atveju 12B6 antikiinas

sgveikavo su DMNB ir leido specifiSkai identifikuoti pazymétus baltymus.

1 pav. parodoma, kad unikali fotolabili grupé, prijungta tiek prie S, tiek prie Se
atomy_ (atitinkamai EGFP Y39DMNB-C ir EGFP Y39DMNB-U baltymuose), yra labai
specifiSkai atpazjstama imunoblotingo metodu, naudojant anti-DMNB antikiing 12B6:
paveikus DMNB-baltymg 365 nm Sviesa, DMNB grupé yra paSalinama, o
imunoblotingo signalas yra prarandamas. EGFP Y39DMNB-C ir EGFP Y39DMNB-U

baltymy sintezé, Igsteliy lizato tirpios frakcijos ruoSimas, baltymy gryninimas,
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charakterizavimas bei fotocheminé DMNB grupés nuskélimo reakcija buvo atlikta
pagal anksCiau aprasSytg metodikg (Rakauskaité R et al. Chem Commun (Camb).
2015;51(39):8245-8). Eksperimente buvo naudojamas iSgryninty EGFP Y39DMNB-C
(2, 3 takeliai) ir EGFP Y39DMNB-U (7, 8 takeliai) baltymy preparatai, bei kompleksinis
molekulinis misSinys — mieliy Igsteliy, sintetinaniy EGFP Y39DMNB-C, ekstrakto tirpi
frakcija (4, 5 takeliai). Baltymy meéginiai buvo iSfrakcionuoti dviejuose identiSkuose
SDS-PAA geliuose, kuriy vienas (A) buvo nudazytas Coomassie méliu, o kitas (B)

analizuotas imunoblotingo metodu, naudojant anti-DMNB 12B6 antikiing.
1, 6 takeliai. Baltymy molekulinés masés standartas.
2 takelis. ISgrynintas EGFP Y39DMNB-C.
3 takelis. I1Sgrynintas EGFP Y39DMNB-C, veiktas UV.
4 takelis. Lasteliy, sintetinan€iy EGFP Y39DMNB-C, ekstrakto tirpi frakcija.

5 takelis. Lasteliy, sintetinan€iy EGFP Y39DMNB-C, ekstrakto tirpi frakcija,
veikta UV.

7 takelis. 18grynintas EGFP Y39DMNB-U.
8 takelis. I1Sgrynintas EGFP Y39DMNB-U, veiktas UV.

2 pavyzdys. Fotolabilia grupe apsaugoty baltymy detekcijos efektyvumas,

naudojant imunoblotingo metodag

Imunoblotingo metodu buvo jvertinta DMNB-baltymy detekcijos riba. Tam
tikslui atlikome isgryninty modeliniy DMNB-baltymy detekcijg, naudojant serijinius
baltymo skiedimus (2 pav.). Siuose eksperimentuose buvo nustatyti maZiausi
detektuojami baltymo kiekiai: 16 ng BSA-(DMNB)1-4, 31 ng EGFP-(DMNB)1 ir 63 ng
SUMOstar-(DMNB)1.

1 takelis. 1 pg baltymo.

2 takelis. 0,5 pg baltymo.

3 takelis. 0,25 pg baltymo.
4 takelis. 0,125 ug baltymo.
5 takelis. 0,063 pg baltymo.

6 takelis. 0,031 ug baltymo.
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7 takelis. 0,016 ug baltymo.
M — Baltymy molekulinés masés standartas.

