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Santrumpuy sarasas
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Jvadas

Vienas pagrindinj biomedicinires paskirties baltym gamybos iS&kiu
yra pigu ir saugi raiskos sistem tinkam; glikobaltymy sintezei, paiesSka bei
esamy sisteny tobulinimas. Vaistai, sukurti baltympagrindu, sudaro apie
ketvirtadal naujai patvirtinam vaisyy rinkos, o apie 70%uyj sudaryti IS
glikoproteiny (Sethuraman ir Stadheim, 2006). Pastaruoju metujuna
biomedicininy vaist, kuriy naudojimas zmaims yra patvirtinamas, mga.
Per 2006-2010 metus patvirtinta tik 25 nauji balfypagrindu sukurti vaistai.
IS ju tik 5 yra susintetinti miéseS. cerevisia€¢4) arP. pastoris(1). Tuo tarpu
visi glikobaltymai (daugiausiai antikai, 13 iS 25), panaudoti vaiskirimui,
sintetinami zinduoli lasteliy kultairose (Walsh, 2010). Vis tik, dabar
glikobaltymy sintezei naudojamos zindugliagsteliy kultaros turi eik trakumy.
Jose gaunam rekombinantini baltym; kaina yra didel, ribotas trinis
nasumas, abteks lktai dauginasi ir auga, iba uzkeéstos retrovirusais,
gaunamas heterogeniskas produktas ir uzima dakmdakurti stabih lasteliy
linija (Choi ir kt.,, 2003; Sethuraman ir Stadheim, 2008 intensyviai
vykstantis tinkam raiSkos sistem kiirimas kol kas nedavnorimy rezultat.
Mieliy, kaip ir augal bei vabzdai raiSkos sistemos,¢tikeleto priezasiy yra
ivardijamos kaip vienos pagrindinkandidat, uzimti Sk vieta. Visu pirma,
mielés yra pripazintos kaip saugus organizmas,ggnetika, biochemija ir
fiziologija yra gerai istirta. Vis tik, tik keletonieléese susintetint baltymy
(insulinas, hirudinas, somatropinas, hepatito Bapilomos virug pavirSiaus
baltymai) pagrindu yra sukurti vaistai bei vakcinf&/alsh, 2010). Taod
mieliy raiSkos sistem pritaikymas suétingy zmogaus ar virusini baltymy ir
glikobaltymy, reikaling; medicinai, sintezei yra labai siektinas.

Dauguma medicinai reikSmingekombinantini glikobaltymy turi jgyti
naftiralia forma, kad kuty veiklas ir gabty atlikti savo funkcijas. Miglse
sekretuojami rekombinantiniai glikobaltymai susidusu keliomis y sintez
stabdagiomis ar ribojadiomis problemomis: pernesinitendoplazmipntinkla
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endoplazminio tinklo, patekimy Goldzio aparat bei hiperglikozilinimu
(Schroder, 2007). Norint pasalinti rekombinantinglikoprotein; sintez
mieliy lasteliy sekrecinio kelio etapuose ribojams veiksnius, reikia
modifikuoti mieliy baltymy sintezs ir po-transliacini modifikacijy kelius
pritaikant Zzmogaus glikobaltymsintezei. 8kmingas pavyzdys Sioje srityje —
mielipy N-glikozilinimo kelio humanizavimas, leidziantis ighy raisSkos
sistemose gaminti glikobaltymus, kwrglikozilinimo pohlidis tiksliai atitinka
vykstant zmogaus dstekse (Hamilton ir Gerngross, 2007). Vis tik nés
susinteting glikobaltymy, tinkamy farmacijos pramonei, skaiis yra labai
nedidelis, dazniausiai glikobaltymai ngia tinkamai suvynioti ir modifikuoti
(Sakamoto ir kt., 1999), o esmmpriezastys, paaiskingons mieliy traikumus
sintetinant tokio tipo baltymus,éra iSaiskintos. ISsamaus anksipy mieliy
baltymy sekrecijos kelio etap — perneSimoj enoplazmin tinkla (ET) ir
brendimo ET ertije — modifikavimo pritaikant Zmogaus glikobaltym
sintezei ®ra atlikta. Pavieniai bandymai padidinant atskmieliy Saperon
sintez teigiamy rezultaty neda¥, o eksperiment skirty mieliy lastekms
suteikti savybes sintetinti baltymus, kunafiraliai sintetinti nesugeba, iS viso
néra atlikta.

Remiantis iSvardintomis problemomis, buvo iSkeligandiniaidarbo
tikslai:

1. Molekuliniame lygmenyje apiidlinti Zmogaus virus glikobaltymy
brendimo procesus mielisekreciniame kelyje, nustatant neefektyviog Si
baltymy raiSkos mieise priezastis.

2. Sukurti mielp kamienus su integruotais Zzmogausteliy sekrecinio
kelio genais, uztikrinti §i gen; raiSky mielese ir istirti jy jtaka glikobaltymy
sintezei ir brendimui miéte.

Siekiant uZzsikizty darbo tiksh buvo suformuluoti Sie darbo
uzdaviniai:

1. Mielése S. cerevisiaeir P. pastoris susintetinto tym viruso
hemagliutinino (TVH) glikobaltymo savybityrimas.



2. Mieliy lastely, sintetinadiy tymy viruso hemagliutinig, proteomis
analiz.

3. Mieliy baltym;, dalyvaujadiy lasteks atsakei TVH sintez,
identifikavimas.

4. Bioinformatine duomem analiz, rezultat; apibendrinimas ir priezas,
nulemiargiy tirramo rekombinantinio  glikoproteino  brendimo
sutrikimus mieli sekrecinaime kelyje, apidinimas.

5. Zmogaus 4steliy sekrecinio kelio gem klonavimas i mieliy S.
cerevisiagaiskos vektorius ir sintéznielése.

6. Zmogaus sekrecinio kelio baltyn susintetini miekse, savyhj
analiz.

7. Zmogaus 4steliy sekrecinio kelio baltym raiska kartu su tymviruso
hemagliutininu mieli Iastekse ir jtakos virusinio glikobaltymo
brendimui ir savybms nustatymas.

8. Mieliy sekrecijos kelio komponanttrukdargiy ar neuZztikrinatiy
tinkama tymy viruso hemagliutinino brendigrpasalinimas.

9. Zmogaus 4steliy sekrecinio kelio baltymp kombinacijy, uZtikrinargiy
teisingp Zmogaus virug pavirSiaus glikobaltymp brendimy mieliy
lastekse, paieSka.

10.Mieliy kamieno su integruotais zmogaus genais ir paaaimiely
genais, pritaikyto aktywi biomedicing glikobaltymy sintezei, kirimas.

Darbo naujumas. Rekombinantinio tym viruso hemagliutinino, kaip ir
daugelio kity virusy pavirSiaus glikobaltymp, susintetini miekse, savybs
néra apillidintos. Taip pat éra nustatytos priezastys, kKédmieliu lasteks
nesugeba tinkamai apdoroti tokio tipo baltymus.t€&mire mieliy lasteliy,
sintetinadiy tymy viruso pavirSiaus glikobaltyay analiz leidzia pazvelgti
procesus, vyksta@ius miely lastekje sintezs metu, ir apibdinti mokslui
svarbias problemas. Sis darbas gailii lpriskiriamas naujai biotechnologijos
sriciai — sintetinei biologijai, kurios esim— suteikti organizmams savybes,
kuriy paprastai Sie neturi. Migd Sioje srityje yra ypatingai piei pritaikomos,

0 pirmieji rezultatai ne tik spausdinami prestizaglsiuose zurnaluose, bet ir



gelbsti gyvybes (Ro ir kt., 2006). Siame darbe esesiekiama ,iSmokyti
sintetinti sudtingus virusinius glikobaltymus perkeliarit mieliy lasteles
Zzmogaus gsteliy sekrecinio kelio komponentus. Tai novatoriSkasday nes
siekiama sukurti visiSkai nawj mieliy lastek su biotechnologijai ir
biomedicinai reikalingomis savygmis.

Darbo reikdmé. Sis darbas svarbus tiek teoriniu, tiek praktiniuzipou.
Mieliy lastekse virusini glikobaltymy sintez ribojartiuy veiksnip nustatymas
leisty jvertinti evoliucinius skirtumus atsiradusius tarpehy ir zinduoliy
lasteliy. Pavieni ir jvairiomis kombinacijomis Zmogaus Sapergirélimas ir
jtakos tymy viruso hemagliutinino brendimuivertinimas, leiai nustatyti
kokius Saperonus tyn virusas ijdarbino hemagliutinino brendimui
evoliucionuodamas zmogaugsiekje. Skmingai sukirus miely Iastek,
galincia sintetinti ir tinkamai apdoroti virusinius glikolymus, nauda iitu
daugialyg. Dideli kiekiai saugi pigiai susintetinamp antigeniSk virusiniy
pavirSiaus baltymp yra reikalingi ne tik vakcinoms kurti, bet ir
prieSvirusiniams vaistams moduliuoti. Tynvirusas atitinka daugiekriteriju
viruso, kuf galima pasaulyje iSnaikinti. Siekiant Sio tiksl@ips, saugios ir

gausiai prieinamos vakcinos yra esminis kompongipass, 2009).
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1. Literatiiros apzvalga

1.1 Mieliy pritaikymas ir panaudojimas biotechnologijoje

Senos Egipto 4000 met senumo hieroglifai, iliustruojantys mieli
panaudojim fermentacijai ir kepimui, yra seniausi zinomi rasSiai Saltiniai
apie mieles. Manoma, kad mieles savo reik® Zzmors iSmoko panaudoti
dar prieS atsirandant zemdirbystei. FaktiSkai visisrijai Zinomos zmonmi
bendruomeés vienaip ar kitaip sugéfm mieles jdarbinti maisto ir grimu
fermentacijai. Nepaisant to,ySvienahsciy organizny biologija apitudinta tik
XIX amz. L. Pastero ir kit tyrinétoju darbuose. Bl didelio lasteliy dydzio ir
ekonomires svarbos, miés buvo pirmasis moksliSkai apidhintas
mikroorganizmas (Barnett, 2003). Tolesniame mikotdgijos ir biochemijos
(2zodis ,fermentas” kis iS graikiSko zZodzio ,miéke") progrese miés tapo
svarbiausiu modeliniu organizmu (Martoglio ir Dob&tein, 1998; Roberts ir
Oliver, 2011). Ne veltui miés S. cerevisiaebuvo pirmasis eukariotinis
organizmas, kurio genomas buvo nustatytas (Goffe&ti, 1996). Tai leido
sukaupti ypatingai daug informacijos apie Siuosaargmus, tod mielés yra
stkmingai naudojamos biotechnologijoje bei suranda wmauy praktiniy
pritaikymy.

Rekombinantini baltymy raiSkos tyrimai migise prasidio vos tik
atsiradus rekombinantte DNR technologijoms (Nasmyth, 1978) ir jau yra
sekmingai vykdomi daugiau nei 30 metPradiniai rekombinantini baltymy
raiSkos bandymai miéte buvo atliekami ,kepimo migde” Saccharomyces
cerevisiae kurios yra gerai istirtas modelinis organizmu didziuliu kiekiu
literatiros apie jo dstelire ir molekuline biologija. Su mie¢mis dirbartiam
biologui yra prieinama gausglmolekulires biologijosirankiy, tarp 1 genomo
sekos, galimyb atlikti tiesiogirg gen; inaktyvacip, geno pakeitimus ir gan
iterpimg 1 norimg genomo viet bei pakartotinai panaudojami genetiniai
zymenys,igalinantys pakartotinnaup genetini konstrukcij jvedina. Be to,
ISaiSkinta daugelis stipyi konstitutyviy promotoryy (pvz.: glyceraldehyd-3-
fosfatdehidrogena&s (GAPDH) ir 3-fosfoglyceratkinazs (PGK1) promotoriai)
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ir indukuojamy promotori; (tokiy kaip GALL ir GAL7 promotoriai). Pastaji
deSimtmet dél stipresni indukuojany promotori; poreikio ir noro sekretuoti
rekombinantin produkt i kultiros terg buvo iSpétotos papildomos mieli
raiSkos sistemos. Siame kontekste yra vedingsio trys mieli raiskos
Seimininkai -Kluyveromyces lactig metilotrofinés mieks Pichia pastorisbei
Hansenula polymorph&iekviena i$ 3i sisteny naudojama komercinio masto
rekombinantini baltymy gamybai ir virusini baltymy tyrimams. Yra daugyb
literatiiros, aprasaios Sii mieliy panaudojim rekombinantink baltymy
raiSkai (apzvelgiama Gellissen ir Melber, 1996;lGsén ir Hollenberg, 1997;
Cregg ir kt., 2000).

Mieliy raiSkos sistemos tobulinamos nuo paagsiradimo. Pagrindinius
tobulinimo metodus galima why labai apibendrintai suskirstyti dvi
pagrindines grupes: (1) gennaktyvacija bei natywi baltym; perprodukcija
paremti metodai ir (2) kryptingu gerperkelimu bei nauy funkciju karimu
mieliy lastekse paremti metodai.

Tobulinant miely raiSkos sistemas didziaagieikSne turi paiy mieliy
lasteliy pritaikymas efektyvesnei rekombinantirvaltymy sintezei. Gana ilg
laika daugiausiai buvo naudojami specitinimieliy genp inaktyvacijos
metodai, gaunant mutantus, tuius vienoky ar kitokiy privalumy pries
iprastus mieli kamienus. Gana svarbus mighaiSkos sistem patobulinimas
buvo jvairiy proteazi mutant gavimas. Mielse sintetinami heterologiniai
baltymai daznai yra jauts proteagms. Tokiy baltymy sekrecijai naudojami
kamienai, neturintysjvairiy proteazy, pavyzdziui proteas A (Pep4p),
aspartilproteazi, serinproteazi ar cysteinproteazi (apzvalgai Idiris ir Kkt.,
2006; Cho ir kt., 2010; Ganatra ir kt., 2011).

Padidinti heterologini baltym; iSeiga yra bandoma ir kuriant
sekrecinius mieli mutantus. Juose gemaiSka gali [ti paveiktajvairiuose
baltymo sintegs ir sekrecijos lygiuoseS. cerevisiaePMR1 genas buvo
pirmasis nustatytas genas, kurio inaktyvacija nidepadidintos sekrecijos
mieliy fenotip (Smith ir kt., 1985; Rudolph ir kt., 1989). Pmrbaltymas
formuoja C&" ir Mn** jony kanah GodZio aparate, Mfijonai svarlis baltymy
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glikozilinimui, o C&* jonai reguliuoja baltymp nukreipimy { vakuok. Todl
Pmrlp gali kontroliuoti sekrecijos proge&eliose stadijose. Nustatyta, kad
Pmrlp reguliuoja baltym sekrecig ir brendimy ir Hansenula polymorpha
Yarrowia lipolyticabei Kluyveromyces lactimieléese (Kang ir kt., 1998; Sohn
ir kt., 1998; Uccelletti ir kt., 2004). Taip pat noayta, kadVspl0 geno
inaktyvacija mietse S. cerevisiaeturi teigiany poveil sekretuojam
heterologini; baltymy iSeigai (Hong ir kt., 1996; Holkeri ir Makarow, 98).
VSP10 genas koduoja vakusd recepton VsplOp, kuris atsakingas uz
sekretuojam baltymy transpord iS Goldzio aparatoj vakuok. VsplOp
receptoriaus  pasSalinimas neleidzia heterologiniensgkretuojamiems
baltymams neteisingaitb nukreiptiems ir kauptis vakugk. Yra nustatyta
eile kity mieliy geny, kuriy inaktyvacija padidina tikslim baltym; iSeigas
(apzvalgai Idiris ir kt., 2010). Siame konteksték$eingas darbas atliktas ir
Biotechnologijos institute, kur yra sukurta lactis ir S. cerevisiaemieliy
padidintos sekrecijos mutantkolekcija ir svarhi heterologir sekreciy
mielése ribojaiu veiksni iSaiSkinimas (Bartkeviuté ir Sasnauskas, 2003,
2004).

Padidinti rekombinantini baltym; iSeigas ir pagerintiy savybes
bandoma padidinant mielisekrecijos kelio baltym raiSky. Heterologiniai
baltymai gali lti modifikuojami ir subrandinami neteisingai, neatimalus
mielése esatiy modifikacijos baltym ir ferment; kiekis yra per mazas arba
specifing  modifikacijos ferment gali visai nelati Seimininko hstekje.
Pagrindinis dmesys Sioje vietoje skiriamas miglET Saperon ir ju ko-
faktoriy perprodukavimui, siekiant padidinti sekretuojanheterologing
baltymy iSeigas. Literairoje galima aptikti begaleksperiment apibidinartiu
padidintos pavieni mieliy Kar2p, PDI Seimos, kalneksino baltyrbei jvairiy
ju kombinacij; tarpusavyje ir kartu suyjveikimui reikalingais ko-faktoriais
raiSkosijtaka rekombinantini baltymy iSeigai. Trumpai galima pamit, kad
tokia prieiga duoda labai skirtingus rezultatus.rafgyta atvej, kai Kar2p
raiSkos sustiprinimas padidino sekretuojamoci@yprochimozino kiek 20

karty (Harmsen ir kt., 1996), bet taip pat gausu atv&pi mieliy Saperon
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raiSkos padidinimas neturi jokiggkos ar netgi neigiamai veikia heterologinio
baltymo sintez (iSsamiai apzvalgai Schroder, 2007; Idiris ir RD10).

Naup technologiy ir metod; sukirimas bei pritaikymas miée leido
Zzymiai labiau iSpisti ir paspartinti mieli mutaciy, pagerinatiu
rekombinantini baltym; sintez, paieSkas. Sukurté&s. cerevisiaemieliy
kamieny su inaktyvuotais visais 4800 neesminiais mielienais kolekcija
(Winzeler ir kt., 1999; Giaever ir kt., 2002) leidznesunkiai atrinkti genus,
kuriy inaktyvacija turi teigiamogtakos tikslinio baltymo sintezei (Kitagawa ir
kt.,, 2011). Didelio naSumo taip vadinam,omics® (angl. Gemmic,
Proteomics, Metabobmics, Transcrippmics) technologiy jvedimas leido
lengviau ir iSsamiadvertinti lastekje vykstagius pokyius ir mechanizmus
bei lengviau numatytiabteks tobulinimo pritaikant geresnei rekombinaniini
baltymy sintezei strategijas. Pritaikant Sias technolegiflauvo nustatytas
mieliy genasBMS], kurio transkripcijos lygio optimizavimas zymiaagidino
sekretuojam baltymy iSeiggp (Bonander ir kt., 2009)domu, kadBMS1geno
koduojamas baltymas yra atsakingas uz ribasdmogenez, o jo sintezs
padidinimas pakeit ribosominyy dalely (40S ir 60S) santykir garantavo
gausesa tikslinio baltymo sintez Tokie €£kmingi bandymai rodo nauwj
technologij; galimybes ir neribat pritaikyma.

Vis délto, zymiai gaugjant duomen apiejvairiy eukarioty genomus ir
proteomas bei iSaiSkinant vis naujastékje vykstariy molekuliny proces
mechanizmus, prafb aisketi, kad sukurti tobulas zemesni eukarioty raiSkos
sistemas inaktyvuojant genus ar padidinantinadit; baltym; sintez yra
nemanoma. Aukstesajy eukarioty lasteliy sekreciniame kelyje vyksta zymiai
sucktingesni procesai ir atliekamasairesrés funkcijos, nei mielj lastekse.
Organizmams vystantis nuo viegstiy iki sudttingu daugiadstiy eukariot,
pagrindires vidubstelines gyvybires funkcijos labai Zymiai nesikeéit(jas
vykdartiy baltymy bei ju sri¢iy strukiiry skatius dicdtjo palyginti nestipriai),
zymiausi evoliuciniai pasikeitimai vyko dighnt transmembraninisekrecinig
baltymy skatiui, atsirandant naujoms transmembrams ir ekstrajstelinnms

baltymy strukiroms bei § jvairovei daugiajs¢iuose eukariotuose ir ypa
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zmogaus linijoje (Lander ir kt., 2001). T@dyra logiSka, kad norint pagerinti
sucktingu Zmogaus baltym brendimy mielese, reikia ne inaktyvuoti kokius
nors mieliy baltymus ar padidintiyj raiSks, tatiau prieSingai — perkeliimieles
papildomus aukSteapiorganizmy baltymus ary kompleksus, atliekaius
svarbias funkcijas sekreciniame kelyje. Togastaruoju metu vis didesn
pastangos skiriamos kryptingam miglisekrecinio kelio pertvarkymui,
perkeliant; mieles istisus aukStesiu eukarioty biocheminius kelius. Kad tai
imanoma, aiskigrodo zinomiausias Sios srities darbas — baltgtikozilinimo
kelio humanizavimas miede P. pastoris Pirmi baltymy N-glikozilinimo
etapai ET tiek mieke, tiek zmogausastekse vyksta taip pat (Choi ir kt.,
2003). Pagrindiniai glikozilinimo skirtumai atsirda Goldzio aparate, mise
vykstant daugiamanoziniam, o0 zmogaugstdése — sudtingam N-
glikozilinimo tipui (iSsamiau 1.2 skyriuje). Métame darbe po ketwrimieliy
lasteks gem inaktyvacijos, paSalinant méghs kidinga N-glikozilinimo tipa, i
mieles buvo perkelta 14 aukStagni eukariot; lasteliy glikozilinimo kelio
geny, kasjgalino nuosekliain vivo atkartoti Zzmogaussteliu N-glikozilinimo
reakcijas miglse (Hamilton ir Gerngross, 2007). To paskekoje limiasteliy
Goldzio aparate gautas aukStepmieukariot; tipo baltymy glikozilinimas,
atitinkantis glikozilininp  zmogaus dstekse. Gauti mieli kamienai jau
pradedami naudoti biotechnologijoje, ypantikinu gamyboje (Li ir kt., 2006).
Sékmingi mieliy glikoinzinerijos darbai leidzia manyti, kad netobje ateityje
mielés sudarys rimt konkurenciy dabar plaiausiai naudojamoms zindugli
lasteliy kultairomis paremtoms raiSkos sistemoms.

Pastarasis darbas galiitb priskirtas naujai biotechnologijos &iai —
sintetinei biologijai. Tai visai neseniai pkdd pktoti sritis, 0 jos pritaikymas
atrodo yra neribotas. Sintetinbiologija suteikia alternatyv tradiciniams
metodams, kuni esne yra reikaling junginiy iSgavimas iS nataliy Saltiny ar
chemires sintezs bidu. Siame metode norigjunginiy biosintezs kelio genai
yra perkeliamii mikroorganizmus, dazniausiai mieles, ir produkias
sintetinamas ne nalioje aplinkoje. Tokia strategija suteikia daugmasum:

galimylke sintetinti labai didelius kiekius, reikiamjunginiy sintezei naudoti
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paprastus, aplinkoje daznai aptinkamus angliesngadt be to, toks jungini
sintezs kndas yra zymiai pigesnis (Chang ir Keasling, 2008j)elés Sioje
srityje yra intensyviai iSnaudojamos (Nevoigt, 2PD08intetire biologija is
esnes leidzia miedse susintetinti bet k@lorganin jungini. Vis tik Sio mokslo
srities pradzioje didziausiasmesys sutelktag galimylke mielese susintetinti
nafiraliai augaluose aptinkamus izoprenoidus. Izopwaioyra strukiiriSkai ir
funkciSkai labai skirtinga jungini grups, kuria sudaro apie 50 000 dabar
zinomy junginiy. Zymiausias $ios srities darbas — artemismin@ngl.
artemisiniqg ragsties, i kurios nesunku pagaminti artemisiniabai efektyv
vaisty prieS maliarig, sintez mielse S. cerevisiagRo ir kt., 2006). Darbo
metu buvo modifikuotas mielimevalonato metabolitinis kelias, uZztikrinantis
didesn izopentenyldifosfato kigk lastekje bei jvesti trys fermentai:
farnezildifosfato sintetad&z amorfadino sintet&z ir citochromo P450
monooksigenaz Izopentenyldifosfatas yra esminis miglmetabolitas, i
kurio imanoma susintetinti beveik visus norimus izoprengsidPanasiu twu
mielése buvo susintetinta visa &ilzoprenoid; (apzvalgai Chang ir Keasling,
2006; Krivoruchko ir kt., 2011). Be izoprenaithieles mokslininkai ,,iSmok’
gaminti ir kitus junginius — biomediats paskirties junginius (Neumann ir
Neumann-Staubitz, 2010), dyzelino pakaitédrnezi (Westfall ir Gardner,
2011), biokug ir jvairius chemikalus (Jarboe ir kt., 2010)ciasias riebal
ragStis (Lu ir kt., 2010) ir kt. — bei biokuro gamybaaudoti ngorastus
substratus (Galazka ir Cate, 2011). PanaSu, katktisés biologijos ir
metaboling keliy inZinerijos sukuriamas galimybes riboja tik fanj@z

Mielés nuo pat seniausi laiky iki dabar iSlieka labai svarbus
mikroorganizmas. Zmas iSmoko ne tik panaudoti maslias mieliy savybes,
bet ir pritaikyti jasjvairiose srityse. Biotechnologijos prandgn mieliy indel
pervertinti sunku. Atrodo, kad ir Sioje srityje tnig galimykes yra

neiSsemiamos.
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1.2 Eukarioty baltymy sekrecijos kelias

Eukariotuose, kitaip nei prokariotuose, daugelidtyba; | uzlasteling
erdw patenka pirmiausiai pereidami per tam tikrus membmis apribotus
kompartmentus. Visuma proagskuriy pagalba 4stekje sintetinami baltymai
yra transportuojami per membranas, yra vadinameesigs keliu.Literafiroje
Klasikiniu sekrecijos keliu perneSami baltymaiwipirma yra nukreipiami
endoplazmin tinkla (ET). Ten jie yra modifikuojami Sapereorar ferment,
atsaking uz baltymo sulankstym disulfidiniy tilteliy formavimasi ir
oligomerizaciy. 13 ET baltymai yra perkelianiiGoldZio aparat (GA). Cia jie
gali bati toliau modifikuojami ir iSGiSiuojami i lizosomas ar transportines
pasleles. Siomis @slekmis baltymai galiausiai yra nuneSami prie plazmsin
membranos (Sakaguchi, 1997). Sekrecijos keliai,titirdantys klasikini
sekrecijos keli mechanizm, yra priskiriami prie alternatyyjy ir Siame darbe
aptarti nebus (apzvalgai Nickel, 2010).

Klasikiniai sekrecijos keliai gali #i dvieju tipy: ko-transliacinis,
priklausomas nuo SRRarfgl. signal recognitionparticle) ir po-transliacinis,
nuo SRP nepriklausomas (2 ir 3pav.). Sintetinambylm® N gale esanti
signalire seka lemia, kuriuo keliu bus nukreipiamas sintetias baltymas.
Retais atvejais Si seka galitbir baltymo viduryje ar C gale. Signaéirseka
susideda iS tnj region; (1 pav.): N regiono, kuriame yra nuo 15 iki 50
aminofig<iy liekany bendrai turidiy teigiamy kravi, H regiono, susidedéio
IS 6-15 hidrofobisk ar. liekam ir C regiono, kuriame dominuoja prolino ir
glicino ar. ir apsprendziama signasekos nukirpimo vieta. H domenas yra
esminis parametras nuo SRP priklausomo ar nepsé&lao kelio pasirinkimui
(smulkiai apzvelgta Martoglio ir Dobberstein, 1998pignaliniy seky,
lemiartiy baltymo nukreipim SRP priklausomu keliu, Sie regionai yra zymiai
hidrofobiskesni (Rapoport, 2008).
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1 pav. Baltymy signaliniy seky struktiira. n — teigiam kravj turintis regionas,
h — hidrofobinis regionas, ¢ — prolino ir glicine. durtingas regionas (pagal
Martoglio ir Dobbestein, 199).

Ko-transliacinis ir po-transliacinis baltymsekrecijos keliai yra randami
visuose eukariotuose. Pirmuoju atveju SRP dsldlka polipeptidi grandire
yra sintetinama prie membranos prisikabinusiojeogdmoje tiesiaii ET,
antruoju —i ET yra perneSamas citoplazmoje susintetintas @pligas.
AuksStesniuosiuose eukariotuose dominuoja ko-traaslis kelias, tuo tarpu
Zemesniuosiuose Sietdai jvairuoja (Rapoport ir kt., 1996). Pavyzdziui,
mielése Saccharomyces cerevisja&aip ir prokariotuose, dominuoja po-
transliacinis baltym pernesimo kelias, o migde Yarowia lypoliticadauguma
baltymy yra transportuojama ko-transliacinisidu (Casaregola ir kt., 2000;
Willer ir kt., 2003).

Baltymy perneSimas per ET membgagra esminis daugelio baltym
biosintezs zingsnis. Sie baltymai gali ath skirstomi i dvi grupes:
nemembraniniai, tokie, kurie galiausiai yra iSskini iS hsteks ar
lokalizuojami ET ertnje, ir membraniniai — esantys plazrgg membranoje
ar kitose sekrecinio kelio orgagee. Nemembraniniai baltymai membranas
kerta pilnai ir turi nukerpam i ET nukreipiant signah, kai tuo tarpu
membraniniai baltymai turi vienar kelis transmembraninius regionus, kuri
kiekviename yra mazdaug 20 hidrofolinar. liekam ir kuriais baltymas
isitvirtina membranose. Abigjtipy baltymai per membranas yra perneSami t
p&iu translokacijos apanat translokom, pagalba. ATP ir protangradiento
energip jie verkia | mechanip darky, baltym; perneSim, taip pat saugo
substratus nuo prieslaikinio susiklostymo (Osbarike., 2005).

Pagrindinis translokacijos aparato komponentas, diasn tiek ko-
transliaciniam, tiek po-transliaciniam baltynsekrecijos keliams, yra Sec61
kompleksas. Tai heterotrimerinis membraninibaltym; kompleksas

aptinkamas visuose organizmuose. Sec61 komplskslaro trys skirting
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funkciju baltymai. Didziausias heterotrimerinio Sec61 koskpb subvienetas
— o subvienetas, vadinamas See6ZXinduoliuose ir Sec6lp mise
Saccharomyces cerevisia&is subvienetas membearkerta desimt kaut
palikdamas savo N ir C galus citozolyfesubvienetaginduoliuose vadinamas
Sec6B, o miebse Sbhlp. Ir tr@asis,y subvienetas, zinduoliuose yra zinomas
Sec6%, S. cerevisiae- Ssslp pavadinimu. Visi kartu heterotrimero bahy
sudaro figira, geriausiai apitddinama kaip ,sréio laikrodis®, ir formuoja
kanah, kuriuo gali pereiti baltymai (Rapoport, 2008).ir y subvientai yra
gyvybiskai hutini ir, manoma, sudaro Sec61 komplekso getdo tarpuf
subvienetas dalyvauja tik ko-transliaciniame baltymerneSime. Sec61
baltymy formuojamas kanalas yra labai dinamiska stmztnes turi gveikauti
ir pernesti labaijvairy spekts baltymy § ir iS ET. Nors transmembraninis
kanalas yra sudarytas iS vieno Sec61 kompleksmuanustatyta, jog baltym
perneSime dalyvauja oligomeras, sudarytas i kekiy kompleks.. Manoma,
kad tokia oligomerizacija reikalinga tam, kad &l prisijungti kiti procese
dalyvaujantys komponentai. Eukariotuose tokie kongpdai yra signali
peptidaz, nukerpanti signalin seks nuo translokuojam polipeptids,
oligosacharidia transferag, prikabinanti priey angliavandenili grandines, ir
TRAML1 (angl. translocating chairassociatingmembrane proteiy daug kani
membrag kertantis baltymas, reikalingas ko-transliaciniamsaltymy
perneSime (Osborne ir kt.,, 2005). (Smulkiau Secéinglekso sandara ir
kristaliné strukiira apzvelgta Clemons ir kt., 2004; Becker ir k002).
Po-transliacinio baltymp perneSimo metu jau pilnai susintetintas baltymo
pirmtakas yra nukreipiama<€T ir perneSamas per jo membgd@ pav.). Apie
Si keliag aukStesniuosiuose eukariotuose zinoma nedatigutananoma, jog jo
mechanizmas taty bati panasusi; mieliy S. cerevisiae Mielése vykstant
translokacijai po-transliaciniutblu, Sec61 komplekso formuojamas kanalas
saveikauja su dar vienu membranjnibaltym; kompleksu, tetrameriniu
Sec62/63 kompleksu, ir suformuoja IS sepiykiomponeni sudaryi Sec
(angl. Secretory) kompleks. Be kitiny baltymy Sec62p ir Sec63p, Sec
komplekse taip pat yra natiny komponeni Sec71p ir Sec72p. Zindugli
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lastekse taip pat randami Sec62 ir Sec63iaa rera kity dviejy komponent.
Sec63 kompleksas vidie ET pugje sveikauja su Hsp70 Seimai
priklausaiu Kar2 (BiP) baltymu, kuris hidrolizuodamas ATP deda
pertempti pernedaan baltymy per ET. Zmogaus a$tekse Sio Saperono
homologas yra baltymas GRP78 (BiP). Kar2 jungiasiSec63p baltymo J
domenu (Rapoport, 2007).

1 2 3 4 )
Citozoliniai
éaperonal
Sec62/63

Slgnaime ‘/
seka
L / p p citozolis
P ' ET ertme
e, @
Sec63 J o&.

BIP domenas %

2 pav. Potransliacire baltymy translokacija eukariotuose (1) citozolyje
susintetintas, nesuklostytas polipeptidas susipungji citozoliniais Saperonais2) (
Signalires sekos é&ka jis yra nukreipiamagtranslokacijos kana) sudaryd iS Sec61 bei
Sec62/63 kompleks Citozoliniai Saperonai atpalaiduojami. Sec63 theoas skatina
BiP vykdomy ATP hidrolizz. ADP prisijungs BiP prisikabina prie polipeptidis
grandires, jeinartios | ET ertne. (3) Polipeptiduii ET pajucjus pakankam atstuna,
prie jo prisikabina dar viena BiP molekul4) Sis procesas yra kartojamas tol, kol per
membrag yra perkeliamas visas polipeptidas) ADP virsmas, ATP atpalaiduoja BiP

ir atidaro peptidus suridaia kiSere (pagal Osborne ir kt., 2005)

Potransliacia penaSa vyksta dviem etapais: pirmiausia substyatgsasi
su kanalu, o po to yra perneSamas pe(2j pav.). Pirmajame etape Sec
kompleksas atpasta signalia seky. Siam etapui Kar2 ir ATPéna reikalingi.
PerneSamam baltymui jungiantis su kanalu, sigaadiekajgauna spiralia
struktira, kuri jsistato tarp transmembraninidomen, ju salycio su
membraniniais lipidais riboje. Kai kanalas yra uagair réera sekretuojamo

baltymo, Sec61 komplekso subvienetas Sssl veikja d@ogatig signalire
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seka. Sekretuojamo baltymo signaliseka iSstumia Sssl, prisijungia prie
Sec6lp ir atidaro kanal Tada vyksta antrasis pernaSos etapas — baltymo
perneSimas per translokono kapaKar2 baltymas jungiasi prie ET ertme
perneSamos polipeptido dalies ir neleidzia difuridwadgal i citoplazma.
Kiekviena karta prie naujai pernesto per membgamaltymo segmento
prisijungia nauja Kar2 molekéll Kar2 ir perneSamo baltymmaweika rera
specifiSka, todl gali biti perneSamijvairis baltymai. Nors Sigveika yra
griztamas procesas,¢tau ji pakankamai ilga tam, kad nevykdifuzija, ir
netrukdo toleséms baltymo modifikacijoms. Kaip jau buvo nita, Kar2
jungiasi su Sec63 baltymo J domenu, aktyvuojasgali prisijungti prie
perneSamo baltymo.a8eikai reikalinga ATP energija. Taigi baltymo peina
skatina Kar2 jungimosi bei atsipalaidavimo ciklaysig su ATP hidrolize
(Osborne ir kt., 2005).

Ko-transliacinis  baltym pernasSos kelias aptinkamas visuose
eukariotuose. AuksStesniuosiuose eukariotuosestebse didzioji  dalis
polipeptid;, turésiartiy kirsti ET membrag, yra transliuojami ir
translokuojami tuo pat metu. Ko-transliaciniam waly perneSimui be Sec61
komplekso yra reikalinga SRP dalet SRP receptorius. Signahtpazstanti
dalek (SRP) yra ribonukleoproteinindalek, batina signalines sekas tuéim
baltymy nukreipimuij eukariot; endoplazmintinkla sekrecijai ar integracijai
membrag. Kotransliacinio baltym perneSimo metu SRP atlieka tris
pagrindines funkcijas: pirmiausia, ji prisijjungiaolipeptido, iSeina&io IS
ribosomos, signalin sek, tada sustabdo elongaciir, galiausiai, prisijungia
prie  membranini SRP receptoy, nukreipdamas ribosomos-peptido
kompleks, i translokacijos kanal(Halic ir Beckmann, 2005). ZindugliSRP
dalek yra sudtingas 7SL RNR ir 6 skirting baltym; (SRP9, SRP14, SRP19,
SRP54, SRP68, SRP72) kompleksas. de5. cerevisiaevisiSkai rera SRP9
baltymo, o vietoj SRP9/SRP14 heterodimero yra SRIRdfhodimeras, tadl
manoma, jog SRP9 iSsivystpo geno duplikacijos (Mason ir kt., 2000).
Eukariotuose esantys SRP receptoriai susidedaigqydsubvienei, kurie abu

yra GTPagzs. Uz gveika su SRP atsakingas &RubvienetasS. cerevisiae
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Srp101p), kuris laikosi prisitvirtgs prie tipiSko membraninio baltymo - B8R
subvieneto (miese Srpl102p). (SRP sandara ir kristalstrukira apzvelgta
Wild ir kt., 2010; Ataide ir kt., 2011).

Ko-transliacinis, kaip ir po-transliacinis keliaskirstomasj du etapus:

signalires sekos atpazinigrbei asociacyj su ET membrana (3 pav.).

1
Ribosoma
2
o
g SRP
+
Vi
\Signaline
\ seka
3 ( 4 5 6
SRP ;
receptoriu . .
. citozolis
\ ET ertmé

3 pav. Kotransliaciné sekretuojamo baltymo translokacija (1 ir 2) Signah atpazstanti
dalek (SRP) prisijungia sintetinamo polipeptido signalisek ir ribosom. Sviesiai
mélyna spalva zymi ribosomos djd subvienef, rausva — magi. (3) Susidags
kompleksas yra nukreipiam@&T membraa SRP gveikos su SRP receptoriumilch. @
ir 5) SRP atpalaiduojamas, o ribosoma prisikabina pge61 komplekso, formuoj&o
translokacijos kanal Polipeptidasivedamasj kanah kilpos pavidalu. Signalin seka
istatomaj kanalo sienel (6) Polipeptidas iS ribosomos kanalo juda per trdwsijos
kanah i kita membranos pggpagal Osborne ir kt., 2005).

Vykstant kotransliacinei pernaSai pirmasis prie ne8amo baltymo
signalires sekos jungiasi SRP54 baltymas. SRP éalegigiasi su sintetinamo
baltymo signaline seka, kai polipeptido grarginilgis kina 51 — 64
aminofigstys (Rapoport ir kt., 1996). SRP ir signédirsekos s/eika padidina
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SRP imlum GTP. Susidaro SRP-ribosomos-polipeptido komplekS&3P9 ir
SRP14 auksStesniuosiuose eukariotuose sudaro hetemad (mielse S.
cerevisiae Srp9p homodime)) stabdarit baltymo transliacyj ir padedart
pernesti ribosom su sintetinamu baltymu translokol. SRP jungiasi prie
SRu/SRB komplekso, esaio ET pavirSiuje, o ribosoma — prie translokacijos
vietos ET membranoje. SRP ir ®Rxnveika sukelia GTP hidroliz To
padarinyje SRP disocijuoja nuo ribosomos-polipeptkdbmplekso, g¢ta i
citozoli ir pradeda naujcikla. Disocijavus SRP, transliacija atsinaujina. Tik
dabar, ribosomai prisitvirtinus prie translokonauja seka yra nukreipiama
transmembranin kanah Taip yra iSvengiama neteisingai susivyniojusi
baltymy agregai susidarymo ir kaupimosi citoplazmoje, nes sintahas
baltymas iS karto keliauja per endoplaziniimkla, netuédamas slycio su
citoplazma (Osborne ir kt., 2005). Zinduoliuose tkamsliacinio baltym
perneSima ET metu yra reikalingas ir TRAM1 baltymas, nettisrhomologo
mieléseS. cerevisiaeTRAML perneSa signalinsintetinamo baltymo sekuo
SRP dalels | ET membranos translokenAr TRAM1 dalyvaus pernaSoje,
priklauso nuo perneSamo baltymo signadirsekos (Voigt ir kt., 1996Kar2
(Bip) Saperonas reikalingas pilnai substraanslokacijaii ET ertne tiek Siai
vykstant potransliaciniu, tiek kotransliaciniu keli Jis ne tik neleidzia
polipeptidui juctti transmembraniniu kanalu atgal, bet ir yra atsgés uz
translokono uzdarympasibaigus perneSimui (Agarraberes ir Dice, 2001)
Sekretuojami baltymai endoplazminio tinklo memlorsa arba ertépe
gali bati modifikuojami penkiais principiniais daais: (a) formuojantis
disulfidiniams tilteliams; (b) tinkamai suvyniojan{c) modifikuojant ar/ir
pridedant angliavandenius; (d) proteolitiSkai skalg (e) baltym
monomerams asocijuojantismultimerus. Baltym glikozilinimas vyksta ir
Goldzio aparate (GA). Tik teisingai susivyrddjaltymai yra transportuojanpi
GA, o0 iS ten — galutin tiksla lastekje ar uz jos rih. ET veikia sudtinga
kontroks sistema, atskirianti neteisingai subrandintustybals. Tokie
baltymai per translokenyra perneSami atgal citoplazm ir suskaidomi

proteosomose (Kleizen ir Braakman, 2004).
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Baltymai, patek i endoplazmin tinkla, susiduria su aplinka labai
skirtinga nei citoplazmoje ir skirta skatinti batty susivyniojima. ET yra ne
tik didesre C&* jony koncentracija (1mM, citoplazmoje 100nM), bet ibiku
oksiduojanti aplinka (oksidacijos-redukcijos potehes -230mV, citoplazmoje
-150mV) (apzvalgai Fewell ir kt., 2001). Taip pal Eptinkama ir didel
koncentracija pagalbinibaltymy, reikaling; sekretuojam baltymy teisingam
susilankstymui. Pagrindinis ET Saperonas yra Hs@gAmos baltymas
GRP78/BIP (mielse S. cerevisiae— Kar2p). BiP jungiasi prie visiskali
nesusiklosiusiy polipeptid;, kai tuo tarpu kiti ET Saperonai jungiasi jau prie
dalinai susilank&usiy baltymy. BiP, kaip jau miata, ne tik svarbus vykstant
baltymy perneSimui ET, bet ir atlieka daug kitfunkciju: (a) skatina baltymp
susilankstym ir oligomerizacij (Haas ir Wabl, 1983); (b) reguliuoja
mutavusi; polipeptidy; agregacij (Puig ir Gilbert, 1994); (c) palaiko €ajony
koncentracy (Lievremont ir kt., 1997); (d) yra svarbus nukieift neteisingai
susiklogiusius baltymus nuo ET priklausomu degradacijosuk@ngl. ERAD
— Endoplasmicreticulum associateddegradatior) (Cabral ir kt., 2002); (d)
dalyvauja formuojant akteks atsak i neteisingai susivyniojusi baltymy
sukelt streg (Marciniak ir Ron, 2006). BiP apsaugcestartius polipeptidus
nuo agregacijos jungdamasis prie hidrofopiniegion;. BiP pasizymi
pakankamai mazu afiniSkumu substratui, nors lafiagiasi prie hidrofobinj
ir aromatinip ar., kas rodo, kad jis gali jungtis prie labaitples spektro
baltymy. Kaip jau mirgta, BiP yra ATPazir hidrolizuoja ATP prisijungdamas
ir atsipalaiduodamas nuo egstartiy polipeptid;. ADP prisijungimas didina
BiP afiniSkumy, o ATP skatina prijungt polipeptid; paleidina. ATPaziniam
BiP aktyvumui yra reikalingivairas ko-faktoriai (Hsp40 baltym Seima) ir
nukleotid; pakeitimo faktoriai (Sli1 (Slilp kepimo migde) ir GRP170 (Lhslp
mielése S. cerevisiap (apzvalgai Hebert ir Molinari, 2007). Kitas skas ET
Saperonas yra Hsp90 Seimos baltymas GRP94, kurs gausiausias
glikobaltymas ET. BiP yra konservatyvus baltymagnamas nuo mieli iki
Zinduoliy, tuo tarpu GRP94 baltymas yra aptinkamas tik sinluose (Lee,

2001). Nors aiski GRP94 funkcijaéra aiski, panasu, kad jis jungiasi prie

24



dalinai susilank&usiy baltymy, kai Sie yra paleidziami BiP baltymo, ir skatina
tolesn ju brendimy. GRP94 veikimo mechanizmas taipgéra suprastas.
Panasu, kad GRP94 veikimui yra reikalinga ATP, pats baltymas éra
ATPaz. Taip pat skirtingai nei BiP, GRP94 veikimuéra reikalingi ko-
faktoriai (apzvalgai Hebert ir Molinari, 2007).

Teisingas disulfidinj tilteliy susidarymas yra esminis zingsnis daugelio
sekretuojam baltymy brendime. Disulfiding tilteliy formavimasis vyksta
labai greitai ir uztikrina teising baltymo tretigs strukfiros susidarym bei
neleidzia sekretuojamam baltymui netvarkingai agotig. S-S tilteli
formavimasi katalizuoja ET PDI gngl. Protein Disulfide | somerasg Seimos
oksireduktags. Sie baltymai veikia kaip elektronakceptorius oksidacijos
reakcijose ar kaip elektrardonorai redukcijos reakcijose. Taip pat PDI Seimos
baltymai padeda panaikinti ne natyvias S-S jungtissudaryti tinkamas
(Wilkinson ir Gilbert, 2004). PDI Seimai priskirianaltymai aktyviajame
centre turintys CXXC domen Zinduoliy PDI Seim sudaro 19, o mieli S.
cerevisiaeb baltymai (Norgaard ir kt., 2001; Appenzeller-Hegzr Ellgaard,
2008). Cisteino ar., eséns CXXC motyve, gali bti oksiduotoje ir
redukuotoje bsenoje, priklausomai nuo to, kokioje reakcijojeystauja. PDI
Seimos baltymui katalizuojant disulfidipitilteliy susidarym brestartiame
polipeptide, cisteino ar. CXXC motyveila susijungusios ir tarnauja kaip
elektrony donoras, ko padarinyje S-S jungtis CXXC motyve ngdukuojama.
Vykstant prieSingai reakcijai, disulfidipitilteliy panaikinimui, cisteino ar.
CXXC veikia kaip elektron donorai ir suformuoja S-S jurigtPDI Seimos
baltymy aktyvumas, kuris priklauso nuo cisteino aiklés CXXC motyve, yra
reguliuojamas aplinkos ir pagalbinibaltymy. Pagrindinis ir gyvybiskai
svarbus toks baltymas yra Erol (kepimo &sel Erolp), kuris oksiduoja ir
aktyvuoja PDI Seimos baltymus (Wilkinson ir Giloe004). PDI baltymai
pasizymi labai pléu substrai spektru ir nepasizymi afiniSkumu kokiai nors
sekai (Morjana ir Gilbert, 1991). Be to, parodyad PDI Seimos baltymai turi
Saperonams talinga aktyvuny ir jungiasi prie neteisingai susivyniojusi

baltymy bei apsaugo juos nuo agregacijos (Cai ir kt., 1J9®agrindiniai
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zinduoliy ET PDI Seimos baltymai yra PD&( cerevisiad>dilp) ir Erp57. PDI
yra vienas gausiaugsiET baltymy ir pasizymi ngprastai dideliu stabilumu —
pusamzis 7 dienos. PDI yra labiausiai oksiduota#tyipas ET ir yra
pagrindinis S-S junfju katalizatorius. PDI jungiasi prie daugum@sgeT
patekusy baltymy, tuo tarpu ERp57 tik prie glikozilint polipeptid;. Toki
ERp57 substrato specifiSkumlemia teigiamai jkrautas regionas, Kkuris
saveikauja su neigiamkravi turinciais kalneksino ir kalretikulino P regionais
(iSsamiai apzvalgai Wilkinson ir Gilbert, 2004).