3 pavyzdys. Fotolabilia grupe apsaugoty baltymy detekcija Igsteliy lizatuose

imunoblotingo metodu

Monokloninis anti-DMNB antikinas12B6 leidzia identifikuoti jvairius vienintele
DMNB grupe zymétus baltymus sudétinguose molekuliniuose misSiniuose (lasteliy
lizatuose) (3 pav.). Siems eksperimentams naudoty keturiy modeliniy baltymy
biosintezé vyko mieliy S. cerevisiae lastelése: su SUMO suliety M.Hhal, M.Hpall ir
M2.Eco31I baltymy raiSka buvo indukuojama CuSOs4; EGFP baltymo raiSka vyko nuo
konstitucinio ADH1 promotoriaus (nt - indukcijos sglygos netaikomos). Fotocheminé
DMNB grupé | rekombinantinius baltymus buvo jvesta genetiSkai koduojamy
nestandartiniy aminortagsciy metodu (Rakauskaité R et al. Chem Commun (Camb),
2015;51(39): 8245-8) nurodytose pozicijoje, lasteléms | augimo terpe tiekiant DMNB-
C (5, 9, 13, 15 takeliai). Atitinkamy, kontroliniy rekombinantiniy baltymy tose paciose
pozicijose buvo jvesta leucino (L) arba izoleucino (I) mutacija (3, 7, 11, 14 takeliai).
Rekombinantinius baltymus sintetinan€iy lasteliy biomasés buvo surinktos, iS jy
paruosti lizatai iSfrakcionuoti SDS-PAA gelyje (virSutinis paveikslas: SDS-PAA gelis
nudazytas Coomassie méliu, rekombinantiniai baltymai pazyméti zvaigzdute), o
lizatuose esantys DMNB-baltymai identifikuoti analogiSkame SDS-PAA gelyje
imunoblotingo metodu naudojant 12B6 antikiing (apatinis paveikslas). Imunoblotingo
metodu buvo specifiSkai nustatyti tik DMNB grupe turintys baltymai. Kiti Igsteliy lizato

komponentai su 12B6 MAk nereagavo.
1, 16 takeliai - baltymy dydzio standartas.
2 takelis. SUMOstar-M.Hhal C81L/I baltymo raiSka neindukuota.
3 takelis. SUMOstar-M.Hhal C81L/I baltymo raiSka indukuota.
4 takelis. SUMOstar-M.Hhal C81DMNB-C baltymo raiSka neindukuota.
5 takelis. SUMOstar-M.Hhal C81DMNB-C baltymo raiSka indukuota.
6 takelis. SUMOstar-M.Hpall C103L/I baltymo raiSka neindukuota.
7 takelis. SUMOstar-M.Hpall C103L/I baltymo raiSka indukuota.

8 takelis. SUMOstar-M.Hpall C103DMNB-C baltymo raiska neindukuota.
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9 takelis. SUMOstar-M.Hpall C103DMNB-C baltymo raiSka indukuota.

10 takelis. SUMOstar-M2.Eco311 C232L/I baltymo raiSka neindukuota.

11 takelis. SUMOstar-M2.Eco311 C232L/I baltymo raiSka indukuota.

12 takelis. SUMOstar-M2.Eco311 C232DMNB-C baltymo raiSka neindukuota.
13 takelis. SUMOstar-M2.Eco311 C232DMNB-C baltymo raiska indukuota.
14 takelis. EGFP Y39L/I baltymo raiska.

15 takelis. EGFP Y39DMNB-C baltymo raiska.

4 pavyzdys. Baltymy, pazyméty fotolabilia grupe, iSskyrimas

imunoprecipitacijos budu

DMNB grupe zyméty baltymy imunoprecipitacijos eksperimentas rodo, kad
monokloninis anti-DMNB antikinas 12B6 yra tinkamas natyvios formos baltymy
atpazinimui. Nors DMNB fotocheminé grupé yra mazas haptenas, jos sgveika su MAk
uztikrina stabily imunoprecipitacijos (IP) kompleksg (4 pav.).