Sekretuojami baltymai, kurieéra glikozilinami, po gveikos su Hsp70,
Hsp90 ir PDI Seim baltymais irigij¢ tinkama konformacia yra nukreipiami
tolesniu sekrecijos kelig Goldzio aparat Tuo tarpu glikozilinami baltymai
patenkg kalretikulino-kalneksino cikl.

Dauguma baltymy, pereinatiy sekrecijos ke, patiria N-glikozilinim.
Glikozidinis rySys yra sudaromas tarp keturiolikarin turincios sacharid
grandires ir asparagino ar. liekanos, eSas Asn-X-Ser/Thr sekoje (X — bet
kokia aminofigstis, iSskyrus proli). Cukiis stipriai paveikia baltymo
susiklostym. Prie asparagino ar. liekanos prijungiamas pdfisadas yra
sudarytas iS dvigj N-acetilgliukozamin ir devyniy manozi, iScstyty trijose
Sakose (A, B ir C) ir trij gliukoziy, prisikabinusy prie A Sakos manézs
liekanos (4 pav.).
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»3x Gliukozés

B(1.4)

} 2x N-acetilgliukozaminai

Ne=AsN=X=Ser/Thr===C

4 pav. Oligosacharido, ET prijungiamo prie asparagino au. liekanos, schemaJuodi
kubai — N-acetilgliukozaminai, zali ir geltoni rlitikai — manozs, raudoni trikampiai —
gliukozes. Salia linijy — glikozidines jungties tipas (pagal Hebert ir Molinari, 2007).

Polisacharid nuo lipido dolicholio perneSa oligosachariltramaies
kompleksas (OST), kuri yra susijungusi su Sec6dstokonu. OST gali teéti
dvi skirtingas katalitini subvienei STT3 izoformas (Pearse ir Hebert, 2010).
Neseniai nustatyta, kad zinduoliuose OST STT3A mr®tas vykdo ko-
transliaciniu ladu | ET perneSam polipeptid; glikozilinima. STT3B izoforma
taip pat reikalinga efektyviam ko-transliaciniu ikeperneSam polipepdid;
glikozilinimui, taciau kitaip nei STT3A, ji dar tarpininkauja ir vykaiapo-
transliaciniu ladu i ET perneSamsubstrai glikozilinima (Ruiz-Canada ir kt.,
2009). Mieks S. cerevisiaduri tik viem STT3 Seimos baltym— Stt3p. Po to,
kai sacharidas OST yra perneSamas ant asparagitiekanos, membranoje
lokalizuota gliukozidaz | pa3alina pirmja gliukoze. Si reakcijajvyksta labai
staigiai ir padeda iSvengti pakartatin polipeptido asociacijos su OST bei
leidzia pradti baltymo lankstym. IS karto po to polisacharidas yra veikiamas
tirpaus fermento gliukozidas |1, kuri pa3alina andja gliukoz. Sie procesai
inicijuoja glikozilinto polipeptido sveika su kalneksinu ir kalretikulinu.
Oligosacharido modifikacijos veikia baltymo bren@dir&T laikm&iu. Tai yra

reikalinga norint iSvengti neriboto neteisingai skyty baltymy buvimo
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endoplazminiame tinkle, prisijungus prie kalneksin&alretikulino (Jakob ir
kt., 1998). Sie Saperonai stabilizuoja klostymocesus, uzkerta keliagregai
susidarymui bei palengvina disulfidintilteliy formavimasi (Pearse ir Hebert,
2010). Kalneksinas (kepimo méske Cnelp) ir kalretikulinas yra homologiniai
lektinai. Abu jie gveikauja su glikozilintais baltymais, pries gliukaazei Il
paSalinant tr&aja gliukoz. Nors abiey lektiny substratai iS dalies sutampa,
taciau jie rera identiSki: kalneksinas jungiasi prie daugumagkoglaltymy, o
kalretikulino pasirinkimas kur kas siauresnis. Taasvejais, kai abudu
Saperonai jungiasi prie to paties glikobaltymo,grba jungiasi prie skirting
oligosacharid, arba daro tai skirtingose baltymo brendimo stesdij(Molinari

ir kt., 2004). Lektinai, nekovalentiSkaiaweikaudami su oksidoreduktaze
ERp57, taip pat padeda formuotis disulfidiniamgelidkhms.. Disulfidiniai
tilteliai apriboja konformacin baltymo lankstum ir padidina strukiros
stabilum.

Klostymo procesas baigiasi kai lektinai atsiskinao glikobaltymo ir
gliukozidaz Il paSalina tréiaja gliukoze. Glikozilinti polipeptidai, kurie ara
igaw natyvios konformacijos, yra atpakami glikobaltynay kokybés kontroés
sensoriaus UGGT1 (UDP-gliukezglikoproteingliukoziltransferas) ir is
naujo prijungia viea gliukoz;. Regliukozilintas substratasélvjungiasi su
lektinais bei ERp57 ir iS naujo pereina kalretikolikalneksino cikd
(D’Alessio ir kt., 2010). Baltymai, taip ir ngaw taisyklingos strukiros, yra
graZzinamij citozol, ir degraduojami proteosamTeisingai susiklogtbaltymai
yra perneSamii kitus kompartmentus. Polipeptido klostymas ir Kuods/

kontroks mechanizmas endoplazminiame tinkle parodyti paiei(5 pav.).
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Sintezaé
Translokacija

EXNSDOIEaS

(sekrecinis kelias)

demanceiiinimas

o S
' Coring

Retrogradiné
translokacija

(degradacija)

5 pav. Polipeptido klostymas ir kokyles kontrolés mechanizmas endoplazminiame
tinkle. Naujai susintetinta polipeptidingrandire patenkai ET ertre per Sec6l
kompleks. Jie yra glikozilinami oligosachariltransfetaz(OST). Gliukozidags | ir I
(Gl, GIl) paSalina dvi galines gliukég liekanas X). Polipeptidas jungiasi su
oksidoreduktaze ERp57 ir Saperonais kalneksinurba/akalretikulinu. Dauguma
glikopolipeptid; kalneksino/kalretikulino cikl paliekajgaw natyva konformacip (2).
Tokie glikobaltymai yra iS dalies demanozilinanaiipt pat paSalinama paskudigliukozs
liekana (3). Galiausiai jie supakuojaintransportines {sleles ir palieka ET (4). Daliai
naujai susintetint glikoprotein; klostymas nesibaigia kalneksino/kalretikulino gikRa).
Tarpini suklostym igaws polipeptidas atsijungia nuo lekiinr yra degliukozilinamas
(38, taciau tolimesm jo transportavim inhibuoja UGGT1. UGGT1 & prijungia
gliukozes liekarn, (4a) tik prie 1 polipeptid;, kurie yra jgaw artima natyviai
konformacip. Sie \l prisijungia prie kalneksino/kalretikulino ir yriostomi i§ nauijo.
Polipeptidai, turintys dideli klostymo defeki yra ignoruojami UGGT1 3b), bet
pritraukia BiP. Jie yra demanozilinami ir paSalind$rET degradacijai4b) (pagal Hebert
ir Molinari, 2007).
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Eukariotirese hstekse baltymus tarp sekrecinio kelio organgiernesa
transportigs pisleks. PerneSami baltymai vadinami kroviniangl. cargo).
Kroviniai yra koncentruojami besiformuojéinje puslekje, tada Si atsiskiria
nuo donoro membranos, nukeliauja reiksaatstuna ir galiausiai susilieja su
akceptorine organele. Nustatyta, kad transportuopaitymai iS ETi GA yra
perneSami COPII gslekse, tuo tarpu COPIlusleks dalyvauja ET baltym
grazinime iS GA. COPIlI apvalkalas yra sudarytas iS 3ABTPazs ir
SEC23/24, SEC13/31 baltymkompleks: (Springer ir Schekman, 1998).
Sekrecijos aparato baltymai yra labai konservisdyvtame tarpe ir COPII
baltymai. Miely ir zinduoliy baltym; homologija yra 50-6% (Pagano ir kt.,
1999). Taip pat buvo nustatyta, kadsfeliy formavimosi mechanizmas yra
konservatyvus mieali ir zinduoly lastekse (Barlowe, 1998). Baltymus,
esartius COPII mislekse, galima suskirstyii tris grupes: perneSami baltymai
(krovinys), krovinio receptoriai ir sekrecijos apBy komponentai.
Transportuojami baltymai galiah tirpts arba membraniniai.

Esant aktyviam transportuojam baltymy sutelkimui sekrecisse
puslekse, reikalingi receptoriai, kurie &ip membranindomen ir ET ertneje
jungtysi su transportuojamu baltymu, o citoplazmine dalisn pisleks
apvalkalo komponentais. Identifikuota géup homologiSky baltymy,
atitinkartiy Siuos kriterijus, tai taip vadinami p24 baltymidieliy lastekse yra
nustatyti astuoni Sios Seimos baltymai: EMP24, ERWZERP1-ERP6 (Muniz
ir kt., 2000). Siuo metu yra sudaryti trys modellairie paaiskina p24 Seimos
baltymy funkcija, nukreipiant sekretuojamus baltymusansportines jsleles.
Pagal vien iS Sy modely p24 baltymai ngeidzia i pisleles baltym, kurie
néra sekretuojami. Kad transportuojamas baltymaskpate pislek, jis turi
ISstumti p24 baltym Kita galimyl® yra ta, kad p24 baltymai stabdasteliu
formavimosi proces Toctl sekretuojami ir ET baltymai susiskirsto pagal |
gimininguma. pasleks baltymams. Galiausiai, biocheminiai tyrimai rotted
mieliy ir zinduoliy lastekse p24 baltymai sudaro sankaupas membranose.
Citoplazmireje membranos pége p24 dalys gali veikti {sleks apvalkalo

baltymy agregacijos iniciatoriumi, o ET ertjie gali alygoti sekretuojam
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baltymy kaupinmysi. Kitu potencialiu receptoriumi galiib manozei specifiSkas
lektinas ERGIC53/58. Sis baltymas taip pat cirkojgutarp ET ir GA, nes
baltymo citoplazmigje dalyje turi dviey ar. motyw, dalyvaujant saveikoje su
COPI apvalkalu, ir yra sugg su glikoprotein transportu iS ET (Pagano ir kt.,
1999).

COPIl pisleks formavimasis vyksta etapais. Pirmiausia SEC12
aktyvuoja SAR1 GTPaz Tada SAR1 ir SEC23 kompleksas sudaro kompleks
ant ET membranos citoplazminio pavirSiaus. Galaugirrisijungia SEC13
kompleksas, #ygodamas membranaoginkima, ir paslek atsiskiria nuo ET
(Barlowe, 1998). Pasiekusios GAigbeks turi netekti savo apvalkalo, kad
gakty susijungti su GA membrana. Sis procesas skating@Ea23 baltymui
aktyvuojant SAR1 GTPazinaktyvumy. Ivykus GTP hidrolizei, psleks
apvalkalas disocijuoja (Wieland ir Harter, 1999).

COPII ir COPI pislekse aptinkami v-SNAREanhg|. vesiclesoluble N-
ethylmaleimide sensitive factoattachment proteinreceptorg baltymai
(Barlowe, 1998). Jie irgi dalyvauja membuasusiliejime.

Goldzio aparatas atlieka dvi sekreciniam keliuirbias uzduotis. Pirma,
jis iSskirsto krovin i jvairias hsteks vietas. Antra, didzioji dalis baltym
pereidami GA yra modifikuojami. Viena svarbiausiu odifikacijuy -
sekretuojam baltymy glikozilinimas (Ungar, 2009). Skiriamas dwiefipu
glikozilinimas: O-glikozilinimas ir N-glikozilinima. O-glikozilinimas vyksta
prijungiant angliavandenius prie serino ar treonaro liekam hidroksiliniy
grupiu. Apie Sio tipo glikozilinimo mechanizibei jo biologire role Zzinoma
mazai. Tuo tarpu N-glikozilinimas yraitinas baltymo funkcionavimui . Kaip
jau miréta, N-glikozilinimas prasideda endoplazminiam tenk{(Wildt ir

Gerngross, 2005). IS ET atkeliavusi glikozilintauktiraMan,GIcNAc, yra

toliau modifikuojama GA es&n glikozidazy ir glikoziltransferaai.

Reakcijos, katalizuojamogvairiy Siy ferment; kombinacij;, sukuria labai
didek oligosacharidinj strukiiry jvairove. Sios strukiros gali titi skirstomos
1 tris kategorijas: (a) turtius daug manas, (b) kompleksinius ir (c)

hibridinius oligosaharidus. Galutinoligosacharido struita priklauso nuo
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daugelio veiksny, tokiy kaip baltymo seka, organizmasteks tipas,ivairiy
ferment; lokacija ir aktyvumas, substratprieinamumas. JeMan,GIcNAc,

grandire néra apkarpoma manozidez |, ar apkarpoma tik dalinai, gaunama
daug mano¥xs turinti strukiira. Tokios strukiros egzistuoja keliuose
specifiniuose zinduali baltymuose ir yra panaSias strukiras paplitusias
Zemesniuosiuose eukariotuose (Ungar, 2009). Maaciuktira gali patirti
tolesre modifikacija, kai N-acetilgliukozaminiltransferaz(GIcNAc-TI ) prie
oligosacharido grand#s prijungia acetilgliukozamin Toks produktas gali
tapti kompleksiniu arba hibridiniu oligosacharidikompleksire forma
gaunama pasalinus dvi maiediekanas ir GICNAc-TII prigjus dar viea N-
acetilgliukozamin (van Vliet ir kt., 2003). Prie gauto junginio darijungus
galaktoz, sialo 6gsti ir/ar fukoz, gaunama galutin kompleksinio
oligosacharido strukta. Treioji forma, hibridinis oligosacharidas, yra
manozinio ir kompleksinio typ misinys. Jis gaunamas GICNAc-TIII péds
trecia N-acetilgliukozamin prie manogs liekanos (Ungar, 2009).

Oligosacharidai ne tik stabilizuoja baltymprie kuriy yra prisijung,
strukiira, padeda atliktiy iSraSiavimg bei kokyles kontrok, bet ir turi keleg
specifiny funkcijy. Net ir nedideis oligosacharid strukiiros klaidos gyuny
bei zmony lastekse gali lemtijvairius sutrikimus bei ligas (Ungar, 2009).
Mielése vyraujantis daugiamanozinis glikozilinimo tipasriasi nuo Zmoése
aptinkamo kompleksinio ar hibridinio glikozilinimdipo, todtl mieliy
panaudojimo gaminant terapinius glikoproteinus zangglimybes yra ribotos
(Wildt ir Gerngross, 2005).

Kaip vyksta baltym transportas GA viduje, iki Siol tiksliai nezinoma.
Yra sukurti keli modeliai, aiSkinantysj $roceg (Mironov ir kt., 2005)
Anterogradinis pslelinis transporto modelis teigia, kad Goldzioteisos yra
statiSki kompartmentai, o kro\iniS vieno kompartmentq Kkita pernesa
anterogradias pisleks. Pagal §model, baltymus komplekso viduje perneSa
COPI pisleks. Cisternigs progresijos/brendimo modelisiki teorija, kad
nesikliai, gabenantys krouims ETi GA, prisijungia prie Goldzio komplekso ir

iSlaisvina turin (krovinj ir membranas) komplekso vid. Tai sukelia jungiu
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tarp gretiny cisterny formavimgsi. Déka Su jungéiy persiskirsto tarpimi
kompartmeni membranos. Dalis tarpuwikompartment membran formuoja
naujas cisternas, o kita dalis prajpde jau esafias cisternas. Krovinio
progresija prasideda kai ima formuotis naujos omte GA cis-poliuje ir
iImamos naudoti subrendusios cisternos trans-polijevinio progresija
baigiasi, kai jis pasiekia trans-Goldzio tiak{angl. trans-Golgi network,
TGN), kur yra iSstumiamag neSiklius ir nugabenamasplazmire membran
(Mironov ir kt., 2005) Kaip jau mireta ankgiau, nei vienas iS pateikt
modely negali liti patvirtintas teisingu. Gali ti, kad tiek mslelinis
transportas, tiek cisterninio brendimo transpovigsta paraleliai. Siloma dar
viena teorija, kad didé$ molekués ir baltymy agregatai yra per dideli, kad
tilpty i pasleles, todl yra transportuojami lgstartioje cisternoje, o fisleks
greituoju kmdu perneSa per GA mazg¢sRkrovini. PanaSu, kad skirtingi
transporto keliai yra taikomi skirtingiems baltymsu(wan Vliet ir kt., 2003).
Tyrimai su mie¢mis atskleid, kad yra keli transporto iS GA keliai ir
maziausiai du tipai sleliy, gabena&iy baltymusi lasteks pavirSi. Vienas
kelias yra tiesioginis, o kitas vyksta per endosanide gana to, baltymai
endosomas galidh iSraSiuojami taip pat keliasitgais (Bowers ir Stevens,
2005). Trans-Golzio tinkle (TGN) baltymai iSskirsio i daugyle lasteks
viety: bazolateralia ir epikaline plazmines membranas, sekrecines granules,
endosomas. Baltymai, ruoSiami sekrecijai, TGN sup@mi | sekrecines
granules. Subrendusios sekrésingranuts kaupiamos citozolyje tol, kol
lastek gauna signaliSlaisvinti Siy turinj. Signalas iSSaukia signalingranuliy
transporj ir susiliejimg su plazmine membrana. Taip krovinys iSskiriamas
lasteks pavirsy (van Vliet ir kt., 2003). 6 paveiksliuke pavaizdusekrecinis

ir endocitinis kelial.
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6 pav. Sekrecinis ir endocitinis kelia. Sekretuojami baltymai ET yra supakuojami
CORPII pasleles. Jos susilieja ir tampa ET-GoldzZio tarpikiumpartmentu ERGICahgl.
ER-Golgi intermediate compartmgnSusiliejus daugybei ERGIC susidaro cis-GoldZio
tinklas (CGN). COPI msleks perneSa baltymus i§ GAET. Trans-GoldzZi tinkle (TGN)
krovinys yra iSaSiuojamas ir psleliy bei neSikly transportuojamas reikiamas vietas.
Citoplazmirgje membranoje baltymai endocituojami ir transpgeuoo | ankstywja
endosoma. Ji perne3a baltymulgsteks pavirSi, 0 &lyvoji endosoma - lizosomy ar
TGN (pagal van Vliet ir kt., 200).

1.3 Tymy viruso hemagliutinino baltymas

Tymu virusas (TV) priskiriamasParamyxoviridae virusy Seimai,
Paramyxovirinae poSeimiui, Morbilivirus gertiai. Paramyxoviridae Seimai
priklausantys virusai sukelia nemazai gerai zinompaplitusiy Zzmogaus ir
gyvinu ligu: tymus, kiauly¢, kvépavimo tak ligas, galvijp mam. Tymai iki

Siol yra viena pagrindini vaiky mirtingumo nuo infekcini ligy priezagiy
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besivystatiose Salyse. Pasaulyje jaunesnei 5 mei vaiky mirtys nuo tym
viruso sudaro 5% vis mir¢iy. Pavojinga ne tik pati liga, pasireisSkianti
kar&iavimu, kosuliu, iSBrimu, bet ir jos komplikacijos: p&imasi chroniSk
forma ir yp& — autoimunigs nervires ligos. T&iau persirgus, imunitetas pries
TV susidaro visam gyvenimui (Moss ir Griffin, 201ienintelis nairalus
tymy viruso Seimininkas yra Zzmogus.

TV, kaip ir kity ParamyxoviridaeSeimai priklausatiy virusy, genetir
informacij koduoja linijie nesegmentuota viengrandeinfekcire 16 kb ilgio
(1) VRNR. Ji tarnauja matrica informaésn RNR bei komplementarios
genominei (+) VRNR grands, kitinos viruso replikacijai, sintezei (7 pav. C).
Genetire medziaga supakuota kairiojo sukimo spirgkns nukleokapsies (N)
baltymo sudarytoje nukleokapsjd, prie kurios prisijung replikacijai
reikalingi viruso baltymai didysis (L) ir fosfobgthas (P) bei nezinomos
funkcijos C ir V baltymai. Nukleokapsiddengia strukiriniai viruso baltymai
— IS viruso uzpildo (M) baltymo sudarytas apvatkal bei dvigubas lipidinis
sluoksnis, susiformuojantis iS Seimininkgteliy plazmires membranos, ir ji
isiterpz suliejimo (F) bei hemagliutinino (H) baltymai (7ayp A) TV gem
eiliskumas genome 35" kryptimi yra toks: N, P/C/V (persiklojantys atwi
skaitymo émeliai), M, F, H, L (7 pav.B) (Griffin, 2007).
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7 pav. Schematig tymy viruso sandara (A), gem transkripcijos eiliSkumas (B) ir
replikacijos schema (C). Virusus gaubia dvisluoksnis lipidinis apvalkalas, kuris
sudarytas iS§ Seimininkoadteks plazmigs membranos ir jojeisiterpusi; viruso
glikoproteiny. Po lipidy dvisluoksniu yra vidinis virusinis apvalkalas, angtas i$ viruso
M baltymo. Viriono viduje yra vidia nukleokapsidia Serdis, kuri talpina apie 16 kb ilgio
viengrand (-) VRNR genora. N baltymas su RNR sudaro Serdies struktprie kurios
prisiriS8a P ir L baltymai_(A Tymu viruso genomié VRNR(-) tarnauja kaip matrica iRNR
bei komplementarios genominei (+) VRNR grardiratinos viruso replikacijai, sintezei.
Prie (-)vRNR jungiasi N, L ir P baltymai ir suforimja nukleokapsi¢l Tolesnis viriono
susidarymo etapas vykstasieks pavirSiuje, kur nukleoproteinas apsigaubia aptalk
Lasteks plazmirje membranoje jau yrgitvirtinusios pavirsini virusiniy glikoproteing

ir uzpildo baltymo sankaupos, kurios patemkariono sudti (C) (pagal Moss ir Griffin,
2006).

Tymy virusasturi du integralinius membranos baltymus: hemagylind
baltyma (H) ir suliejimo baltym (F). H ir F baltymai yra esminiai viruso
patogenezeiMorbilivirus genties H baltymas gali sukelti primagritrocity
agliutinacip, bet jis neturi zymaus neuraminidazar esteras aktyvumo,
tockl, skirtingai nei kit ParamyxoviridaeSeimos virug, Sioje gentyje jis
vadinamas tik hemagliutininu. Tyynirusas gali infekuoti tik nedaugelio tip
primatiy lasteles, nes, kitaip nei kitParamyxoviridaeSeimos virug, sialo
ragsStis rera jo receptorius. Jo prisiriSimui prie infekuojagrigsteks yra lutina
baltymy saveika, nes pereitiabteEs membraa pasinaudodamas glikolipidais

tymy virusas negali. Nustatyta, kad tynmvirusas turi specifiniusasteks
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receptorius — glikobaltymus CD46 ir SLAM (CD150ang@l. signaling
lymphocyticactivation molecule (Lamb ir Kolakofsky, 2007)Idomu, kad
laukiniai tymy viruso kamienai daugiausiai naudoja SLAM receptori
patekimui i lastek, tuo tarpu tym viruso vakcinoms naudojami kamienai
(Edmonston ar Halle)élhemagliutinino baltymevykusiy keliy aminorugsiu
pakaity dazniausiai naudoja CD46 recepioriapzvalgai Dhiman ir kt., 2004).
Po prisijungimo priedsteks tymy virusas sulieja savo apvalkadu Seimininko
plazmine membrana, o pagrindinis Siame procesevdajgntis baltymas yra
suliejimo glikobaltymas F.