IP kompleksy formavimui buvo naudotos magnetinés (MagnaBind protein A
beads, Thermofisher) dalelés su prijungtu baltymu A, kuris specifiSkai sgveikauja su
IgG klasés imunoglobulinais. Magnetinés dalelés su prijungtu baltymy A buvo
pirmiausia inkubuotos su 12B6 MAK, ir toliau naudotos inkubacijai su DMNB-baltymais.
IP kompleksai buvo formuojami naudojant iSgrynintus ir PBS buferyje istirpintus
SUMOstar ir EGFP baltymus, kuriy pavirSiuje esanciose unikaliose pozicijose
(SUMOstar: L11, E89, M93, 1106; EGFP: Y39, D117, E132, N150, N212) jjungta
nekanoniné aminortgstis S-DMNB-cisteinas. Po inkubavimo su baltymais magnetinés
dalelés buvo nuplautos PBS. Ant daleliy esantys baltymai buvo atpalaiduoti i tirpalg 10
min. 95°C inkubuojant daleles denatiruojanCiame SDS-PAGE meéginio buferyje,
iSfrakcionuoti SDS-PAA gelyje bei analizuoti imunoblotingo metodu naudojant anti-
DMNB antikiing 12B6. Pazymétina, kad Salia DMNB-baltymy, dél sgveikos su
antriniais antikinais yra vizualizuojamos ir nuo IP komplekso atpalaiduotos 12B6
antikiino grandinés: sunkioji (SG) bei lengvoji (LG). Trys i§ keturiy analizuoty
SUMOstar-DMNB ir trys i§ penkiy EGFP-DMNB baltymy varianty pasizyméjo geru
arba labai geru IP efektyvumu (3, 5, 6, 10, 11 ir 13 takeliai). Sie eksperimentai rodo,

kad IP gali vykti DMNB Zymei esant jvairiose baltymo vietose.

1 takelis. ChemiSkai DMNB grupémis pazymétas BSA-(DMNB)i-4
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(imunoblotingo kontrolé).

2, 8 takeliai - baltymy dydzio standartas.

3 takelis. SUMOstar L11DMNB-C IP kompleksas.

4 takelis. SUMOstar EB9DMNB-C IP kompleksas.

5 takelis. SUMOstar M93DMNB-C IP kompleksas.

6 takelis. SUMOstar 106 DMNB-C IP kompleksas.

7 takelis. SUMOstar (laukinis tipas) IP kompleksas.

9 takelis. EGFP Y39DMNB-C IP kompleksas.

10 takelis. EGFP D117DMNB-C IP kompleksas.

11 takelis. EGFP E132DMNB-C IP kompleksas.

12 takelis. EGFP N150DMNB-C IP kompleksas.

13 takelis. EGFP N212DMNB-C IP kompleksas.

5 pavyzdys. Baltymy gryninimas imunoprecipitacijos budu i§ kompleksiniy,
molekuliniy misiniy,

Imunoprecipitacijos metu 12B6 MAKk specifiSkai sgveikauja tik su baltymuose
esancCiomis DMNB grupémis ir nesudaro nespecifiniy sgveiky su kitais Igsteliy lizato

baltymais. Geriausiai IP kompleksa formuojantis SUMOstar 1106 DMNB-C baltymas (4
pav.) buvo efektyviai iSgrynintas ir iS mieliy Igsteliy lizato (5 pav.).

Fotocheminé DMNB grupée | rekombinantinj baltymg SUMOstar 1106 DMNB-C
buvo jvesta genetiSkai koduojamy nestandartiniy aminortgsc¢iy metodu (Rakauskaité
R et al. Chem Commun (Camb). 2015;51(39):8245-8), lasteléms | augimo terpe
tiekiant DMNB-C. Rekombinantinio baltymo raiSka buvo patvirtinta SDS-PAGE
analize, isfrakcionavus CuSO4 indukuoty (2 takelis) ir neindukuoty (3 takelis) Iasteliy,
lizatus. IP eksperimentui buvo paruostas indukuoty mieliy lasteliy lizatas, kuris toliau
buvo inkubuojamas su magnetinémis dalelémis, prie kuriy prijungtas baltymas A, o
prie jo - 12B6 MAk. Magnetinés dalelés buvo surinktos, o ant jy esantis tikslinis
baltymas SUMOstar 1106 DMNB-C bei 12B6 MAKk vizualizuoti imunoblotingo metodu (5
takelis) kaip aprasyta 4 pavyzdyje.

1, 4 takeliai - baltymy dydzio standartas.
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2 takelis. SUMOstar [106DMNB-C raiska indukuota (SDS-PAA gelis,

nudazytas Coomassie méliu).

3 takelis. SUMOstar 1M06DMNB-C raiSka neindukuota (SDS-PAA gelis,

nudazytas Coomassie méliu).

5 takelis. SUMOstar 1106 DMNB-C IP kompleksas (IB analizé, naudojant 12B6
MAK).