Tymu viruso hemagliutininas (TVH) yra 617 ar. ilgio dl-tipo
integralinis membranos baltymas. Baltymo N galengdadrofobire sritis (1-
148 ar.) veikia kaip signalinis ir kartu membrangfeirtinantis domenas,
nukreipiantis sintetinamribosomoje baltymo grandin endoplazminio tinklo
membrag bei stabiliai iSlaikydamasasap su lipidy dvisluoksniu, vykstant
baltymo perneSimui membranos pavirSiumi (Lamb idakofsky, 2007). H
susivynioja ir dimerizuojasi endoplazminiame tinklemunoprecipitacijos
eksperimentai pareéd kad zmogausasteliy ET, TVH baltymas sveikauja su
BiP/GRP78, kalneksino ir kalretikulino Saperond®If, 2001). TVH turi 13
cisteino ar. liekanas, lokalizuotas iS5 membranoSakyoje iSoriréje srityje.
Mutagenegzs tyrimais nustatyta, kad septynios i3 jyra svarbios
oligomerizacijai bei susivyniojimui, tufib sudaro tarp- ir vidu-molekulinius
disulfidinius rySius (Hu ir Norrby, 1994). H baltyrasti penki potencias N-
glikozilinimo taikiniai, iS kurip keturi yra glikozilinami, o penkto
glikozilinimas kina nevienodas iréito PAA geliuose daznai yra stebimos dvi
Sio baltymo juostos. Glikozilinimas yrautinas tiksliai konformacijai,
antigeniSkumui, dimerizacijai ir H perneSimuioldzio aparat (Ogura ir kt.,
1991). Kai monomeragyauna iSbaigt konformacij prasideda jo sveika su
kitu monomeru ir susidaro oligomeras. Uz baltymmelizacip atsakingas
tarp molekuh; susidarantis Cys154-Cys154 disulfidinis tilteligk teisingai
susivyniog ir susijung baltymai yra iSgabenami iS endoplazminio tinklo.

Goldzio aparate iS daugelio mangpzsudarytos angliavandenigrandires
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modifikuojamos | zinduoliams kdingo sudtingo N-glikozilinimo tipo
struktiras. Galiausiai glikoproteinai yra perkeliafmplazmire membran (Hu
ir kt., 1994Db). lasteks ar viriono pavirSiuje H glikobaltymai sudaro &trerus,
susidedatius i$ disulfidiniais tilteliais susiriSusihomodimen (Griffin, 2007).
TVH yra pagrindinis tym viruso antigeninis determinantas. Svarbiausi
tymy virusa neutralizuojantys antilknai susidaro pries TVH baltymAntikany
konkurencinio prisijungimo eksperimentai paipétad antikinai atpaista 10
TVH baltymo epitop, kuriy dalis dalinai persidengia (11 pav. C). Parodyta,
kad didzioji dalis neutralizuoj&n antiking atpazstamy TVH baltymo
epitopy yra konformacinio poidzio (Bouche ir kt., 2002). Nustatyti 2 TVH
baltymo domenai, kurie yra pagrindiniai neutraligmiu antikiny taikiniai.
Prie TVH baltymo 380-400 ar. sudaromos kilpos jasgineutralizuojantys,
hemagliutinacin TVH poveilj slopinantys ir apsaugantys amiflai. Tuo tarpu
prie domeno, kursudaro 2 ir 3p klostiuy virSutinés kilpos jungiasi tik
neutralizuojantys antiknai. Manoma, kad tai su SLAM receptoriumi
saveikaujanti TVH baltymo dalis (Ertl ir kt.,, 2003)[ai buvo patvirtinta
nustaius tretirg TVH baltymo strukiira (11 pav.) (Hashiguchi ir kt., 2007).
Kristaliné pilno TV hemagliutinino strukira réra nustatyta, taau
trimates strukiiros modeliavimas leidzia teigti, kad baltymo N-gakudaro
stieln, palaikant ant jo susivyniojusi globuling B-propelerio struktra (8 pav.).
Ja sudaro 6 antilygiagteos iS 4 viy vienodai sulenkto$ klostks, kurios
formuoja cilindg. B klosts tarpusavyje sujungtos konservatyviai: ketvirta
kiekvienos klosis gija jungiasi su pirma kitos kl@st gija. Kloseés apie

cilindro a§ issicksciusios ratu, kaip meas propeleryje (Langedijk ir kt., 1997).
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8 pav. TVH baltymo struktiry diagrama. VirSutinés
dalys Zymi B-propelef, kuriame SeSi lakStai pazgin
statiakampiais. Stiebu pazZytos sritys, jungiakios
globuk su transmembranine sritimi (TM). Polipeptid
grandiniy kryptis pazymita rodykbmis (pagal Langedijk
ir kt., 1997).

Kristaliné globulines TVH baltymo dalies (,galvos) strukta nustatyta
2007 metais (9 pav.) (Colf ir kt., 2007; Hashiguahkt., 2007). Strukira
patvirtino kompiuteriniu modeliavimu numaiytTVH baltymo globulirs
dalies strukira (8 pav.) Su receptoriumiageikaujartia ,galvos® srif,
formuojartia homodimes, sudaro kubo form primenantis B klostiu
propeleris. Tuo jis skiriasi nuo kitiemBaramyxoviridaeSeimos virusams
budingy H baltymy, kuriy globuline dal formuojantisp klostiy propeleris
sudaro sfer (9 pav. C). Bl prijjungty angliavandeni, homodimes
formuojartios molekués iSsilenkia viena nuo kitos link horizontalios
plokStumos (Colf ir kt., 2007; Hashiguchi ir ktQQ7).
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9 pav. Tymg viruso hemagliutinino baltymo globulinés dalies tretineé struktiros
schema.Tretines TVH baltymo globuds, kura formuoja 6p klostes (B1-B6) sudarytos is
4 viju, strukiros schema i§ Sono (A) ir virSaus (B). Asn215 in2@0 bei pilki rutuliukai
Zzymi polisacharidus, nustatytus krista&jm baltymo strukiroje, prijungtus prie 200 ir 215
padttyse esatiy asparagino ar. liekan Tymy viruso H baltymo (C TV) ir Niukaslio
ligos viruso HN baltymo (C NLV) globulini daliy pavirSiaus diagramadint i$ virSaus
(pagal Colf ir kt., 2007; Hashiguchi ir kt., 2007).

Neseniai buvo nustatytos TVH baltymo gobésindalies strukiros
kartu su CD46 ir SLAM receptoriais (Santiago ir, B009; Hashiguchi ir kt.,
2011). Strukiiros parod, kad uz gveika su CD46 receptoriumi yra atsakinga
TVH baltymo B5 ir B6 klosis (9 pav. B). CD46 glikobaltymo SCR1 sritis
isiterpiaj B5 ir B6 klogiy formuojam hidrofobirg ,kiSere”. Saveika pakeiia
TVH baltymo konformacy ir yra sutvirtinamajvairiomis jungtimis tarp
gretimy CD46 ir TVH aminorug&y liekanm (platiau Santiago ir kt., 2009).
Tuo tarpu TVH gveikos su SLAM receptoriumi metu susidaro aveskos
zonos tarp TVH baltymo B4, B5 ir B6 kléis iSoriniy aminotg&iu liekany ir
SLAM receptoriaus A, G, F ir C vjjformuojamosp klosgs, o TVH baltymo
struktira nepakinta (10 pav.).a¥eikos metu tarp TVH ir SLAM ar. liekan

40



susidaro drusk tilteliai, hidrofobirés jungtys, tarpmolekulin p klos& bei
saveikos tarp aromatini aminoag&iu liekany (iSsamiau Hashiguchi ir kt.,
2011)

Stiebas \S_—J \ -

TWH - TVH

10 pav. Tymy viruso hemagliutinino baltymo dimero globulinés dalies treting
strukt @iros schema gveikoje su SLAM receptoriumi. Homodimero schema (k&je) ir
pavirSiaus diagrama eSirgje) Ziarint i Son« (paga Hashiguchi ir kt., 2071).

Nustaius tretire glikozilintos TVH baltymo globus strukiirg (9 ir 10
pav.) parodyta, kad dideldafj H homodimero pavirSiaus ploto dengia
angliavandeniai (11 pav. A). Didziaasp propelerio pavirSiaus plptuzima
angliavandeniai prisijurggprie 215 paélyje esadios asparagino ar. liekanos
(Asn215) (Hashiguchi ir kt., 2011). Parodyta, kadadetilgliukozaminas
prisijunges prie Asn215 greikauja su Glu235, Met251, Asp283, Gly592 ir
His593 ar. liekanomis ir stabilizuoja B1, B2 ir B®s¢iy konformacip (Colf ir
kt., 2007). Taip pat, prie TVH prisijungangliavandeniai yra svaxb TVH ir
SLAM receptony saveikai (Hashiguchi ir kt., 2007).
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Anitkany atpaZistami
apitopai

Antikiany atpagistami
apitopai

11 pav. Tymy viruso hemagliutinino baltymo dimero globulinés dalies treting
struktiros schemaHomodimero pavirSiaus diagramaittint i$ virSaus.Juodi rutuliukai
Zzymi angliavandeni grandines. A — SLAM receptoriaus prisijungimo sieB — CD46
receptoriaus prisijungimo schema, C — neutralizioja antikiny atpaistami epitopai
(pagal Hashiguchi ir kt., 2011).

Beveik visas liks angliavandeni neuzdengtas TVH plotas yra
reikalingas sveikai su SLAM receptoriumi (11 pav. A). Tamec¢fzane TVH
baltymo plote taip pat yra ir CD46 receptoriaussijungimo vieta bei
neutralizuojagiy antikiny atpazstami epitopai (11 pav. B ir C). Panasu, kad
receptony ir antikiny atpazstamos TVH baltymo dalys yra sutelktos labai
nedideliame angliavandenineuzdengtame plote ir dalinai persidengia. Tai
gakty paaiskinti, kodl pavienis antiknas gali blokuoti viruso patekini
lastek naudojant skirtingus receptorius. (Hashiguchi ti;, R011). Taip pat
konservatyvi TVH ir SLAM bei CD46 receptarsaveika bei persidengig&ios
nemaskuotos receptariir neutralizuojatiy antikiny atpaistamos vietos
paaiskina, koél tymy virusas nesugeba iSvengti imuninio atsako, susisiar
infekcijos ar vakcinacijos metu, bei vis dar yrdimamas tik vieno serotipo
(Griffin, 2007; Ruigrok ir Gerlier, 2007). Nusta#yTVH baltymo struktra su
aiskiai apibéztomis esmiamis baltymo dalimis, reikalingomis tymviruso

infekcijai, leidzia kurti naujos kartos vakcinagpnieSvirusinius vaistus.
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2. Tyrimy metodika
2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

Visi Siame darbe naudoti reagentai yra &igdssios prieinamos
kokybés. RuoSiant tirpalus reagentai tirpinti vandenyg, darbe pateiktose

metodikose nenurodyta kitaip.

2.1.2. Fermentai

VerSelio zarn Sarmiré fosfataz, DNR polimerags, T4 DNR ligaz,
RNRazA, DNRazl ir visos darbe naudotos restrikcijos endonukisaauvo
pagamintos UAB Fermentas (Lietuva) ir naudotos pagamintojo

rekomendavimus (Fermentas, 2010-2011).

2.1.3 Oligonukleotidai PGR ampilifikacijos reakcijorms

1. Zmogaus SRP72 geno padauginimui

SRP72 Fv 5'-ATATCTAGAATGGCGAGCGGCGGCAGCGG-3'
SRP72 Rv 5'-AGATCTAGATCACCAGCCACCTTTTCCACC-3'

2. Zmogaus SRP68 geno padauginimui

SRP68 Fv 5'-ACATCTAGAATGGCTGCTGAGAAGCAGGTC-3¢
SRP68 Rv 5'-AGATCTAGATTAGCTCCTGAATCCAAAGATG-3

3. Zmogaus SRP54 geno padauginimui

SRP54 Fv 5'-AGATCTAGAACAATGGTTCTAGCAGACCTTGGAA-3
SRP54 Rv 5'-CAGTCTAGATTACATATTATTGAATCCCATCATG-3

4. Zmogaus SRP19 geno padauginimui

SRP19 Fv 5'-ACAACTAGTATGGCTTGCACTGCCGCGCGG-3'
SRP19 Rv 5'-AGAACTAGTTTACTTCTTTTTCTTTCCTTTCC-3'

5. Zmogaus SRP14 geno padauginimui

SRP14 Fv 5'-AGATCTAGAATGGTGTTGTTGGAGAGCGAGC-3
SRP14 Rv 5'-AGATCTAGATTACTGTGCTGCTGTTGCTGC-3'

6. Zmogaus SRP9 geno padauginimui
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SRP9 Fv 5-CTATCTAGAACAATGCCGCAGTACCAGACCTG-3
SRP9 Rv 5'-CAGTCTAGATCACTCAGTTTCCATGGTAACATTG-3

7. Zmogaus SRPR geno padauginimui

SRPR Fv 5-AGATCTAGAATGCTCGACTTCTTCACC-3
SRPR Rv 5-ACATCTAGATTAAGCCTTCATGAGGGCAGC-3'

8. Zmogaus SRPRB geno padauginimui

SRPRB Fv 5'-AGATCTAGAATGGCTTCCGCGGACTCGCGC-3
SRPRB Rv 5'-AGATCTAGATCAGGCAATTTTAGCCAGCC-3

9. Zmogaus SEC61A1 geno padauginimui

SEC61A1Fv 5*-ATGTCTAGAACAATGGCAATCAAATTTCTGGAAG
TCATCAAGCCC-3
SEC61A1Rv 5*-CAGTCTAGATCAGAAGAGCAGGGCCCCCATGC -3

10. Zmogaus SEC61B geno padauginimui

SEC61B Fv 5'-AGATCTAGAATGCCTGGTCCGACCCCCAG-3'
SEC61B Rv 5'-AGATCTAGATTAAGAACGAGTGTACTTGC-3

11. Zmogaus SEC61G geno padauginimui

SEC61G Fv 5'-AGATCTAGAATGGATCAGGTAATGCAGTTTG-3
SEC61G Rv 5-AGATCTAGATTAACCACCAACAATGATG-3

12. Zmogaus TRAM1 geno padauginimui

TRAM1 Fv 5-GTATCTAGAACAATGGCGATTCGCAAGAAAAG-3'
TRAM1 Rv 5-CAGTCTAGATTATGAAGATTTCTCTTTTTTATTC -3

13. Zmogaus HSPAS5 geno padauginimui

HSPAS Fv 5- GTATCTAGAACAATGAAGCTCTCCCTGGTGG-3
HSPA5 Rv 5'-CAGTCTAGACTACAACTCATCTTTTTCTGCTGTA -3

14. Zmogaus CANX geno padauginimui

CANX Fv 5’-GTATCTAGAACAATGGAAGGGAAGTGGTTGCTGT
GTATG -3

CANX Rv 5’-CAGTCTAGATCACTCTCTTCGTGGCTTTCTGTTTCT
TGG-3

15. Zmogaus CALR geno padauginimui

CALR Fv 5- GTATCTAGAACAATGCTGCTATCCGTGCCGTTG-3'
CALR Rv 5-CAGTCTAGACTACAGCTCGTCCTTGGCCTG-3'

16. Zmogaus P4HB geno padauginimui
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P4HB Fv 5- GTATCTAGAACAATGCTGCGCCGCGCTCTG-3'
P4HB Rv 5-CAGTCTAGATTACAGTTCATCTTTCACAGCTTTCTG-3

17. Zmogaus PDIA3 geno padauginimui

PDIA3 Fv 5'-GTATCTAGAACAATGCGCCTCCGCCGCCTAG-3'
PDIA3 Rv 5-CAGTCTAGATTAGAGATCCTCCTGTGCCTTCTTC-3

18. Zmogaus HSPA5 geno suliejimui su mieB. cerevisiae CNEL OST1
transmembranindomen koduojagiomis sekomis (TM) ir serino bei
glicino ar. stiebu (ST)

HSPA5rv_CNE_TM 5'-
ACATCTAGACTATGTAAATACTACACAACAAAGAACCGACGTCG
TCAAGAGCACGACGGCCGCAGTAAGCACAAACAACTCATCTTTT
TCTGCTG-3'

HSPA5_ST CNE_TM 5'-
ACATCTAGACTATGTAAATACTACACAACAAAGAACCGACGTCG
TCAAGAGCACGACGGCCGCAGTAAGCACAAAAGACCCTCCGCC
ACCCGACCCTCCGCCACCTGACCCTCCGCCACCGGACAACTCAT
CTTTTTCTGCTG-3'

HSPA5rv_OST1_TM 5-
ACATCTAGATCAGTTAGTTACGTTCATGTTCAAAGTTTTTAAGAC
AAAAACTCCCATTAGTGCGGTGAAAATATAGCAAGCAATAGACA
GAGGCAACTCATCTTTTTCTGCTG-3'

HSPA5rv_ST _OST1 TM 5'-
ACATCTAGATCAGTTAGTTACGTTCATGTTCAAAGTTTTTAAGAC
AAAAACTCCCATTAGTGCGGTGAAAATATAGCAAGCAATAGACA
GAGGAGACCCTCCGCCACCCGACCCTCCGCCACCTGACCCTCCG
CCACCGGACAACTCATCTTTTTCTGCTG-3'

19. Zmogaus CALR geno suliejimui su migls. cerevisiae CNE4r OST1
transmembranindomen koduojaiomis sekomis (TM) ir serino bei
glicino ar. stiebu (ST)

CALRrv_CNE1 TM 5'-
ACATCTAGACTATGTAAATACTACACAACAAAGAACCGACGTCG
TCAAGAGCACGACGGCCGCAGTAAGCACAAACAGCTCGTCCTTG
GCCTGGCC-3'

CALRrv_ST CNE1_TM 5-
ACATCTAGACTATGTAAATACTACACAACAAAGAACCGACGTCG
TCAAGAGCACGACGGCCGCAGTAAGCACAAAAGACCCTCCGCC
ACCCGACCCTCCGCCACCTGACCCTCCGCCACCGGACAGCTCGT
CCTTGGCCTGGCC-3'
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CALRrv_OST1_TM 5
ACATCTAGATCAGTTAGTTACGTTCATGTTCAAAGTTTTTAAGAC
AAAAACTCCCATTAGTGCGGTGAAAATATAGCAAGCAATAGACA
GAGGCAGCTCGTCCTTGGCCTGGCC-3'
CALRrv_ST _OST1 TM 5*
ACATCTAGATCAGTTAGTTACGTTCATGTTCAAAGTTTTTAAGAC
AAAAACTCCCATTAGTGCGGTGAAAATATAGCAAGCAATAGACA
GAGGAGACCCTCCGCCACCCGACCCTCCGCCACCTGACCCTCCG
CCACCGGACAGCTCGTCCTTGGCCTGGCC-3"

20. Zmogaus PDIA3 geno suliejimui su mieh. cerevisiae CNE4r OST1
transmembranindomen koduojagiomis sekomis (TM) ir serino bei
glicino ar. stiebu (ST)

PDIA3rv._CNE_TM 5
ACATCTAGACTATGTAAATACTACACAACAAAGAACCGACGTCG
TCAAGAGCACGACGGCCGCAGTAAGGAGATCCTCCTGTGCCTTC
TTCTTC-3"

PDIA3rv_ST CNE_TM 5'-
ACATCTAGACTATGTAAATACTACACAACAAAGAACCGACGTCG
TCAAGAGCACGACGGCCGCAGTAAGCACAAAAGACCCTCCGCC
ACCCGACCCTCCGCCACCTGACCCTCCGAGATCCTCCTGTGCCTT
CTTCTTC-3'

PDIA3rv_OST1_TM 5~
ACATCTAGATCAGTTAGTTACGTTCATGTTCAAAGTTTTTAAGAC
AAAAACTCCCATTAGTGCGGTGAAAATATAGCAAGCAATAGACA
GAGGGAGATCCTCCTGTGCCTTCTTCTTC-3"

PDIA3rv_ST _OST1 TM 5
ACATCTAGATCAGTTAGTTACGTTCATGTTCAAAGTTTTTAAGAC
AAAAACTCCCATTAGTGCGGTGAAAATATAGCAAGCAATAGACA
GAGGAGACCCTCCGCCACCCGACCCTCCGCCACCTGACCCTCCG
CCACCGGAGAGATCCTCCTGTGCCTTCTTCTTC-3

21. Zmogaus 7SL RNR detekcijai

7SLRNA Fv 5’-GCCGGGCGCGGTGGCGCGTGCCTGTAGTCC-3'
7SLRNA Rv 5-AGAGACGGGGTCTCGCTATGTTGCCCAGG-3
7SLRNA130 Fv 5’-CAATATGGTGACCTCCCGGGAGCGG-3
7SLRNA230 Rv 5-CAGCACGGGAGTTTTGACCTGCTCCGTTTC-3'

22. Mieliy S. cerevisia€ NE1geno padauginimui

CNE1 Fv 5’-ACATCTAGAACAATGAAATTTTCTGCGTATTTATG-3
CNE1l Rv 5-ACATCTAGACTATGTAAATACTACACAACAAAGA-5

23. Mieliy S. cerevisia®GKlgeno promotoriaus padauginimui
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PGK1lpr Fv 5-TCCACTAGTAGCTTTCTTGATTAGGTTTATCAC-3’
PGKlpr Rv 5’-CTGTCTAGAGTATATTTGTTGTAAAAAGTAGATAA
TTAC-3

24. Mieliy S. cerevisia®GKlgeno terminatoriaus padauginimui

PGK1ter Fv 5’-CGATCTAGATCCCATGTCTCTACTGGTGGTGGT-3'
PGK1ter Rv 5-CCTACTAGTAAGCTTTAACGAACGCAGAATTTT-3’

25. Mieliy S. cerevisiad EF2 geno promotoriaus padauginimui

TEF2pr Fv 5-ACAGAATTCCACCTGGGTGGCCAGATTGTGCGC-3
TEF2pr Rv 5’-ACATCTAGAGTTTAGTTAATTATAGTTCG-3’

26. Mieliy S. cerevisiad EF2geno terminatoriaus padauginimui

TEF2ter Fv 5'-ACATCTAGAGAGTAATAATTATTGC-3
TEF2ter Rv 5’-ACAGGATCCAGAAGTAATCTGGTATAATTTTC-3’

27. Mieliy S. cerevisiaéGS2-RDN5-IGS1 lokuso padauginimui

IGS2 Fv 5'-GTTTAAACGCCGGCGCGGCCGCGATCGCGAAGTAC-3’
IGS1 Rv 5-GTTTAAACGCCGGCGCGGCCGCGATCGCTTTTATT-3

28. Mieliy S. cerevisiae CNEgeno aplinkini seky padauginimui

CNE1Pr Fv 5' —= CAAAGAATTCAAGAGCTGCTAGACAATC - 3
CNE1Pr Rv 5' — AAATCTAGAAGTACTACTTTGTGTGGCCG - 3
CNE1Ter Fv 5' — GTATCTAGATGGACAAGTGTTAGTTTATAAC -3
CNE1Ter Rv 5' — ATTGGATCCTATCGGGGATGCTAGTTGTTC - 3
CNE1Rec Fv 5' — GTAGGATCCTGGACAAGTGTTAGTTTATAAC -3
CNE1Rec Rv 5' — CCATCTAGAGTCTGTCGACTTGGAG - 3