6 pavyzdys. Fotocheminis baltymo atpalaidavimas nuo imunoprecipitacijos

komplekso

Fotocheminés reakcijos metu IP kompleksus veikiant UV Sviesa, apsauginé
DMNB grupé nuskyla nuo kompleksuose esanciy DMNB-baltymy ir | tirpalg yra
iSlaisvinami baltymai be cheminés zymés pédsaky. Eksperimentui buvo pasirinkti
EGFP baltymai, nes jy fotocheminj atpalaidavimg iS IP komplekso galima netiesiogiai
stebéti kaip tirpalo fluorescencijos padidéjimag po UV poveikio (6 pav.). Fotocheminei
reakcijai buvo paruostas IP kompleksas, susidedantis i$ silicio daleliy, prie kuriy
prijungtas baltymas A (Silica Particles, Protein A coated, 1 um; Kisker), 12B6 antikiino
ir chemiskai pazyméto EGFP D117DMNB-C antigeno (1, 2 stulpeliai). AnalogiSkas
kontrolinis IP kompleksas buvo paruostas naudojant nezymétg EGFP D117C baltymg
(3, 4 stulpeliai). Eksperimentui buvo imama po du kiekvieno komplekso pavyzdzius (65
pl 0,3% IP daleliy suspensijos PBS buferyje): vieni pavyzdziai (1, 3 stulpeliai) buvo
laikyti tamsoje, 4 °C , o kiti pavyzdziai (2, 4 stulpeliai) — Svitinti 365 nm, 10 min., 4 °C.
Visy pavyzdziy dalelés buvo atskirtos, o like tirpalai naudoti EGFP fluorescencijai
ivertinti. Paveikus EGFP D117DMNB-C IP kompleksg Sviesa, tirpalo fluorescencija
padidéjo 9,3 karto, lyginant su neSvitinto komplekso (1 ir 2 stulpeliai), kai tuo tarpu
kontrolinio EGFP D117C IP komplekso atveju abiejose salygose stebéta tik nezymi

foniné fluorescencija (3 ir 4 stulpeliai).
1 stulpelis. EGFP D117DMNB-C IP kompleksas, neveiktas UV.
2 stulpelis. EGFP D117DMNB-C IP kompleksas, veiktas UV.
3 stulpelis. EGFP D117C IP kompleksas, neveiktas UV.
4 stulpelis. EGFP D117C IP kompleksas, veiktas UV.

7 pavyzdys. Baltymy, fotochemiskai atpalaiduoty iS imunoprecipitacijos

komplekso, identifikavimas
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Paveikus IP kompleksus UV $viesa, | tirpalg atpalaiduoti DMNB Zyme prarade
EGFP D117C ir SUMOstar 1106C baltymai buvo identifikuoti frakcionavimo SDS-PAA
gelyje bei masiy spektrometrijos (HPLC/ESI-MS) metodais (7 pav.).
Imunoprecipitacijos kompleksai buvo suformuoti naudojant silicio daleles, konjuguotas
su baltymu A (Silica Particles, Protein A coated, 1 um; Kisker) ir inkubuotas su 12B6
antikinu. Sios dalelés toliau buvo inkubuojamos su i$gryninto EGFP D117C-
(DMNB)1-3 baltymo tirpalu (7 pav. 1 takelis virSuje) arba mieliy, ekspresuojanciy
SUMOstar 1106C-DMNB baltyma, Igsteliy lizatu (7 pav. 1 takelis apacioje). Kontroliniy
méginiy (3, 4 takeliai) ir 365 nm Sviesa paveikty méginiy (5, 6 takeliai) tirpalas ir dalelés
buvo atskirti, iSfrakcionuoti SDS-PAA gelyje ir nudazyti Coomassie méliu. Analizés
metu buvo stebimas dél UV apSvitos ,tirpalo® méginyje atsirades analizuojamy baltymy,
signalas (5 takelis), tuo tarpu ,daleliy® méginyje (6 takelis) Sis signalas susilpnéjo.
Kontrolinés fotocheminés reakcijos buvo atliktos naudojant tik gryny EGFP D117C-
(DMNB)1-3 (7 pav. 8, 9 takeliai virSuje) ir SUMOstar 1106C-(DMNB)1-2 (7 pav. 8, 9
takeliai apacioje) baltymuy tirpalus ir rodo, kad UV apSvita analizuojamiems baltymams
zymaus poveikio neturéjo. Nagrinéjamy baltymy juostelés pazymétos zvaigzdute. SG,

sunkioji grandiné. LG, lengvoji grandiné. M, baltymy dydzio standartas.