29. Mieliy S. cerevisiae SECGfeno aplinkini seky padauginimui

SECG61pr Fv 5'-ACAGAATTCCGTACGCAAGAGGACGATGCCG-3
SEC61pr Rv 5’-ACATCTAGATTTCAAAGTAAAGCGTGAACC-3
SEC61ter Fv 5’-ACATCTAGAATATAAAATGAAAATAATATCC-3
SECG61ter Rv 5'-ACAGGATCCATGGGTTGTCTATCTTAGACTGG-3’
SEC61rec Fv 5-ACAGGATCCATATAAAATGAAAATAATATCC-3
SEC61rec Rv 5-ACAGTCGACGGTCACCAGTGAAGTTGGAAGC-3’

30. Mieliy S. cerevisiae SBHdeno aplinkini sek; padauginimui

SBH1pr Fv 5-ACAGGTACCTGGCCATTCTATGAAGTCATCG-3
SBH1pr Rv 5’-ACATCTAGATATGGAGTATGGTAGGAGGTAG-3
SBH1ter Fv 5'-ACATCTAGAGAATTTTCTTCAGTAATGATTC-3
SBH1ter Rv 5’-ACAGGATCCTGGCGTATTGCTAAAGGATATG-3’
SBH1rec Fv 5-ACAGGATCCGAATTTTCTTCAGTAATGATTC-3’
SBH1rec Rv 5’-ACACTGCAGAGATCTGAAAATCCCCTTTG-3’

47



31. Mieliy S. cerevisiae SS$Eno aplinkini seky padauginimui

SSS1pr Fv 5-ACAGAATTCCCTAAGGACAATAGCACTGCAG-3
SSS1pr Rv 5-ACATCTAGATTATTTTTCAATGTTATACG-3’
SSSlter Fv 5-ACATCTAGAAAGAGATAAAAGACGAG-3’
SSSiter Rv 5-ACAGGATCCTTTCATATCAGTGGTAGCAACG-3’
SSS1rec Fv 5’-~ACAGGATCCAAGAGATAAAAGACGAG-3’
SSS1rec Rv 5'-ACAGCATGCCCTAGGTATCAATCGCTCCGG-3’

32. Mieliy S. cerevisiae KAR@eno aplinkini seky padauginimui

Kar2Pr Fv 5' —= CAATCGCGAGTCGACGCTATTACTGGACAAG - 3'
Kar2Pr Rv 5' = GAATCTAGAGGTATGTTTGATACGCTTTTTCCC 3
Kar2Ter Fv 5' — TAGTCTAGAATAAAATAGTTAAAAATTTTTGC -3
Kar2Ter Rv 5' = GTGGGATCCTGAGATGAGATGAGATGAGC — 3
Kar2Rec Fv 5' = TAGGGATCCATAAAATAGTTAAAAATTTTTG -3
Kar2Rec Rv 5' —= TGCCTGCAGGTTAACCGACCCATCCATCAC -3

33. Mieliy S. cerevisiae URAGeno aplinkini seky padauginimui

URAS3 5'Fv 5'-ACAGAATTCTACGTAGTTGCATCTGATGACC-3
URAS3 5'Rv 5-ACAGGTACCCATGATATTAAATAGCTTGGCAGC-3’
URA3 3'Fv 5’-ACAGTCGACATTTGAGAAGATGCGGCCAGCA-3
URAS3 3'Rv 5-ACACTGCAGGCATGCAAGGCATCTCATCCGG-3

34. Bakteriofago T7 RNR polimerag geno padauginimui

T7RNApol Fv 5-ACATCTAGAACAATGAACACGATTAACATCG-3
T7RNApol Rv 5-~ACATCTAGAACATTACGCGAACGCGAAGTCC-3

2.1.4 Antikanai

1. TriuSiy polikloniniai antilkinai specifiniai  Zmogaus BiP/GRP78
baltymui (Ab21685, Abcam, JK).

2. Peliy monokloniniai antiknai specifiniai zmogaus kalneksino baltymui
(Ab49748, Abcam, JK).

3. Pelu monokloniniai antiknai specifiniai Zmogaus kalretikulino
baltymui (Ab22683, Abcam, JK).

4. Peliy monokloniniai antiknai specifiniai Zzmogaus PDI baltymui
(Ab2792, Abcam, JK).

5. Peliy monokloniniai antikinai specifiniai zmogaus ERp57 baltymui
(Ab13506, Abcam, JK).
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6. Ozio polikloniniai antikinai specifiniai zmogaus SRP72 baltymui (sc-
21529, SantaCruz Biotechnology, JAV).

7. Pelip monokloniniai antiknai specifiniai zmogau.s SRP68 baltymui
(sc-21526, SantaCruz Biotechnology, JAV).

8. ViSciuky polikloniniai antikinai specifiniai zmogaus SRP54 baltymui
(Ab14072, Abcam, JK).

9. Peliy monokloniniai antikinai specifiniai Zmogaus SRP54 baltymui (sc-
136303, SantaCruz Biotechnology, JAV).

10. Ozio polikloniniai antikinai specifiniai Zmogaus SRP19 baltymui (sc-
21519, SantaCruz Biotechnology, JAV).

11. Ozio polikloniniai antikinai specifiniai Zmogaus SRP14 baltymui (sc-
17013, SantaCruz Biotechnology, JAV).

12. Ozio polikloniniai antikinai specifiniai zmogaus SRP9 baltymui (sc-
17010, SantaCruz Biotechnology, JAV).

13. Ozio polikloniniai antikinai specifiniai zmogaus SRPR baltymui (sc-
324359, SantaCruz Biotechnology, JAV).

14. Ozio polikloniniai antikinai specifiniai zmogaus SRPRB baltymui (sc-
100171, SantaCruz Biotechnology, JAV).

15. Pely monokloniniai antiknai specifiniai Zzmogaus Seagll baltymui
(Ab15575, Abcam, JK).

16. TriuSio polikloniniai antikinai specifiniai Zmogaus Sedbbaltymui
(ab78276, Abcam, JK).

17. TriuSio polikloniniai antikinai specifiniai Zmogaus Sec6baltymui
(ab107385, Abcam, JK).

18. Antikinai, specifiniai pels IgG, konjuguoti su krian peroksidaze
(Bio-Rad, JAV).

19. Antikinai, specifiniai 0zio 1gG, konjuguoti su krigmperoksidaze (sc-
2768, SantaCruz Biotechnology, JAV).

20. Antikiinai, specifiniai triusio 1gG, konjuguoti su krierperoksidaze
(sc-2313, SantaCruz Biotechnology, JAV).
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21. Antikiinai, specifiniai vigiuko 1gG, konjuguoti su krien peroksidaze
(ab112821, Abcam, JK).

2.1.5 Mikroorganizmy kamienai ir plazmideés

E coli DH5 F (¢80dlacZ AM15) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdRi7(y")
SUpE44 relAl deoR(lacZYA-argF) U169

E. coli GM119 F dam-3 dcm-6 lacY1 galK2 galT22 tonA31 tsx-78 supid4
1(thi-1);

S. cerevisiae AH22 MATa leu2 his4

pUCS57 — klonavimo vektorius (UAB Fermentas, Lietuva)

pFGG3 — S. cerevisiaanieliy raiSkos vektorius, turintis galaktoze indukuojamus
mieliy GAL7ir GAL10gen; promotorius (Slibinskas ir kt., 2004).

pFDC — S. cerevisiaamieliy raiSkos vektoriai, turintis pastoviai veikiamhieliy
PGK1 geno promotor ir galaktoze indukuojamGAL7 geno promototi (Ciplys
ir kt., 2011b).

2.1.6 Bakterijy ir mieliy auginimo terpés ir salygos

LB terpé. 1% peptonas, 0,5% miglekstraktas, 1% NacCl.

Agarizuota LB terp. 2% agaras, 1% peptonas, 0.5% miekstraktas, 1%
NaCl.

YEPD terg. 2% gliukoz, 2% peptonas, 1% mielekstraktas.

YEPG terg. 2.5% galaktog 2% peptonas, 1% mielekstraktas
Agarizuota YEPD terf 2% agaras, 2% gliukéz2% peptonas, 1% mieli

ekstraktas.

Agarizuota YEPG terp 2% agaras, 2.5% galakto2% peptonas, 1% mieli

ekstraktas.
Agarizuota MD terp. 2% agaras, 2% gliukéz1.34% YNB, 4x10% biotinas.
Agarizuota MM terp. 2% agaras, 0.5% metanolis, 1.34% YNB, 4%%0

biotinas.
BMG terp, pH 6.0.0.5% glicerolis, 100mM kalio fosfatas, pH6.0, X34
YNB, 4x10°% biotinas.
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BMM terpé, pH 6,0 0.5% metanolis, 100mM kalio fosfatas, pH6.0, %34
YNB, 4x10°% biotinas.

MGY terp. 1% glicerinas, 1.34% YNB, 4x1@6 biotinas.

MM terpé. 0.5% metanolis, 1.34% YNB, 4x%®% biotinas.

BMGY terpe, pH 6.0.2% peptonas, 1% mielekstraktas, 100mM kalio
fosfatas pH6.0, 1.34% YNB, 4x1®% biotinas, 1% glicerinas.

BMMY terpé, pH 6.0.2% peptonas, 1% mielekstraktas, 100mM kalio
fosfatas pH6.0, 1.34% YNB, 4x1®% biotinas, 0,5% metanolis.
Agarizuota MD terp su 5-fluororotinergstimi. 2% agaras, 2% gliukéz
1.34% YNB, 0.8% 5-FOA.

E. coli lasteks buvo auginamos agarizuotoje arba skystoje¢jerp

37°C temperatroje. Baktering transformant atrankai ir auginimui terpes
buvo pridedama 5Qug/ml ampicilino. Miely lasteks buvo auginamos
agarizuotoje arba skystoje téjp 28-30°C temperatoje. S. cerevisiae
transformani atrankai ir biomass auginimuii agarizuog bei skysi YEPD
terpes buvo pridedama po 0.0125% formaldetdqastoristransformant
atrankai naudota agarizuota YEPD terpu 0.25, 0.5 ir 1.0 mg/ml
antibiotiko G418 koncentracija (tetpsucktys ir auginimo slygos pagal
Guthrie ir Fink, 1991; Higgins ir Cregg, 1998; Saodk ir Russell, 2001).
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2.2 Metodai

2.2.1 DNR elektrofore2 agarozs gelyje

DNR elektroforez vykdyta 0.8-1.0% agarég, iStirpintos TAE buferyje
(pH8.3; 0.04M Tris-acetato ir 0.2mM EDTA), geliuosa 0.lig/ml etidzio
bromidu, naudojant horizontalias agar®ploksteles ir esant 10 V/citampai.
Elektroforezs aparato talpa taip pat buvo uzpildoma étwe sudties TAE
buferiu. Pasibaigus elektroforetiniam frakcionavingeliai buvo analizuojami
UV Sviesoje (Sambrook ir Russell, 2001).

2.2.2 DNR fragmeni iSskyrimas iS agarozs gelio

DNR fragmentai frakcionuojami 0.8% agaéez gelyje taip kaip
apraSyta 2.3.1 skyriuje. Reikiamas DNR fragmengggaunamas, o DNR i$
agarozs gelio ekstrahuojama naudojant Amresco (JAV) |EyBure® ar
UAB Fermentas ,GeneJET Gel Extraction Kit* rinkisiur vadovaujantis

gamintoj; rekomendacijomis.

2.2.3 Rekombinantiny plazmidziy konstravimas bei analiz

Rekombinantini plazmidzy konstravimo bei analis eksperimentai
buvo atliekami pagal ptéai naudojamas aprasytas metodikas (Ausubel, 1999;
Sambrook ir Russell, 2001; Fermentas, 2010-2011).

2.2.4 Polimeraziré grandininé reakcija (PGR)

PGR buvo atliekama panaudojant UAB Fermentas PGRtusk
produktus, atsizvelgianitgamintojo rekomendacijas. Polimerazigrandinire
reakcija taikoma amplifikuoti DNR fragmentus, sukmt jy galuose
restrikcijos endonukleagzi taikinius (naudojami atitinkasn seky turintys
pradmenys). Reakcijai naudojami UAB Fermentas Imifartirpalai, dNTP
misinys, termostabili Taq arba Pfu DNR polimeé&sazPGR taip pat buvo
taikoma plazmidias ir chromosomiés DNR analizei. Siuo atvejureakcijos

misSinj ineSama bakterjjis tiriamos kolonijos arba miglichromosomia DNR.
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2.2.5E. coli kompetentiniy Igsteliy paruoSimas

E. coli kolonija inkubuojama per nakt5ml LB tergs 37°C
temperairoje purtykkje. Si kultira skiedZiama 50-100 karta paia terpe ir
auginama apie 2.5val. (kalsteliy kultaros tankis pasiekia 0,6 optinio vieneto
prie 550nm bangos ilgio) tomis amis slygomis. Augining nutraukus visos
tolesres procedros atliekamos ledo vonioje. akteks surenkamos
centrifuguojant 10min. 1000 x géga. Supernatantas nupilamagstéks
suspenduojamos 5ml | tirpalo (100mM NaCl, 5mM Mg@mM Tris-HCI,
pH 7.5-8) ir ¢l nucentrifuguojama tomis pomis slygomis. Supernatantas
nupilamas, 4steks suspenduojamos 2.5ml Il tirpalo (100mM CaGmM
MgCl,, 5mM Tris-HCI, pH 7.5-8) ir Si suspensija laiko#-1 valand. Po to
lasteks nucentrifuguojamos tomis @amis slygomis. Supernatantas
nupilamas, dsteks suspenduojamos 1/15 pradiniairia I tirpalo ir

naudojamos transformacijai (Ausubel, 1999; Sambio&kssell, 2001).

2.2.6E.coli kompetentiniy lasteliy transformacija

Vykdant transformaci vienam ngginiui imama 20Ql kompetentigs
kultiros ir 0.04-L1g DNR. MiSinys 30min. laikomas lede, po to 1.5 min.
perneSamag42°C temperdiros vandens voaj véliau 1-2 min. laikomas lede.
Po to DNR ir 4steliy miSinys uzpilamas 1ml LB tegp ir 1-2 val.
inkubuojamas 37°C tempet@adje. Lasteks nusodinamos centrifuguojant
5min. 1600 x g d§ga ir iSgjamos ant agarizuotos LB tep su ampicilinu.
LeéksSteks inkubuojamos 37°C tempeiiatje per nakt(~12-16 val.) (Ausubel,
1999; Sambrook ir Russell, 2001).

2.2.7 Plazmidires DNR skyrimas iSE. coli Iasteliy

Plazmidirt DNR buvo skiriama Sarmés lizés metodu. Priklausomai
nuo eksperimento tikslo buvo naudojamuwairios Sio metodo modifikacijos
(Ausubel, 1999; Sambrook ir Russell, 2001).
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2.2.7.1 Maz plazmidés kiekiy iSskyrimas restrikcinei analizei

I 5 ml LB tergs su ampicilinu uzgama bakterip kolonija.
Inkubuojama  per nakt 37°C temperatroje  kratytuve. Kulira
nucentrifuguojama 10 min. 1000 x @yf. Lasteks suspenduojamos 200 TE
buferinio tirpalo. Pridedami Zitiai NaOH-NDS tirpalo, Svelniai sumaiSoma.
Pridedama 1,5itio natrio acetato (pH 4.8) tirpalo, sumaiSomadéuis 500ul
chloroformo ir sumaisius, centrifuguojama 10 mif0Q x g gga. Vandens
fazé nusiurbiama i Eppendorf mégintuwelius, plazmi¢ iSsodinama
izopropanoliu (0.7-0.8 supernatantairiv), praplaunama 70% etanoliu,

iSdziovinama. IStirpinama vandenyje ir naudojansrilecinei analizei.

2.2.7.2 Didely plazmidinés DNR kiekiy iSskyrimas

Tiriama kolonija uzgamai 50-1000 ml skystos LB teép, auginama
16-20 val. 37C kratytuve. Po to abtebs surenkamos centrifuguojant ir
suspenduojamos TE buferiniame tirpale (1 g biamad 0 ml TE). Prie gautos
lasteliy suspensijos prigus 2 tirius NaOH-NDS tirpalo miSinys Svelniali
sumaisomas, palaikomas 5 min. kambario tempemjat ir | ji pridedama 1.5
tario NaAc (pH 4.8) tirpalo. Atsargiai suplakama entrifuguojama 15 min.
8000 x g ¢ga. DNR iS supernatanto iSsodinama pridedant izmprolio (0.7-
0.8 supernatantaitio) ir surenkama centrifuguojant 15 min. 8000 xéga.
DNR istirpinama 5 kartus maZesniame vandefig/jeé. RNR hidrolizei
naudojama pankreatinribonukleaz, reakcija vykdoma 15 min. kambario
temperairoje. Deproteinizacija atliekama ekstrahuojant dygitiriu
fenolio/chloroformo (1:1) miSiniu tris kartus, po thloroformu viea kart.
DNR iS vandens fa&s iSsodinama dviem afiais etanolio. Nuaslos

suspenduojamos vandenyje.

2.2.7.3 Plazmidires DNR skyrimas nukleotidines sekos nustatymui

Plazmidirts DNR skyrimui naudojamas UAB Fermentas rinkinys
GeneJET Plasmid Miniprep Kif. 5 ml LB tergs su ampicilinu uzgama
bakterip kolonija. Inkubuojama per ngkt37°C temperatroje kratytuve.
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Kulttra nucentrifuguojama 10 min. 1000 xégg. Toliau DNR skiriama pagal

rinkinyje pateiktas rekomendacijas.

2.2.8S. cerevisiae mieliy kompetentiniy Iasteliy paruoSimas ir

transformacija

I 5ml YEPD terps uzgjamas mielp kamienas, kuris bus naudojamas
transformacijai. Auginama per nakB0°C temperatros kratytuve. Kulira
skiedziama ta @#@a terpe ir inkubuojama 30°C tempenats kratytuve iki
optinio tankio 1-1.5 (bangos ilgis 600 nm)asteks centrifuguojamos 5 min
800 x g ¢ga. Plaunamos 5 ml TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTgH 7.5)
buferio ir wl nucentrifuguojamos tomis p@mis slygomis. Lasteks
suspenduojamos 3 ml 0.1 M LIiCl (iStirpinto TE buyfe) tirpalo ir
inkubuojamos 1 val 30°C tempeilatje. Po to nusodinamos centrifuguojant
5 min 800 x ggga ir suspenduojamos 1Q00.1 M LiCl tirpalo.

Transformacijai naudojama 1% auk&iau aprasytu i#du gaut
kompetentini lasteliy ir 5 ul plazmidires DNR. MiSinys inkubuojamas 30 min
25-30°C temperatoje. Po to pridedama 2artai 50 % PEG-4000 (TE
buferyje), inkubuojama 1val 30°C tempdraje, 20 min laikoma 42°C
temperairoje. Tada misSinys uzpilamas 1 ml YEPD tepr inkubuojama per
naki 30°C temperatros termostate. Po 12-16 val inkubacijgs terpe
pridedama vandeniu praskiesto formaldehido tirp&ic).0125 % galutias jo
koncentracijos. Inkubuojama 2-3 val Tadagtébs nusodinamos 6 sekundes
centrifuguojant staligje mikrofugoje ir iS§jamos ant agarizuotos YEPD tésp
su 0.0125 % formaldehido. Po dwiejlien; iSaug transformani kolonijos
pergjamos ant YEPD tefs su 0.025 % formaldehido. Tolesnei analizei

imami tik gerai Sioje terge augantys transformantai (Guthrie ir Fink, 1991).

2.2.9S. cerevisiae transformanty auginimas ir indukcija

S. cerevisiaetransformantai auginami 18-22 val 30°C tempeme,
purtant kratytuve skystoje YEPD tefe su formaldehidu. 4steks atskiriamos

nuo tergs centrifuguojant 5min 800 xgéga ir suspenduojamos
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indukuojartioje tergje YEPG su tokia pat 0.0125 % formaldehido
koncentracija. Indukcija, palaikant tokias pat ib&uaijos glygas, vykdoma 18-
22 val. Tada dsteks el nucentrifuguojamos taip pat, gautos bioasas
uzSaldomos ir ardomos iSkarto arba koncervuojargesniam laikui —70°C

temperairoje (Samuel ir kt., 2002).

2.2.10P. pastoris transformacijos metodai ir transformanty atranka

I 5 m YEPD terps 50 ml ftirio konusirgje kolbutje uzgjamas
transformacijai naudojamaB. pastorisHis™ mieliy kamienas. Auginama per
naki 30°C temperatros kratytuve. 20ul Sios kultiros uZzgjamai 100 ml
YEPD tergs ir vl per naki inkubuojama 30°C tempeimbs kratytuve iki
optinio tankio 1.3-1.5 (bangos ilgis 600 nm). Tadentrifuguojama 4°C
temperairoje 5 min. 800 x gépga. Lasteks suspenduojamos 25 ml ledinio
vandens ir ¥l centrifuguojamos taip pat. Praplovus 13 ml ledinandens ir
nucentrifugavus akteks suspenduojamos 2 ml ledinio 1M sorbitolio tirpdo
centrifugavimo tomis patf/gomis hsteks suspenduojamos 2@0ledinio 1M
sorbitolio tirpale. Elektroporacijai imama 4Ql iS gautos apie 30Qul
suspensijos.

Paruostosakteks sumaiSomos suB linearizuotos plazmidigs DNR (2-
5 ug) ir perneSamos lede atSaldyt 0.2 cm elektroporacinkiuvet. 5 min.
inkubuojama ledo vonioje. Tada elektroporacijos ragga (“Bio-Rad Gene
Pulser”) kiuveg¢s turinys paveikiamas 10 ms truksp 7500 V/cm stiprumo
elektros iSkrova, nustais 1500Vitamp. I kiuvekt nedelsiant pridedama 1 ml
ledinio 1M sorbitolio tirpalo. Visas kiuvge esantis miSinys iSmgmas ant
agarizuotos MD ters (po 200-600ul | viem lékStek). LékSteks 4 dienas
inkubuojamos 30°C tempefabs termostate.

UZaug His" transformant kolonijos pergjamos ant agarizugt YEPD
terpiy su jvairiomis antibiotiko G418 koncentracijomis. IS @ga
transformani kolonijos nuplautos nuo agarizuotos MD texgeksteliy su 2-3
ml YEPD tergs, naudojant SpaielVisos keliose dkStekse gautos tuo gay

raiSkos vektoriumi transformuotos asteks buvo apjungiamos ir
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suspenduojamos viename steriliameégmtuvelyje. Tada nustatytasasteliy
tankis, spektrofotometru matuojantairius hsteliy suspensij praskiedimus
(bangos ilgis 600 nm). Pagal optinank suskatiuotas hsteliy kiekis
suspensijosityje, laikant kad 1 ml 1 optinio vienetaskeliy kultiros yra
5x10 lasteliy. Tada 4steliy suspensijos praskiestos YEPD terpe iki apie 8x10
lasteliy/ml tankio ir po 10lasteliy pasta ant agarizuat YEPD terpi, su 0.25,
0.5 ir 1 mg/ml antibiotiko G418 koncentracijomis:kiSteks inkubuotos 30°C
temperairoje 2-4 dienas. 1Sagd).5-1 mg/ml G418 koncentracijoms atsparios
kolonijos iSklonuotos ant agarizuotos YEPD t&rgu 0.5-1.0 mg/ml G418 iki
atskin kolonijy.