Fotocheminés reakcijos metu prarades DMNB zyme ir | tirpalg atpalaiduoti
EGFP D117C bei SUMOstar 1106C baltymai (7 pav. 5 takelis) buvo tiesioginiai
identifikuoti masiy spektrometrijos metodu (HPLC/ESI-MS) (7 pav.). Apskaiciuotos

baltymy masés nurodytos skliaustuose.
1, 7 takeliai - baltymy dydzio standartas.
2 takelis. IP suspensija.
3 takelis. Neveiktos UV IP suspensijos tirpalas.
4 takelis. Neveiktos UV IP suspensijos dalelés
5 takelis. Veiktos UV IP suspensijos tirpalas.
6 takelis. Veiktos UV IP suspensijos dalelés.
8 takelis. DMNB-baltymas, neveiktas UV.

9 takelis. DMNB-baltymas, veiktas UV.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Monokloninis antiklinas,be siskiriantis tuo, kad specifiSkai sgveikauja

su fotolabilia chemine DMNB grupe.

2. Monokloninis antikiinas pagal 1 punkta, be sis kiriantis aukstu

afiniSkumu.

3. Monokloninis antikiinas pagal 1-2 punktus, be siskiriantis tuo, kad

tariamoji disociacijos konstantos verté yra 1,40x10-10 M.

4. Monokloninis antikinas pagal 1-3 punktus, be siskiriantis tuo, kad

jis specifiSkai jungiasi prie baltymy sudétyje esancios DMNB grupés.

5. Monokloninis antiklinas pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad

DMNB-baltymy Zemiausia detekcijos riba yra >16 ng.

6. Monokloninis antikiinas pagal 1-5 punktus, besiskiriantis tuo, kad
identifikuoja jvairius vienintele DMNB grupe zymeétus baltymus sudétinguose

molekuliniuose misiniuose, tokiuose kaip Igsteliy lizatai.

7. Monokloninis antik@inas pagal 1-6 punktus,besiskiriantis tuo, kad
uztikrina stabily imunoprecipitacijos (IP) kompleksg, DMNB Zymei esant jvairiose

baltymo vietose.

8. Monokloninis antikiinas pagal 1-7 punktus,be siskiriantis tuo, kad ji
produkuoja 12B6 hibridomos deponuotos DSMZ numeriu: DSM ACC3363.



14

LT 6905 B

9. Monokloninio antikiino pagal 1-8 punktus panaudojimas pazymeéty baltymy

identifikavimui.

10. Monokloninio antikiino pagal 1-8 punktus panaudojimas baltymuy, turinCiy,
fotolabilias grupes, sukaupimui kiety daleliy pavirsiuje ir atpalaidavimui  tirpalg Sviesos

pagalba.

11. Monokloninio antiktino pagal 1-8 punktus panaudojimas baltymy gryninimo
bide,besiskiriantistuo, kad monokloninis antikiinas specifiSkai sgveikauja tik
su baltymuose esancdiomis DMNB grupémis ir nesudaro nespecifiniy sgveiky su kitais

Iasteliy lizato baltymais.

12. Baltymy gryninimo budas pagal 11 punktg, be siskiriantis tuo, kad
DMNB grupe zymétas baltymas iSgryninamas i$ sudétingy molekuliniy misSiniuy.

13. Baltymy gryninimo bidas, pagal 11 punktg, besiskiriantis tuo, kad
fotocheminés reakcijos metu IP kompleksus veikiant UV $viesa, apsauginé DMNB
grupé nuskyla nuo baltymy ir i tirpalg yra iSlaisvinami baltymai be cheminés Zymés

pédsakuy.
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