Atrinkty klony patikrintas metanolio metabolizavimo fenotipas.s'Hi
transformani kolonija naudojant sterjl pagaliula yra pergjama ant MM ir
MD agarizuoty terpu, pirmiausia iSklonuojantasteles ant MM dkSteks.
LeksSteks su tikrinamais klonais inkubuojamos 30°C tempirost termostate
dvi dienas. Klonai, gerai augantys abiejosedsepyra Mut, o gerai augantys
MD, bet prastai arba visiskai neaugantys MM - Rtenotipo (Higgins ir
Cregg, 1998; Romanos ir kt., 1998; Cregg ir ktQ@0

2.2.11P. pastoris transformanty indukcijos salygy optimizavimas

Vidulastelines raiSkos atveju atskiros rekombinaniirklony kolonijos
uzsjamos BMG pH 6.0 teige, o sekretuojamos — MG, BMG pH 6.0, BMGY
pH 6.0 arba BMGY pH 8.0 teépe auginamos 28°C tempdnate, purtant
purtykléje kol kultiry optinis tankis pasiekia 2-6 optinius vienetushste600
nm bangos ilgio Sviesoje (apie 16-18 val@nd ada 4steks centrifuguojamos
5min. 800 x gdga ir suspenduojamos tokiose pat indukudijase tergse su
metanoliu vietoj glicerino - BMM pH 6.0, MM, BMMYpH 6.0 ar 8.0,
praskiedziant taip, kad Mufenotipo transformantkultiros optinis tankis 600
nm $viesoje bty 1. Muf fenotipo transformant kultira indukuojatioje
terpije sukoncentruojama iki 20 optipi vienet;. Indukcija vykdoma
konusirese kolbose, uzdengtose 2 sluoksniais sterilios ésakiultiros triui

sudarant 10-15% nuo bendro indmid. Inkubuojama tokiomis patlygomis,
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kaip auginimo tergse su glicerinu, kas 24 valandas pridedant 100%-io
metanolio iki galutinio jodrio 0.5%. Meginiai imami kas 24 valandas. 1 ml
indukuotos kuliros 3 minutes centrifuguojama st&jm mikrocentrifugoje
maksimaliu greiiu. Tiriant viduhsteline raiSky pasiliekamos tik indukuotos
lasteks, o sekrecigs raiSkos atveju paimami iradteliy, ir supernatanto
meéginiai. Méginiai uzSaldomi -70°C temperabje ir taip yra saugomi iki
baltymy iSskyrimo.

Indukuoty P.pastoris lasteliy méginiai suardomi ir grubiuoseadteliy
lizatuose tiriam baltymy raiSka analizuojama NDS-PAGE metodu (2.3.13).
Lyginant rekombinantimi baltym; raiSkos stiprum po jvairaus indukcijos
laiko, atrenkamos optimaliausios indukcijagygos (Higgins ir Cregg, 1998;
Cregg ir kt., 2000).

2.2.12 Mielip sekretuojamy baltymy analizé kultaros terpéje

Analizuojant kultiros tergs meéginius naudotas baltyn iSsodinimas
chloroformo-etanolio miSiniu. 65@l kultiros tergs maiSyta su su 165l
cloroformo ir 650 ul metanolio, cantrifuguota 6 min. 16000 x ¢ga.
Vandenirt faz paSalinama, ant tarpsluoksnio ir apédifiazs uzpilama 65@l
metanolio, sumaisyta ir centrifuguota 3 min. 1680§ jcga (Wessel ir Flugge,
1984). Nuosdos iSdziovintos ir tirpintos 4Qu 1x NDS-PAGE buferio.
ISsodinti baltymai analizuoti NDS-PAGE ir imunobiajo metodais (2.2.15).

2.2.13 Grubi mieliy Iasteliy lizaty paruoSimas

0.5-1 ml indukuai mieliy lasteliy kultiros Ependorf tipo ggintuwelyje
centrifuguojamas stalife centrifugoje 1.5 min. maksimaliu g&ai.
Supernatantas nupilamas,asteks suspenduojamos 1ml vandens ir
centrifuguojamos taip pat. Supernatantas nupilacegyifuguojama 30 sek. ir
visas virs dsteliy surinktas skystis nusiurbiamassteliy biomag pasveriama.
idedamaj ledo vong ir uzpilama fosfatinio ardymo buferiu (50mM natrio
fosfato, 5mM EDTA, pH 7.4), buferiaitio/lasteliy svorio santykiu 10:1 (10-20

mg biomass - 100-200 ul ardymo buferio), dsteks suspenduojamos.
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Pridedamas lyguditis stiklo rutuliuky. 30 sek. ardoma intensyviai maisant ant
kratyklées, 30 sek. Saldoma ledo vonioje. Atliekami 8 tokiklai. Tadai
mégintuvel; pridedamas 2 x NDS-PAGE pavyzdzbuferio ftris, lygus
naudoto ardymo buferiaitiui. Gerai sumaiSius agintuwlis iS ledo vonios
iSkart perkeliamag 100°C temperata ir inkubuojama 10 min. Taip paruosti
méginiai frakcionuojami NDS-PAGE metodu (2.2.15 i2A6) (Slibinskas ir
kt., 2004).

2.2.14 Baltymy iSskyrimas iS miely Iasteliy ir frakcionavimas

Visi veiksmai atliekami Saldantadteles ledo vonioje. dsteliy biomas
suspenduojama uzpylus dvigubardymo buferio (50mM natrio fosfatas, pH7.4,
5mM EDTA, 1mM PMSF (fenilmetilsulfonyl fluoridas proteazi inhibitorius))
tari, pridedamas litis stikliniy rutuliuky. 30sek. ardoma intensyviai maiSant ant
kratyklées, 30sek Saldoma ledo vonioje. Atliekama 16 yogikly. Tada lizatas
nuskaidrinamas centrifuguojant 5min. 500 x ¢gg 4C temperdtroje,
supernatantas surenkamaSppendorf tipo ragintuveli. Centrifuguojama 45min.
16000xg 4C temperdtroje. Supernatantas nusiurbiamas (jame igtbaltymai,
kurie yra tirmis ardymo buferyje — 2 frakcija), nu@®s suspenduojamos ardymo
buferyje su 1% TritonX-100 (3 frakcija). Centrifugjama 45min. 16000 x gga
4°C temperadtroje. Supernatantas nusiurbiamas (jame &timembraniniai
baltymai — 4 frakcija), nu@slos suspenduojamos 1M NaCl pH 8.0 su 1%
TritonX-100 ir LmM PMSF (5 frakcija). Centrifuguoya 45 min. tomis paomis
salygomis. Supernatantas nusiurbiamas (jame iStigdtymai tirgis esant didelei
joninei jégai — 6 frakcija), o nu@slos spenduojamos ardymo buferyje (7 frakcija)
(Ciplys ir kt., 2011a).

2.2.15 Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje ir jo dazymas

RuoSiant mginius, hstely lizato arba bet kurios gautos skiriant
baltymus frakcijos rginys maisomas su 2 x fokezbuferiu (0.25M Tris-HCI,
pH 6.8, 8% NDS, 0.01% bromfenolioétyinojo, 20% glicerino ir 75mM DTT)
santykiu 1:1. Mginiai 5-10 min. virinami 100°C tempetabje. Elektroforezei
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naudojamas 10% skirstomasis poliakrilamido geli®%1akrilamido/N,N’-
metilenbisakrilamido 30:0.8, 0.375M Tris-HCI, pH88.0.1% NDS, 0.1%
amonio persulfato ir 0.001% TEMED), ir mazos kamtcacijos
koncentruojantis gelis (4% akrilamido/N,N’-metilesékrilamido 30:0.8,
0.125M Tris-HCI, pH 6.8, 0.1% NDS, 0,1% amonio péfito ir 0.001%
TEMED). Elektroforezei naudojamas Tris-glicino/N@&ktroforezs buferis
(0.3% Tris, 1.44% glicinas ir 0.1% NDS). Ji atlieka vertikalios
elektroforezs aparate, palaikant tokius maksimalius ribdjas parametrus:
30mA nuolatirgs srows stipi ir 200V jtamp (Schagger ir von Jagow, 1987).

Po elektroforezs gelis dazomas Kumasiétiu (40% etanolis, 0.15%
Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% actm$tis) 30 min. Svelniai purtant, po
to 2 kartus po lval. tokiom paglggomis plaunamas blukinam tirpalu (5%
acto ngstis).

2.2.16 Baltymy imunoblotingas

Atliekant imunobloting baltymai S pradzi frakcionuojami 10%
koncentracijos PAA gelyje elektroforexz idu (2.2.15). Apytiksliam tiriamp
baltymy dydziui nustatyti kartu frakcionuojami nudagytaltymy; molekulinio
svorio standartai (UAB “Fermentas”). Po elektro@sePAA gelisimerkiamas
1 baltymy perneSimo bufer(10% metanolis, 150 mM glicinas, 25 mM Tris-
HCIl, pH 8.3), ten patidedama ir forma bei dydziu gelatitinkanti
nitroceliuliozints GE Healthcare (JAV) “Hybond-ECL” membranos a®aiz
Laikoma 30 min. Tada atliekamas pussausis isfrakmi baltymy perneSimas
ant nitroceliulioziis membranos. Po perneSimo membranoje su
prisitvirtinusiais baltymais liks “neuzimtas” plotas 1 val. kambario
temperairoje blokuojamas 5% pieno milteliiStirpinty TTBS buferyje (0,5M
NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 0.1% Tween-20), tialrumpai praskalavus
TTBS, membrana 1 val. orbitaliniame hibridizatogiu(*Biometra”) 25°C
temperairoje plaunama su 0,1-0,2ml/1€ntirio reikiamai TTBS buferyje
praskiestu pirminj antikiiny pries tiriana baltymy tirpalu (praskiedimp nurodo

gamintojas). Neprisijung pirminiai antikinai nuo membranos atplaunami 3
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kartus po 15 min. inkubuojant su 1,5 ml/fctario TTBS buferiu tomis pat
salygomis. Tada 1 val. plaunama su TTBS praskiesttrimp antikiiny,
konjuguot; su kriem peroksidaze, tirpalu. Atplaunama taip pat, kaipuio
pirminiy antikinu. PrieS rySkinim membrana dar 2 kartus po 5min.
atplaunama 2 ml/1chrtario TBS buferiu (0,5M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH
7.6), kad Ity pasSalintasi TTBS buferio suéti ieinantis Tween-20. Su
antikinais reaguojatfiy baltymy juostebs ant membranos iSrySkinamos
vykstant kriem peroksidags fermentinei reakcijai, kurios metu susidaro
spalvoti junginiai. Darbe naudotas rySkalas su ldroRl-naftolio substratu (15
mg 4-cloro-1-naftolio, 3ml etanolio, 25 ml TBS, 20 30% HO,, sudty
iSvardinta eis tvarka) arba komercinis TMB tirpalas su 3,3',5,5
tetrametilbenzidino substratu (Sigma, Vokietija)gWér, 2002).

2.2.17 Dvikrypteé (2D) baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Grubiy mieliy lgsteliy lizaty paruoSimas 2D elektroforezei
denatiruojanciomis glygomis. Mieliy biomags paruoSiamos kaip aprasyta
2.2.13 skyriuje. Tolesis manipuliacijos vykdomos kambario temparage.
Ant mieliy biomasi; uzpilama 101riy 2D pavyzday buferio (7 M Slapalas, 2
M tioSlapalas, 2% CHAPS detergentas, 0.5% amfo(jpdd 3-10), 0.002%
Bromfenolio nélynasis dazas, 0.05 M DTT). Suspendavus prideddypas
taris stiklo rutuliuky. Stipriai kratoma ant kratyé$ 30 sekundii tada 10
sekundzy atSaldoma ledo vonioje ir 30 sekundziaikoma kambario
temperairoje. Atliekami 8 tokie ardymo ciklai. Tada lizatasiskaidrinamas
centrifuguojant 15 mintiy 16000 % ggga 16-22°C temperatioje.

Mieliy  baltyminy  frakcijy  paruoSimas 2D elektroforezei
denatiruojanciomis glygomis. Gautos mieli baltym; frakcijos (2.2.14)
tiesiogiai maiSomos su 2D pavyzdhuferiu, o esant didelei jonineigai (6
frakcija) pries tai druskos paSalinamos naudojabt Qlean-Up Kit (GE
Healthcare, JAV) pagal gamintojo rekomendacijas.

Pirmos krypties elektroforez izoelektrinis fokusavimas (IEHEF yra

metodas baltymp atskyrimui pagaly izoelektrin tasky (pl) imobilizuoto pH
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gradiento (IPG) gelio juosigde. Siame darbe naudojama komerditvitrogen
(JAV) firmos IEF sistema. Paimama p@ mieliy lizaty ir skiedziama tuo pau
2D pavyzdzy buferiu iki galutinio 155ul tario. Taip paruosSti rginiai
uzneSamij ,IPGRunner* kases duobutes] kasets kanalus su baltymais
ikisamos ,ZOOM IPG* juostéb ir paliekamos rehidratuotis kambario
temperairoje 16 valand. Po rehidratacijos surenkama ,ZOOM IPG Runner*
sistema ir vykdomas IEF. IEF atliekamas esant msiaiei. Palaikomi tokie
ribiniai parametrai:
A.20min.-200V-1mA-05W
B.10 min.-350V-1mA-05W
C.4val.-500V-1mA-05W
D.2val.-2000V-1mA-1W
Po IEF IPG juostéb uzSaldomos -70°C tempanadje, arba iSkart pereinama
prie IPG juosteli pusiausvyrinimo ir antros krypties NDS-PAGE.

Antros krypties elektroforez—NDS-PAGE.Po IEF IPG juostéb
inkubuojamos 15 min. kambario tempdéraje redukuojatiame
pusiausvyrinimo tirpale (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 2 B®S, 6 M Slapalas, 30
% glicerolis, 0.002% Bromfenolio étynasis dazas, 75 mM DTT) ir dar 15
min. redukuojatiame alkilinamo tirpale (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 2 BiDS,

6 M Slapalas, 30 % glicerolis, 0.002% Bromfenoliélynasis dazas, 125 mM
jodoacetamido). Nupusiausvyrintos juoéselimobilizuojamos PAA gelio
duobugéje ir vykdoma NDS-PAGE. Palaikomi maksimal ribojantys
parametrai - 30mA nuolaiés srows stipris ir 125Vjtampa. Po NDS-PAGE
gelis dazomas Kumasi éliu kaip apraSyta 2.2.15 (Sanchez ir Hochstrasser,
1999).

2.2.18 Dvikryptés baltymy elektroforezes gely analizé ir baltymy

identifikavimas

2D geliai buvo analizuojami naudojant ImageMastBr Platinum 7.0
programa (GE Healthcare, JAV). Aptikti baltym taskai buvo jvertinti
paskatiuojant santykip tari (%V), rodani kokia procentig tirio dal
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kiekvienas baltymas sudaro nuo bendro viso baltyino@. Baltymy raiSkos
pokytis buvo nustatomas lyginant kiekvieno baltymsantykin targ
kontrolinése mieliy Iastekse su mieli lastekmis, sintetinatiomis tymy viruso
hemagliutinino baltyr. Standartinis nuokrypis paskaiotas baltym raisSkos
pokyt ivertinus trijuose nepriklausomuose bandymuose.

Baltymy identifikavimas atliktas firmoje WITA (Vokietija)Pasirinkti
baltymai buvo ekstrahuoti i5 PAA gelio ir per nagkaldyti tripsinu. Peptid
masgs nustatytos ir baltymai identifikuoti MALDI-PMF lba nanoLC-ESI-
MS/MS metodais.

2.2.19 Mieliy Iasteliy stekéjimas mikroskopu

Po indukcijos skysta teégpsu miely lasteEmis buvo skiedziama
vandeniu 2-4 kartus, uzneSama ant objektyvinio ledikk ir pridengiam
dengiamuoju stikleliu. Mginys pro imersip objektywy badavo stebimas
Sviesiniu mikroskopu “OLYMPUS AX70”. Stebimias$teliy vaizdai buvo
iSsaugojami  kompiuterio atmintyje naudojantis “HamaaTSU” vaizdo

analizs sistema.

2.2.20. Visos mielj Iasteles RNR iSskyrimas

Visa mieliy lasteks RNR Siame darbe buvo iSskirtaggtaus fenolio
metodu (Schmitt ir kt., 1990)S. cerevisiaemieles uzaugintos 5 ml YEPD
terpés. Lasteks iSsodintos centrifuguojant 5 min 800 xégq ir suspenduotos
400ul AE buferio (50 mM natrio acetato, pH 5.3, 10 mNDEA), suspensija
perkeliamai Ependorf tipo ragintuweli ir pridedama 4@l 10 % NDS tirpalo.
SumaiSius pridedamas lygugis rugStaus fenolio (prisotinto AE buferiu iki
pH 5.3), sumaiSoma ir inkubuojama 65°C tempeoge 4 min. Tada misinys
staigiai atSaldomas ledo vonioje ir inkubuojamakgasirodo fenolio kristalai
(3-5 min.). Centrifuguojama staéije centrifugoje 12000 x gz¢ga. Vandenia
fazé nusiurbiamg kita mégintuvelj ir ekstrahuojama fenolio-chloroformo (1:1)
miSiniu kambario temperatoje. Vandenia faz perkeliamaj mégintuwelj,
veikta 0.1 % DEPC (dietilpirokarbonato) tirpalu, pridedart/10 @rio 3 M
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natrio acetato (pH 5.3, veikto DEPC) tirpalo béi firio etanolio, sumaiSoma

ir inkubuojama 2 val —70°C tempetiadje. RNR iSsodinama centrifuguojant
10 min 16000 x g ¢ga 4°C temperatoje, nuosdos praplaunamos 80 %

etanoliu ir suspenduojamos @DDEPC veikto vandens. I1Sskirta RNR laikoma
uzSaldyta —70°C tempefaoje.

2.2.21 Mieliy genominés DNR iSskyrimas

Tiriama kolonija uz§amai 5 ml skystos YEPD tegs su formaldehidu.
Inkubuojama per nakt 30°C temperatros purtykéje. Po to dsteks
surenkamos centrifuguojant 5 min. 800 x égyg. Terg nupilama, miel
lasteks praplaunamos 1 ml distiliuoto vandens &l wurenkamos tomis
paiomis slygomis. Nupylus vanden lastebs suspenduojamos 5Q0 lizés
buferio (100 mM TRIS, 5 mM EDTA, 1 9%IDS pH 8.0) ir perkeliamog
Eppendorf tipo ragintuveli. Prickjus 0.5 ml stiklo rutuliuly, lasteks 2 min.
ardomos intensyviai maisant kratykle. Skysta éfgaerkeliamai naup
Eppendorf tipo ragintuwvelj ir pridedama 27 7 M amonio acetato tirpalo
(pH 7.0). 5 min. laikoma 65°C temperadje ir staigiai perkeliama ledo
vonia, kurioje laikoma 5 min. Pridedama 5(Dfenolio chloroformo ir sukama
staliréje centrifugoje 3 min. maksimaliu gtai. Supernatantas perkeliamas
naup Eppendorf tipo regintuweli, pridedami 5ul RNRazs ir 10 min.
inkubuojama 37°C tempefabje. Po inkubacijo$ mégintuwvelj pridedama 1 mi
izopropanolio, Svelniai sumaiSoma ir laikoma kandaemperairoje 5 min.
Po to, négintuwelis sukamas 3 min. stalije centrifugoje maksimaliu gr&u.
Izopropanolis nusiurbiamas, ant naads uzpilamas 1 ml 70 % etanolio ir
laikoma 10 min. kambario tempeifiadje. Megintuwelis vél nusukamas 3 min.
stalirgje centrifugoje maksimaliu gr&u, etanolis nusiurbiamas ir nua®s 15
min. dziovinamos kambario temperaije. Ant iSdziivusiy nuo®dy uzpilama
150 pl dejonizuoto vandens, 10 min. brinkinama ir ate&arguspenduojama
(Harju ir kt., 2004).
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3. Rezultatai

Rezultatai Siame darbe padaliptvi dalis. Pirmoji rezultat (3.1) dalis
yra skirta TVH sintegs tyrimams migise. Antroji rezultat (3.2) dalis skirta
mieliy humanizacijai ir jos pasekmil'VH brendimui tyrimams. Pirmoje dalyje
iISnagrireta tymy viruso hemagliutinino (TVH) sintés galimylés mieliy
Saccharomyces cerevisaePichia pastorisraiSkos sistemose ir parodyta, kad
Sios miets rera tinkamos TVH glikobaltymo raiSkai. Taip pat ratgtos
sutrikusio TVH baltymo brendimo migli lastekje priezastys ir pasekis
(Ciplys ir kt., 2011a). Sie rezultatai ne tik leidZaprasti problemos, Kkuri
nagrirejama Siame darbe, egpbet ir nustato tikslius rekombinantinio TVH
baltymo parametrus, kuriais remiantis galima téslivertinti pokyius,
kuriuos jtakoja mieliy sekrecinio kelio modifikavimas, apraSytas antroje
rezultaty dalyje. Sioje dalyje pateikiami rezultatai miglsekrecinio kelio
humanizavimo, pritaikarkmogaus virus glikobaltymy sintezei ir brendimui,
eksperimentai{iplys ir kt., 2011b).

Visi rezultaty skyriuje minimi plazmidiniai vektoriai buvo sukdngoti
ir padaugintikE. coli lastekse. Vektoriuose esaéim gen; padtis bei kopij
skatius buvo patikrinta PGR metodu bei restrikcine emealVisy klonuoiy
geny nukleotid; sekos buvo nustatytos Biotechnologijos institut&coskaitos
centre irjsitikinta, kad jos atitinka duomenbazse (vww.ncbi.nlm.nih.gov/

genbank) esartias sekas.

3.1 Tymy viruso hemagliutinino sintez mieléseS. cerevisae ir P. pastoris

Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto karioty gemn
inzinerijos skyriuje mieli raiSkos sistemos naudojama@gairiy Virusiniy
baltymy sintezei. Laboratorija viena piky pasaulyje mieleSaccharomyces
cerevisaeir Pichia pastorissckmingai pritailé jvairiy virusy nukleokapsid
(Slibinskas ir kt., 2004; Juozapaitis ir kt., 20@&traitye ir kt., 2009), virusus
primenaiy daleliy (Sasnauskas ir kt., 2002) bei gripo viruso polemes

baltymy sintezei (Wunderlich ir kt., 2011). Visi Sie battgi yra sintetinami
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mieliy citoplazmoje ir pasizymi natyviems baltymamslingomis savybmis.
Tuo tarpu miely lasteks susintetinti aktywj virusiniy pavirSiaus baltym,
ISskyrus kelias iSimtis (Valenzuela ir kt., 1982aMnet ir kt., 1997), kurie
bresdami turi pereiti sekreqin baltymy kelia, nesugeba. Medicinoje,
rekombinanting vakcing karimui, iki Siol pritaikyti tik dviejy virusy pavirSiaus
baltymai, tai mielse S. cerevisiaesusintetintai Zzmogaus hepatito B viruso
(HBV) pavirSiaus baltymas S (Hilleman, 1987) ir Zygaas papilomos virus
(HPV) pavirSiaus baltymas L1 (Koutsky ir kt., 200d)et abu jie éa
glikobaltymai ir nepereina mieli baltymy; sekrecinio kelio. Neefektyvios
daugumos virug pavirSiaus glikobaltym sintezs miekse priezastys éna
iISaisSkintos, todl Siy priezasiy nustatymas yra labai svarbus, nes ieist
patobulinti miely raiSkos sistemas pritaikant jas &gy ir labai svarbi
virusiniy baltymy sintezei. Kaip miéta, Siame darbe twn viruso
hemagliutinino baltymas panaudotas modeliu tinanisy pavirSiaus baltynp

sintezs problemas miése.

3.1.1S. cerevisiae ir P. pastorisraiSkos vektoriy konstravimas ir mieliy

lasteliy transformacija

Darbe pasinaudota artkau klonuotu tyma viruso pavirSiaus baltym
hemagliutinim, koduojagiu genu, klonuotu iS tym viruso vakcinoms
naudojamo Schwarz kamieno viruso. Geno klonaviirzekteriy plazmid; ir
charakterizavimas buvo atliktas Londono HPAandl. ,Health Protection
Agency”) laboratorijoje. Pilsp Sio viruso genomeaeky galima rasti GenBank
duomem bazje. Tymy viruso Schwarz kamieno genomo sekos atpazinimo
numeris yra AF266291. Klonuojant TVH ggrgeno galuosévestosSpelRE
sekos bei tarp paskutinio 3 galo amingsties ir transliacijos terminacijos
kodon; buvo jterpti SeSi papildomi kodonai, koduojantys 6 hisiid ar.,
reikalingas rekombinantini baltymy aptikimui ir ju gryninimui. Ankgiau
buvo parodyta, kad TVH baltymas turintis $eBistidino ar. inkag baltymo C
gale, susintetintas zinduglilasteliy kultarose, nepraranda savybbudingy

natyvios sekos baltymui (Kidokoro ir kt., 2002).
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TVH geno raiskals. cerevisiad¢astekse, genas buvo hidrolizuot&pel
RE ir klonuotasi pFGG3 vekton, prijungiant | prie stipraus, galaktoze
indukuojamo mieli GAL7 geno promotoriaus (Slibinskas ir kt., 2004). Gauta

plazmict pFGG3-TVH pavaizduota 12 pav.

TVH-6his

|
1881 bp
gl T4er /
/ Spel(434)
- )
al10UAS
bla %
/ pyklr
2nicas

fdhl

12 rav. S. cerevisiae TVH geno raiSkos vektoriaus konstravimo schemebla — genas,
koduojantisp laktamaz, nulemiagia E. coli atsparura ampicilinui; gal7-pr— galaktoze
indukuojamas mieli GAL7 geno promotorius; gal7-ter transkripcijos terminatorius;
gal10-UAS/pykl-pr— hibridinis, galaktoze indukuojamas migpromotorius, sudarytas is
GAL10ir PYK1gen; promotori; element; pgkl-ter— transkripcijos terminatorius; fdhd
mieliy Candida maltosagenas, koduojantis formaldehido dehidrogenazulemiaia
mieliy atsparum formaldehidui; _2mk-ars- mieliy 2um plazmigs DNR, uZtikrinanti
vektoriaus replikacy mielese.

Darbe naudotP. pastorisraiSkos vektoriai autonomiskai nesireplikuoja
ir yra skirti tikslinio geno integracijai genoma. Darbe naudoti komerciniai
(Invitrogen) P. pastorispPIC3.5K ir pPIC9K vektoriai. PlazmidpPIC3.5K-

TVH, skirta baltymo sintezei ir kaupimuadteks viduje, buvo sukonstruota
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iterpiant Spel RE hidrolizuog TVH koduojani gery | vektoripy pPIC3.5K
naudojantAvrll RE atpazinimo sek leidziartia prijungti ger prie metanoliu
indukuojamoAOXI promotoriaus.

Vektorius pPIC9K nuo pPIC3.5K skiriasi tuo, kadrde vektoriuje
klonuojamas genas sulielamas su DNR fragmentu, djadtiu baltymy
sekreciy uztikrinartia signalire seky. Konstruojant pPIC9K-TVH plazmég
skirta sekretuojamai baltymo raiSkai, buvo panaudotas ifikadtas TVH
genas (TVKATM) su pasSalinta geno dalimi, koduofg transmembranin
TVH baltymo dal, nes hidrofobia membranid baltymo dalis paprastai
isitvirtintina lipidy dvisluoksnyje ir neleidziaykti baltymo sekrecijai. Sis geno
fragmentas, koduojantis 77 ar. hidrofgbdomen, buvo paSalintas skaldant
gem Xbal RE pagalba, o likusi globuknbaltymo dal koduojanti TVH geno
seka buvo sulieta atstatant skaitynémeli su pPIC9K vektoriuje pridOXI
promotoriausesarntia 269 bp ilgio S. cerevisiaeMF(alpha)l ¢-faktoriaus)
signaline seka, uztikringra tikslinio baltymo sekrecij i augimo terp.

Konstravimo schema pateikta 13 pav..

- TVHATM-Gs i
Dral (8757) Dral (414)
tla . SAKL
Dral (8063) s S
Dl(8046) N\, g/ ATl (1229)
T
s pPICOK
= P6tp
Dral(6713)
IAXK
st
ken
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13 pav.P. pastoris pPIC9K-TVH raiskos vektoriaus, skirto modifikuoto TVH baltymo

sekrecijai, konstravimo schemabla — genas, koduojantjs laktamag, nulemiagia E.coli
atsparuma ampicilinui; kan— genas, koduojantis baltgmlemiant atsparura kanamicinui
bakterijose ir atsparunG418 — eukariotuose; his4P. pastorisHIS4 genas; 5’ A0X1-P.
pastoris AOX1 geno promotorius; T transkripcijos terminacijos seka; 3*‘AOX1 P.

pastorisDNR seka ZemiadhOX1geno 3‘ galo, skirta vektoriaus integracijd® .pastoris
genom,; S—S. cerevisiae-faktoriaus signaliér seka.

Mieliy S. cerevisiaddH22 ir P. pastorisGS115Iasteliy transformacija
naudojant sukonstruotas Sioms ram$ skirtas plazmides, buvo atliekama
vadovaujantis standartiniais protokolais (SambraokRussell, 2001).P.
pastorisvektoriai pPIC3.5K-TVH ir pPICK9K-TVH pries transfimacij buvo
linearizuojami naudojanDral RE, siekiant padidinti plazméd integracijos.
genom efektyvum. Daugiakopijing P. pastoristransformant atranka buvo
atliekama panaudojant kartu su tiksliniu genu, pliaizs sudtyje integruod
kan gera, lemiant mieliy atsparura antibiotikui G418 (gentamicinui). Mieji
atsparumas Siam antibiotikui koreliuoja su gé&aa kopijuy skatiumi, todl Si
atrankos sistema leido apytikrigiertinti ir integruot tikslinio geno kopij
skatiy (Romanos ir kt., 1998).

3.1.2 Tym viruso rekombinantinio hemagliutinino, susintetinto mieléseS.
cerevisiaeir P. pastoris, savybiy analizé

Siekiant istirti TVH baltymo sinteés galimybes miéke, gauti mielj
transfomantai buvo auginami standaxtms slygomis (Samuel ir kt., 2002).
Tyrimas buvo pasirinkti mieli P. pastoris transformantai, turintys vign
integruoto geno kopijir skirtingi transformantai, turintys daugiau T\fk¢éno
kopiju.

Analizuojant NDS-PAGE ir imunoblotingo pagalba lgius miely S.
cerevisiae ir P. pastoridasteliy, transformuai atitinkamai pFGG3-TVH ir
pPIC3.5K-TVH plamiémis, lizatus (14, 15 ir 16 pav.), nustatyta, kadHI'V
baltymo sintegs lygis abiejose mieliriSyse yra Zzemas ir sudaro ne daugiau
3% nuo bendro mieli baltym; kiekio. NSD-PAGE parag kad miely
lastekse TVH baltymas randamas dviejose skirtingose fgame didziausia

baltymo dalis (80-90%) yra apie 65kDa molekésinmass ir atitinka teoriskai
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IS amino figiy sekos apskaiuota TVH molekulire baltymo mas, o likusi
baltymo dalis yra apie 75kDa ir formuoja dvi nezgiratsiskiriadias baltymo
juostas NDS-PAGE gelyje. Yra zinoma, kad zindwuddstekse TVH baltymas
yra glikozilinamas ir glikozilintas baltymas NDS-BA geliuose sudaro dvi
apie 74-78kDa dydzio juostas (Kidokoro ir kt., 2DOPanaudojus ferment
PNGaseF (New England BiolLabs), paSalipantuo baltymo strukiros
polisacharid molekules, paraine, kad mieli lastekse susintetintas
apytiksliai 75kDa molekuliess mags TVH baltymas yra N-glikozilinta
baltymo forma, nes paveikus miglizatus PNGaseF, 75kDa baltymo forma
ISnyko (14 pav. 1 ir 2 takeliai).

Bandymai iSgryninti rekombinaniinTVH baltymy naudojant Ni* -
agarozs chromatografy tiek natyviomis, tiek denatuojartiomis slygomis
buvo neskmingi, o miely lasteliy baltym; frakcionavimas pardd kad
skirtingai nei zinduoli lastekse susintetintas natyvus TVH baltymas
(Kidokoro ir kt., 2002), miglse susintetintas rekombinantinis pilnos sekos
TVH baltymas bei jo glikozilinta forma, yra visiSkaetirpis tirpaluose,
turin¢iuose nejonipndetergent TritonX-100 (14 pav. 3-6 takeliai). Maza to, abi
baltymo formos yra visiSkai netirpios ir 8M Slapdigale (19 pav.). IStirpinti
rekombinantipn TVH baltyma pavyko tik priggjus 100 mM S-S tiltelius
redukuojadios medziagos 2-merkaptoetanolio. Be to, asiel susintetintas
TVH baltymas nereagavo su tymais sirgusizmoni serumais
imunofermentigje analizje bei nerod jokio aktyvumo eritrocii
hemagliutinacijos testuose. Tai rodo, kad TVH baly molekués mieliy
lastebse rera teisingai suvyniojamos. TVH polipeptidai yra igusge
disulfidinémis jungtimis i multimerinius darinius ir nepasizymi jokiomis
natyviam baltymui bdingomis savybmis nepriklausomai nuo baltymo
sintezei panaudot mieliy raSies. TVH baltymas, susintetintas nasd P.
pastoris savo savyémis nesisky& nuo tokios pat ar. sekos TVH baltymo,

sintetinto miet¢seS. cerevisia€l5 pav.).
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14 pav.TVH rekombinantinio baltymo, susintetinto mieléseS. cerevisiae, TVH savybiy

analizé. A. S. cerevisad®H22 lasteliy, transformuat pFGG3-TVH plazmide, lizatNDS-

PAGE. B. imunoblotingas su anti-tetraHis (Qiagem)ka@nais naudojant tuos §ias lizatus,

kaip ir A-dalyje.

M — molekulires masgs standartai (UAB Fermentas SM0671);

1 — gruhis mieliy lasteliy lizatai (1 frakcija);

2 — gruhis miely lasteliy lizatai paveikus PNGaseF;

3 — supernatantas gautas po nui¢dsteliy lizaty centrifigavimo (2 frakcija);

4 — nuogdos gautas po miglilasteliy lizaty centrifigavimo (3 frakcija), mielj baltymai

netirpis ardymo buferyje;

5 — baltymai tiris 1% TritonX-100 tirpale (4 frakcija);

6 — baltymai netirps 1% TritonX-100 tirpale (5 frakcija).

IStisiné rodyklé — TVH polipeptidas, punktyrin— glikozilinta TVH baltymo forma.

Galimyke gauti ir analizuoti skirting TVH geno kopig skatiy

turin¢ius P. pastorispPIC3.5K-TVH transformantus leidwertinti sintetinamo
baltymo kiekio ir savyhj priklausomyl nuo geno kopij skatiaus. Manoma
(Schrodel ir de Marco, 2005; Klepsch ir kt., 201igd membranimi baltymy
perprodukcija mikrobiége lastekje naudojant labai stiprius promotorius ir
daugiakopijines plazmides sukelia sintetimamekombinantink baltymy
agregacy lasteks citoplazmoje. VertinanP. pastorislasteliy, sintetinadiuy
pilnos sekos TVH baltym grubius lizatus (15 pav.), matyti, kad esant 2z@ma
TVH sintezs lygiui, visas sintetinamas baltymas yra perneSamgT ir
glikozilinimas (15 pav. 3 takelis), tuo tarpu, &amht geno kopip skatiui,
rekombinantinis baltymas pradeda kauptis citoplgemaeglikozilinto

polipeptido forma (15 pav. 1 ir 2 takeliai). Tagk esant mazam TVH geno
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kopiju skatiui, visas baltymas yra glikozilinamas ir lokalizas ET ertrije,
nepagerina rekombinantinio TVH baltymo sawybkibaltymas yra agregesis
ir neveiklus, visiskai taip, kaip ir vykstant stigrbaltymo sintezei. Vienintelis
pastebimas skirtumas — nesant citoplazmoje TVH ppplido agregat
sumazja mieliy lasteliy streso atsakas (aprasSyta 3.1.3 skyriuje) (15 pav.

ilgos punktyrirés rodykes).
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15 pav. Rekombinantinio TVH baltymo raiSkos miely P. pastoris lastekse analiz. A.

Mieliu GS115 kamieno abteliy grubip lizaty NDS-PAGE. B. T p&iu lizaty

imunoblotingas naudojant anti-tetraHis (Qiagen)kanius.

M — molekulis masgs standartas (UAB Fermentas SMO0671);-Ckontroliniy mieliy

lasteliy, transformuai pPIC3.5K vektoriumi, gruis lizatai; 1,2,3— daugiakopijini,

jvairioms G418 antibiotiko koncentracijoms atspari pPIC3.5K-TVH plazmide
transformuat mieliy lasteliy grukis lizatai.

IStisine rodykle — TVH polipeptidas, trumpa punktydimodyklé — glikozilinta TVH baltymo
forma, ilgos punktyrias rodykks — mieliy lasteliy baltymai, kuny raiSka padigja kaip
atsakag TVH sintez.

Analizuojant P. pastoris lasteles transformuotas pPICOK-TVH
plazmide, skirta sekrecinei TVH baltymo raiSkaistaiyta, kad naudojar8.
cerevisiaea-faktoriaus signalia seky, nukreipiagia baltymy | ET, vietoje
natyvios TVH baltymo transmembrags sekos -TVHATM), Zymiai
daugiau rekombinantinioo-TVHATM baltymo yra perneSama ET ir
glikozilinama (16 pav.). Vis tik, mieali augimo terpje sekretuojamo
TVHATM baltymo neaptikta, o apytikslis&-TVHATM polipeptido (apie
70kDa) ir glikozilintos formos baltymo (apie 80kDajolekulie mas rodo,
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kad o-faktoriaus signalié seka gra nukerpamalvertinus rekombinatinio
baltymo savybes frakcionuojant migliasteliy lizatus ir imunofermentiss

analizs metodais, nustatyta, kadTVHATM baltymas pasizymi tokiomis pat
savylemis kaip ir natyvios sekos TVH baltymas — yra agetgs ET arba

citoplazmoje ir nggyja tinkamos konformacijos iréra funkcionalus.
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16 pav. Natyvios sekos ir chimerinioa-TVHATM baltym y, susintetinty P. pastoris
lastekse, glikozilinimo anlize. Mieliy GS115 kamienabteliy, transformuai vektoriumi
pPIC3.5K (G, pilna TVH geno sek koduojaria pPIC3.5K plazmide_(TVMir chimerin
a-TVHATM gem koduojartia plazmide pPICOK-TVHA-TVHATM), grubi, lizaty, be ir
po poveikio su PNGaseF (New England BiolLabs), inmmingas su anti-tetraHis
(Qiagen) antikinais. IStisig rodykle — TVH ar o-TVHATM polipeptidai, punktyrig —
glikozilinta TVH aro-TVHATM baltymy forma. M — dydZi; standartas (UAB Fermentas
SM0671)

a-TVHATM geno kopijp skatiaus jtaka baltymo sintezei buvo
identiSka nustatytai natyvios sekos TVH baltymusirtetinamoa-TVHATM
baltymo molekuly kiekiui virSijus gkmingos translokacijosi ET riba,
neglikozilinti polipeptidai pradeda kauptis citoptaoje (17 pav. 1 ir 3 takeliai
palyginti su 2).
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17 pav. Rekombinantinio chimerinioa-TVH ATM baltymo raiSkos mieliy P. pastoris
lastekese analiz. Mieliy GS115 kamienoastely, transformuai vektoriumi pPIC9K-
TVH, grubiy lizaty imunoblotingas su anti-tetraHis (Qiagen) amti&is. M — dydZi
standartas (UAB Fermentas SMO0671);-Ckontrolinip mieliy lasteliy, transformuai
pPICOK vektoriumi, grulis lizatai; VK — mieliy lasteliy, su integruota viena-TVHATM
raiSkos kasete, grab lizatai; 1,2,3— daugiakopijini, ivairioms G418 antibiotiko
koncentracijoms atspagi pPICIK-TVH plazmide transformuptmieliy lasteliy grubus
lizatai. I8tisire rodykle —a-TVHATM polipeptidas, punktyriéi— glikozilintaa-TVHATM
baltymo forma.
Apibendrinus Siame skyriuje iSstytus rezultatus, galima teigti, jog

naudojant klasikines mieliraSis bei standartinius rekombinantinbaltymy
sintez2s protokolus, imunogenisko ir veiklaus TVH baltyngauti yra

negmanoma.

3.1.3 Mieliy Iasteliy, sintetinanc¢iy TVH baltym a, analizé

ISsiaiSkinus, kad miali S. cerevisiadr P. pastorislasteks nesugeba
susintetinti natyvaus baltymo sawyhis pasizymigio TVH baltymo, buvo
bandyta iSstudijuoti nékmés priezastis.

Pirmiausia pasteia, kad TVH baltymo raiSka siina lasteks augim.
S. cerevisiadasteliy, transformuai tu&iu pFGG3 vektoriumi, pasidalinimo
laikas indukcigje auginimo terpje yra 3h, tuo tarpu sintetin&m TVH
baltymg — 7h. Taipogi standartinio migliauginimo ir baltym indukcijos
metu, miely kultarose, sintetinatiose TVH baltym, priaugdavo 1.4 kartus
maziau mielp biomasgs, lyginant su kontroliémis, pFGG3 vektoriumi
transformuotomis, miémis. Pastefta, kad miely lastekse, gaminatiose

TVH baltyma, susikaupia iki 1.5 karto daugiau baltyymegu kontrolidse
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mieliy lastekse. Gauti rezultatai rodo, kad TVH baltymo siktespecifiSkai
sutrikdo normali mieliy lastely homeostaz Palyginimui, mietse S.
cerevisiaear P. pastoris sintetinant tym viruso nukleokapsigs baltym,
mieliy lasteliy augimas nesutrinka netgi esant labai stipriai makoantinio
baltymo raiskai (Slibinskas ir kt., 2004).

Analizuojant grubius mieli Iasteliy, sintetinadiy TVH baltyma, lizatus
pastebta, kad kai kuti mieliy lasteks baltymy raiSka ryskiai padiga lyginant
su kontroliniy mieliy baltymy lizatais (15 pav. ilgos punktyrds rodykEgs).
Toks miely lasteliy atsakag TVH baltymo sintez steletas abiejose mieji
raSyse. Proteomin mieliy lizaty analiz leido identifikuoti mieliy lasteks
baltymus, kun sinte2 pastebimai padiga kartu sintetinant TVH ir nustatyti
procesus, kuriuos indukuoja TVH baltymo sirtezieliy lastekse.

Atlikus dvikrypt (2D) grubiy mieliy S. cerevisiadizaty baltymy (18
pav. A ir B), tirpiy esant didelei jonineiégai (18 pav. C ir D) bei netirpi
natyviomis glygomis baltymy (18 pav. E ir F) elektroforezbei masi
spektrometrijos metodais identifikavus miglbaltymus (1 lenteé), kuriy
elgesys ir kiekis pakinta¢d TVH raiskos, parodyta, kad TVH sintemielése
S. cerevisiae sukelia neseniai literatoje apilidinta  citoplazmin
nesusivyniojusj baltym; atsalq (angl. UPR - cyto — cytosolic unfolded protein
responsg (Metzger ir Michaelis, 2009). Proteoniigrubiy S. cerevisiadizaty
analiz paroc (18 pav. A ir B, 1 lente), kad &l TVH sintezs sukelto dsteks
streso padiga citoplazmini mieliy didziyjy kar&io Soko baltym
Ssalp/Ssa2p, Ssadp bei SsdHsp70 Seima), Hsc82p (Hsp90 Seima) ir
Hsp104p (Hspl10 Seima) raiSka. Taip pat raiSkapsést Stilp ir Sgt2p ko-
Saperon, kurie reguliuoja Hsp70, Hsp90 ir Hsp110 Seigaperon aktyvuny
(Angeletti ir kt., 2002; Wegele ir kt., 2003). Be, il Iastelinio streso, kur
grekiausiai sukelia TVH baltymo agregatai ET, paghdir mieliy pagrindinio
ET Saperono KAR2/GRP78 raiska.
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18 pav. Mieliy S. cerevisae lasteliy atsakoj TVH baltymo sintezés sukelfy stresy
analizé A-F — mieliy baltym; 2D elektroforez. Mieliu kamieno AH22, transformuoto
kontroliniu vektoriumi (A, C, Fir pFGG3-TVH plazmide (B, D, f-grubiy lizaty (A ir B),
tirpiy esant didelei jonineiégai (Cir D) ir netirpiu natyviomis glygomi (E ir F) baltymy
frakciju NDS-PAGE po izolektrinio fokusavimo. IStigs rodykks Zymi baltymus
identifikuotus gruhi lizaty geliuose, punktyrige — baltymus, kurie identifikuoti kitose
frakcijose. Identifikuai baltymy numeriai atitinka 1 lentgle pateiktus skdéius. M —

baltymy molekuliness masgs standartas (UAB Fermentas SM0431, 120, 66, 45,285
kDa).
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1 lentek. Mieliy S. cerevisae baltymai, kuriy rasSka pastebimai pakito cl
rekombinantinio TVH sintezés.

Nr Pavadinimas Baltym  Funkcija® Lokalizacija  Frakcija, kurioje
a

o] aptinkamas
raiskos
pokytis”
1,2 Ssal/2 Saperonas, Citoplazma Visose frakcijose,
atsakag streg iISskyrus netirpius
denatiruojartiose
salygomis;

Gausiausiai tirpiose
esant didelei joninei

24402 . jegal )
3 Ssad Saperonas, Citoplazma Visose frakcijose,
atsakag streg iISskyrus netirpius
denatiruojartiose
salygomis;
Gausiausiai tirpiose
esant didelei joninei
jégai
4 Kar2 3.840.4 Saperonas, EndoplazminisTirpus esant didelei
atsakag streq tinklas joninei jegai
5 Ssel 2.3£0.2 Ko-Saperona€$iitoplazma Tirpus esant didelei
atsakag streg joninei jegai
6 Hsc82 2.1+0.3 Saperonas, Citoplazma, Tirpus esant didelei
atsakag strea mitochondrija joninei jegai
7 Sgt2 1.6+0.2 Ko-Saperona<iitoplazma Tirpus nejoniame
atsakag streg detergente
8 Stil 1.6£0.3 Ko-SaperonasCitoplazma Tirpus esant didelei
atsakag streg joninei jegai
9 Hspl04 2.6+0.3 Saperonas, Citoplazma, Tirpus esant didelei
atsakag strea branduolys  joninei jegai
10 Hsp26 0.7+0.1 Saperonas, Citoplazma, Netirpus natyviomis
atsakag strea branduolys  salygomis
11 Hsp42 N Saperonas, Citoplazma, Netirpus natyviomis
atsakag streq citoskeletas  salygomis
13 Tef2 N Transliacijos Citoskeletas, Netirpus
elongacijos ribosoma denatiruojartiomis
faktorius salygomis

? baltymo pavadinimas pagal SGOBaccharomyceggenome database, http://www.
yeastgenome.org); Ssalp ir Ssa2p baltymai (97%ssilamtiSkumas), pazyt 1 ir 2,
sudaro miSih nezinoma proporcija; Tef2 baltymas identifikuotdsdenaitruojartiose
salygose netirpi baltym frakcijos (pav.)

® baltymo raiskos pokytis Zymi saniykantykinio baltymoitrio (2.2.18) tarp kontrolimi

ir sintetinagiu TVH baltyma mieliy lasteliy grubiuose lizatuosex - standartinis
nuokrypis N — nenustatyta;

¢ biologire funkcija ir lokalizacija pagal SGD (http://www.ystgenome.org);

4 mieliy baltymai isfrakcionuotj skirtingas frakcijas pagal tirpumivairiomis slygomis.
Nurodyta frakcija, kurioje mieli atsakoi TVH sintez baltymas yra gausiausiai
aptinkamas lyginant su kontrolinmieliy frakcijomis.
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Frakcionuojant mieli S. cerevisiadastely, sintetinadiy TVH baltym,
lizatus ir lyginant su kontrolimi pFGG3 vektoriumi transfomugt mieliy
lasteliy lizaty atitinkamos frakcijomis, pastéta, kad kai kurie mieli baltymai
yra susi¢g su TVH sudaromais agregatais ir koncentruojasittkrose baltym
frakcijose. Proteomin analiz2 leido jvertinti mieliy baltym; saveikos su
rekombinantiniu TVH baltymu paidi. Nustatyta, kad natyviomiglygomis (2
ir 3 frakcija) yra visiSkai tirpus tik Sgt2p baltas, ir tik nedidel dalis
Ssalp/Ssa2p, Ssadp baltymAnalizuojant proteominiais metodais tirpias ir
netirpias, esant didelei joningigai, miely lasteliy baltymy frakcijas (18 pav.
C, D, Eir F; 1 lente), parodyta, kad didzioji dalis didgi citoplazminiy Hsp
Saperon (tik nedidet¢ dalis Ssalp/Ssa2p, Ssadp lieka nesirdM NacCl
tirpale) istirpsta esant didelei joninégpi. Tai leidzia manyti, kad didieji Hsp
Saperonai, kun raiSka padiéja &l lasteks patiriamo citoplazminio
nesusivyniojusi baltymy streso, su TVH yra susijoninémis jungtimis. Tuo
tarpu natyviomis glygomis netirpy baltymy frakcijose (18 pav. E ir F) buvo
identifikuoti mazieji citoplazminiai Hsp Saperon#lsp26 ir Hsp42), kurie su
TVH baltymo sudaromais agregatais yra sustipresne gveika nei didieji
Hsp Saperonai. Juos iS agregagalima pasSalinti tik denatuojartioms
salygoms 8M Slapalo tirpale. Tai rodo, kad miglastekse susidaro baltym
iskaitant mazuosius Hsp Saperonus, agregataiy kigmanoma pasSalintin
Vivo ir natyviomis glygomisin vitro. Taip patidomu, kad magu Hsp baltyny
raiSka @l TVH sintezs miely lastekse nepadigla (1 lented). Visa tai rodo,
kad manju Hsp dalyvavimas mieli lastely atsake i stres, sukely
nesusivyniojusj TVH polipeptid;, yra skirtingas nei diddjy Hsp Saperan

Denatiruojartiomis silygomis netirpy baltymy frakciju analiz parod,
kad mielyy S. cerevisiadastekse susintetinto rekombinantinio TVH baltymo
agregatai yra netigs 8M Slapalo tirpale (19 pav.). Kartu su TVH baltym
agregatais, netirpiais denatojartiomis slygomis tampa ir kai kurie mieji
baltymai, tuo tarpu kontrolise mietse, transformuotose pFGG3 plazmide,
tokiy baltymy néra (19 pav.). Pagrindinis mielbaltymas (19 pav. ir 1 lentgl

13), kurio aveika su rekombinantinio TVH baltymo molekolis yra
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stipriausia, yra transliacijos elongacijos faktsrilA (eEF1A arba Tefl/2p).
Sio baltymo nepavyko aptikti dvikrygzs baltymy elektroforezs geliuose, tog
jis buvo identifikuotas iS vienos krypties gelio9(Jpav.). Miely eEF1A
baltymg kartu su TVH agregatais pavyko istirpinti tik pijias redukuoja&ios
medziagos (100mM 2-merkaptoetanolio). Tai rodo, leteF1A baltymas
mieliy lastekse yra tiesiogiai sus$ su TVH baltymo suformuotais stishgais

multimeriniais agregatais.

kDa
170

130
100
70

19 pav. Netirpiy denatiruojan¢iomis

salygomis S. cerevisiae mieliy baltymy
I S frakcij y analizé. Mieliy S. cerevisiaeAH22
kamieno, transformuoto pFGG3 vektorium) (1
ir pPFGG3-TVH plazmide_(R baltymy, netirpiy
8M Slapalo tirpale, NDS-PAGE. Istigin
48 rodykle — TVH polipeptidas, punktyrin —
glikozilinta TVH baltymo forma, trumpa
iStisine (13) — mieliy eEF1A baltymas. M-
molekulines mass standartas (UAB Fermentas
5 SMO0671).

Apibendrinant mieli S. cerevisiagasteliy, sintetinadiy TVH baltym,
baltymy lizaty frakcionavimo duomenis, galima teigti, kad baltgmi
agregai, susidaratiy lastekje, Serd sudaro disulfidiamis jungtimis
tarpusavyje susijurg TVH baltymo multimeraijtraukiantys mieli eEF1A
baltyma. Sie agregatai yra stipriai sus§u mazaisiais Hsp $aperonais. Didieji
Hsp baltymai, panaSu, prie agragaterdies yra prisijurgg silpnai, nes yra
lengvai paSalinami esant didesnei jonirkgiji.

Mieliy S. cerevisiaelastekse sintetinamo TVH baltymo sukeltas
citolazminis neteisingai susivyniojusibaltym; stresas bei kartu su migli
baltymais suformuoti s@tingi neggiztamai susijungusibaltym; agregatai ne
tik sutrikdo normahli mieliy lasteliy homeostag, bet ir drastiSkai paké&a
mieliy lasteliy morfologija. Sie pokyiai palaipsniui baigiasiakteks Zitimi.

Tokie pastefjimai padaryti analizuojant mieli S. cerevisiae lasteles
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sintetinakias TVH baltyma, kuris C arba N gale buvo sulietas su baltymu GFP

(20 pav.) bei analizuojant takimieliy augimo terp (21 pav.).

GFP-TVH

TVH-GFP

20 pav. Miely S. cerevisae lastekése sintetinamo TVH baltymo sukeliany
morfologiniy pakitimy analizé. GFP-TVH— mieliy lasteks sintetinatios TVH baltyn

su N gale sulietu GFP baltym

u, TVH-GFPGFP baltymas sulietas su TVH C galu.

VirSutinés nuotraukos darytos su GFP florescendgtektuojatiu filtru, apaioje — be,
mikroskopo Olympu#\X70 pagalba.

kDa
170
130

100
70

35

35

8

M

TVH

21 pav. Mielp S. cerevisiae augimo terpés
analize. Mieliy S. cerevisiaeAH22 kamieno,
transformuoto pFGG3 vektoriumi _JC ir
pFGG3-TVH plazmide (TVH augimo terps,
koncentruotos 50 kart NDS-PAGE. M —
molekulines mags standartas (UAB Fermentas
SM0671)
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Sviesires mikroskopijos nuotraukose (20 pav.) matyti lal@delis
kontrastas tarpS. cerevisiaelasteliy sintetinagiy ir nesintetinatiy TVH
baltymg suliet su GFP. hsteks, kuriose vyksta TVH sintéz yra didesas,
apvalios, vietojiprastires ovalios, formos, oasteliy viduje, tai ypé iSreikSta
lastekse sintetinatiose TVH-GFP chimerinbaltyma, matyti heterogeniski po
visa lastek pasklidt agregatai. Akivaizdu, kad TVH siniezastekje sukelia
negiztamus morfologinius ir fiziologinius pakitimus, ke palaipsniui baigiasi
lastebs Zitimi. Tai patvirtina, mieliy S. cerevisiaaugimo terps analiz (21
pav.). Lasteliy, sintetinakdiy TVH baltyma, augimo terp yra pripildyta mieli
baltymy, o NDS-PAGE geliuose baltynraStas yra beveik identiSk&S.
cerevisiadasteliy grubi lizaty NDS-PAGE (14 pav.).

Verta pamigti, kad labai panas rezultatai, apidinantys pakitimus
mieliy lastekje, sintetinatioje TVH baltymy, gauti ir tais p&ais metodais
analizuojantP. pastorismieles (neskelbti duomeny€iplys, 2007, magistro
diplominis darbas). Akivaizdu, kad TVH sintsz sukeliami negztami
morfologiniai ir fiziologiniai pakitimai ladingi abiems mielj raSims.

Apibendrinant 3.1 skyriuje pateiktus rezultatusliga konstatuotikad
(@) mieks S. cerevisiaeir P. pastoris nesugeba susintetinti natyviomis
savylemis pasizymigio TVH baltymo; (b) TVH sintez mielse sutrinka
ankstyvuosiuose baltymo brendimo etapuose — peneg3tT ir brendime ET
ertmeje; (¢) TVH polipeptidas sukelia citoplaznjineteisingai susivyniojusi
baltymy stregq ir sudaro suétingus agregatus kartu su miglaltymais; (d)

TVH sintez sukelia miely lasteliy Zatj.

3.2 Mieliy S. cerevisiae baltymuy sekrecinio kelio humanizavimas

Identifikavus neg&kmingo TVH baltymo brendimo miéteS. cerevisiae
ir P. pastorislastelines priezastis, nusggsta jveikti Sias kliitis modifikuojant
mieliy sekrecim kelia. LogiSkiausia atrogl bandyti pakeisti mieli sekrecinio
kelio baltymus zmogaus homologiniais baltymais, r@sogaus dstekse
infekcijos metu tym virusas &kmingai replikuojasi, o lisdamas TVH

baltymas pereina wvis sekrecin kelia. PanaSi taktika, vedama skirtingos
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sekmés, jau bandyta taikyti daugelio mokslinigkkai kartu su tiksliniu
baltymu buvo sintetinamas baltymai, reikalingi liki® baltymo brendimui.
Dazniausiai tokiuose bandymuoggairiose raiSkos sistemose sintetinant
Zzmogaus heterologinius baltymus perprodukuojamyviet pasirinktos raiSkos
sistemos Saperonai ir tik keliuose eksperimentwabedzi; ar E. colilastekse
rekombinantinio zmogaus baltymo saggis pagerinti buvo bandyta naudoti
Zzmogausdsteliy Saperonai (Yokoyama ir kt., 2000; Ahn ir kt., 2D0O&esti |
mieles visus vieno zmogaus biocheminio kelio kongmins, bandym
nebuvo. Aisku, yra galimybne jvedinéti Zmogaus baltymus, o modifikuoti
paius miely sekrecinio kelio komponentus, tam, kad jie g@ebatpazinti ir
teisingai apdoroti virusinius pavirSiaus glikobatiys. Vis tik tokia taktika yra
rizikinga, su mazaékmeés galimybe, nes skirtingai nei fermentsekrecinio
kelio komponeni — SRP daléls, Sec61 translokono ar ET Saperetveikimo
mechanizmai yra nepilnai iStyét, biocheminy reakciy dinamika daznai
nezinoma. Buvo pasirinkta tokia eksperimento schekbanuoti Zzmogaus
sekrecinio kelio (iSskyrus su Goldzio aparatu sissijs baltymus, nes, kaip
aptarta ankstesniame skyriuje, iki Goldzio aparal?&/H baltymas
nenukeliauja) baltymus koduojins genus. Si geny koduojamus baltymus
sintetinti kartu su TVH baltymu ir atrinkti zmogausekrecinio kelio
komponentus, kurie turi teigianitaka TVH brendimui.

Kaip jau mirgta, vertinant TVH baltymo, sintetinamo migliastekse
kartu su zmogaus baltymais, brendimo poky, vadovaujamasi 3.1 skyriuje
nustatytais tiksliais TVH baltymo, sintetinamo ndgd be Zmogaus baltym
parametrais: (a) baltymo raiskos lygis; (b) negtikoto ir glikozilinto
baltymo santykis; (c) tirpumas nejoniniuose detetgese; (d) baltymo
imunogeniSkumas ir hemagliutinacinis aktyvumas; (@)eliy lastekse
sukeliamo atsakocitoplazmin nesusiviniojusij baltymy streg lygis.

Modeliniu organizmu, Zmogaus sekrecinio kelio mizdemui mielése,
pasirinktos mials Saccharomyces cerevisja@ nePichia pastoris dél keliy
priezasiy: (a) Nustatytos ir laisvai prieinamos viso genorsekos; (b)

Galimykés gem raiSkai naudoti nechromosominius DNR elementus -
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autonomiskai besireplikuojaémms plazmides; (c) ISsamesnmolekuliy bei
biochemini; keliy, molekuliniy saveiky ir lasteliniy proces duomem bazs;

(d) Paprastesis darbo metodikos bei auginimo tésp

3.2.1 Mieliy S. cerevisiae SRP ir Sec61 komplekg humanizavimas

Eukariotirese hstekse SRP ir Sec61 baltymkompleksai veikia kartu ir
salygoja  ko-transliacip baltymy pernedim i ET. Zinduoly lastekse
sintetinamas TVH baltymasET yra perneSamas ko-transliaciniudb, toctl
sintetinamas polipeptidas, skirtingai nei mielastekse, rera eksponuojamas
citoplazmoje. Be tokaupiasi vis daugiau duomgnrodartiy (Skach, 2007;
Zimmermann ir kt., 2011), kad translokuojamo pagbipego sveika su SRP ir
Sec61 kompleks subvienetais skatina tinkantbaltymo susivyniojim. Be to,
Zemesniuosiuose eukariotuose, tame tarpeSir cerevisiae dominuoja
potransliacinis baltym perneSimas ir TVH baltymas misk rera efektyviali
perneSamagET, o lieka citoplazmoje agregatormoje, todkl pirmyju mieliy
sekrecinio kelio etap humanizavimas atrodo tikraiatinas, siekiant sukurti
efektyvius miehy kamienus virusinj pavirsiaus glikobaltymp sintezei.

Humanizuojant mieli ko-transliacinio perneSimo mechanigm
nuspesta ne tik integruoti Zzmogaus SRP ir Sec61 kompldddtym; genus,
bet ir pasSalinti mieli SRP ir Sec61 komplekso baltymus pélait juos
zmogaus homologais. Toks miglsekrecinio kelio modifikavimas sukurt
efektyw zinduoly tipo ko-transliacinio perneSimo mechanizmmieliy
lastekse.

IS literatiroje aprasSyt darhy, skirty ko-transliacinio baltym perneSimo
atkarimui liposomosadn vitro buvo zinoma, kad ko-transliaciniam perneSimui
yra hitini SRP ir Sec61 komplelgei TRAM1 baltymai (Gorlich ir Rapoport,
1993). Todl Siame darbe buvo klonuota wisSiuos Zmogaus baltymus

koduojargiy geny KDNR.
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Genas Identifikacijos Zmogaus Identifikacijos
nr. GenBank baltymas nr. UniProt
duomem bazje duomem bazje
SRP72 AF077019 SRP72 076094
SRP68 AKO074698 SRP68 Q9UHB9
SRP54 U51920 SRP54 P61011
SRP19 BC010947 SRP19 P09132
SRP14 X73459 SRP14 P37108
SRP9 U20998 SRP9 P49458
SRPR X06272 SiR P08240
SRPRB AF141882 SR Q9Y5M8
SEC61A1 AFQ077032 Sectl P61619
SEC61B CR456883 Sedbhl P60468
SEC61G CR456979 Secpl P60059
TRAM1 X63679 TRAM1 Q15629

Eksperimento planas numatytas sekan (a) Sukonstruoti mieli
kamienus, kuriuose iy integruoti zmogaus Sec61l, SRP kompileks
TRAM1 genai;(b) Sukurtuose mieali kamienuose inaktyvuoti migliSec61 ir
SRP kompleksus; (dvertinti TVH baltymo translokacijo$ ET efektyvuna
humanizuotuose mielikamienuose.

Zmogaus Sec61 translokpsudaro Seci, Sec6p ir Sec6¥ baltymai,
0 miekse Sec6lp (55% sekos identiSkumas), Sbhlp (26%¥ssip (37%)
baltymai. Skmingai baltymo translokacijai zindualilastekse reikalingas
mielése funkcinio homologo neturintis TRAM1 baltymas, riku pernesa
signalirg sintetinamo baltymo seknuo SRP dalét | Sec61 translokaen
(Voigt ir kt., 1996). Zmogaus SEC61A1, SEC61B, SEGGr TRAM1 gem
KDNR buvo klonuota naudojant komergismogaus kepenkDNR biblioteky
(ClonTech). Zmogaus genai KDNR pavidale buvo klgngokonstitutyviai
veikiarcias miely PGK1geno raiSkos kasetes. Skirtingmogaus ganraiskos

kasets buvo apjungtos iistatytosi darbo metu sukonstrupplazmic;, skirta
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tiksliniy geny integracijaii S. cerevisiagibosomires DNR 1GS1 lokusus, taip
kaip parodyta 23 paveiksliuko schemoje. Si plazn@dZia lengvai atrinkti
mieliy transformantus su integruotais reikalingais geaaksotrofiniuoseira3
mieliy kamienuose. IGS1 lokusas (22 pav.) §fiikamas gen integracijai @l
keleto priezasy: (a) Miekse ribosomini geny rinkinys (rDNR) XII
chromosomoje IS ait pasikartoja nuo 150 iki 200 kart(b) IGS sekos nieko
nekoduoja ir, manoma, kadéna kaip nors dstelei reikSmingos; (c) Visas

regionas yra aktyviai transkribuojamas.

ETS1 185 s 1s2 265 [Tfpé 1G5 55 1G52
2,65

22 pav. Mieliy S. cerevisiae ribosominés DNR scheme ETS1 ir ETS2 — iSorigs
transkribuojamos sekoar{gl. external transcribed spacer); 18S, 5.8S, 26S, fi$somirg
RNR koduojanios sekos; ITS1 ir ITS2 — vidés transkribuojamos sekoan@l. internal

transcribed spacer), IGS1 ir IGS2 — tarpgesisekos gngl. intergenic spacer) (James ir
kt.. 2009.
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SEC61AY SHEO61B/SEC61GTRAML

FeoRI(397) Xbal Xbaf
Acc651(409)
Niadl (417)
bla
 pelgr
pUCS7-PGKlrk
3621 ¥
b Xl (959)
pekl-ter
\ Smal (1353
Sall(1360)
pPCai Pst1(1360) Nl (417)
Sul (1379 Ha . / peklr
pCai 1 pekiter
peklyr
— pUCST-SHOB1A -SEC51B-SHECGIGTRAML
EcoRV(728) o6ty o sxblg
pekler peklter
peklx
Ha ASH(676) secdlal
P o g2 traml
pekr peklter
xS
4 igsl
p— —pUCS7-IGS2-RDIN5-IGS1-URA3 = et
hisG

-

23 pav. Zmogaus SEC61A1, SEC61B, SEC61G ir TRAM1 ge integracijai i S.
cerevisae genomo IGS1 lokug skirtos plazmidés konstravimo schemadbla — genas,
koduojantisp laktamaz, nulemiantisE. coli atsparura ampicilinui; pgkl-pr — mielig
PGK1 geno promotorius; pgkl-ter transkripcijos terminatorius; pUC-ofi plazmids
replikacia bakterijoseE. coli uztikrinanti seka;_igsl ir igs2 mieliy ribosomires DNR
netranskribuojamos tarpgensisekos; rdn5- 5S ribosomiéis RNR genas; ura3 mieliy
URA3genas; hisG- pasikartojatios, homologinei rekombinacijai ir tarp psario URA3
geno paSalinimui, skirtos sekos. Homoldgirekombinacija vyksta tarp plaznéj@ ir

genome esainy igs2-rdn5 ir igsl 3' sak
Sukonstruota  pUC-IGS2-RDN5-IGS1-SEC61A1-SEC61B-6H&>
TRAM1-URA3 plazmi¢ buvo linearizuota AsiSI RE homologinei

rekombinacijai skii DNR fragmeni galuose ir panaudot&®. cerevisiae

AH22ura3 kamieno (kamienas buvo specialiai sukonstruotas inaktywvutoja
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URA3 gery Sio darbo metu) transformacijai. Kaip réia, 1IGS1 seka miali
genome kartojasi nuo 150 iki 200 karttockl gaunama daug skirtiag
integruoty geny kopiju skatiy turin¢iy transformant. Optimalus gen kopiju
skatius kiekvienam genui yra skirtingas, tbdckiekvienu atveju reikalinga
atrinkti  kamienus geriausiai sintetitams rekombinantinius Zmogaus
baltymus. Transformantai, kuriuosgsistat optimalus zmogaus Sec61
komplekso (Sec6l1c) ir TRAM1 gerkopiju skatius, atrinkti pagal sek&m
schem:

(a) Transformantai iggami ir iSklonuojami ant tes be uracilo;

(b) Pasirinkti 8 kamienai perbraukomi ant t&ssu 5-fluororotougstimi, o
tokiu badu gauti auksotrofiniaiira3 kamienai patikrinami fenotipiskai
ir fiziologiSkai jvertinant kamien auginy antjvairiy mitybiniy terpiy
(5-fluororoto Ggstis yra mutagenas);

(c) Ivyke pakitimai pasirinki mieliy transformant genomejvertinami
PGR metodu ir tikrinant integrupzmogaus gannukleotid; sekas;

(d) Atliekamas pasirinkt mieliy transformanf lastelu membraning
baltymy frakcijos NDS-PAGE ir imunoblotingas su specifisia
konkregiam  tiriamam  rekombinantiniam  baltymui  aritiiais.
Atrenkamas optimalus, t.y. geriausiai rekombinaosn baltymus

sintetinantis transformantas.
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24 pav. Humanizuoto miely S. cerevisiae kamieno, su optimaliu 1GS1 lokuse
integruoty chimeriniy Zmogaus SEC61A1, SEC61B, SEC61G ir TRAM1 garkopijy
skai¢iumi, atranka. Mieliy S. cerevisiaeAH22 kamieno, transformuoto pUC-IGS2-
RDN5-IGS1-SEC61A1-SEC61B-SEC61G-TRAM1-URA3  plazmide membranini
baltymy frakcijos (3 frakcija) NDS-PAGE_(Air imunoblotingas su specifiniais Zmogaus
Sec6bl (B) Sec6p (C) ir Sec6%} (D) baltymams. K— iSeiginio mieliy AH22 kamieno
lasteliy baltymy meginiai, 1-8— pasirinkti mieli transformantai, M- molekulires mags
standartas (UAB Fermentas SM0671).

Kaip matyti 24 paveiksliuke, IGS1 lokusgerpti Zmogaus genai
funkcionuoja, o tikrintuose skirtinguose transformese, kaip ir tiktasi,
rekombinantini Zmogaus baltym raiSka skiriasi. Tai rodo, kad IGS1 lokusas
yra tinkamas tokioms manipuliacijoms, bet yratiba atrinkti geriausiai
tikslinius baltymus sintetinaptkamiera. Vertinant gautus rezultatus, aiskiai
matyti, kad geriausiai Zmogaus Sec61 kompleksoyiais sintetina miedi
kamienas nr. 5. Sis kamienas, pavadirBagerevisiaeAH22 IGS1-Sec61c-
TRAM1, ir buvo pasirinktas tolimesniems bandymamsptikti mielése
susintetinto zmogaus TRAM1 baltymo nebuvo galigsyb nes #ara
komerciSkai platinam antikiny. Vis tik, tai, kadi mieliy IGS1 lokug buvo

integruojama vig 4 gem raiskos kasés viename DNR fragmente, bei tai, kad,
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kaip matyti paveiksliuke, atskirbaltymy raiSka tuose gauose kamienuose
koreliuoja, leidzia daryti logikprielaica, jog ir TRAML1 baltymas atrinktame,
geriausiai zmogaus Sec61l baltymus sintetirane kamiene, turi i
sintetinamas. Maza to, po integracijos jirairiu manipuliacij, aprasyi
kamieny atrinkimo schemoje, Zzmogaus geseka buvo patvirtinta nuskaitant
pirming nukleotid; seky, o galimyle, kad DNR pazaida, sustabdanti gen
raiSka, susidaé visy integruoty TRAM1 gemp promotoriuose ar
terminatoriuose yra itin maza. Zinoma, teisinga ayeseka sujungta su
promotoriumi ir terminatoriumi dar negarantuoja,dkbaltymas tikrai bus
sintetinamas, tad TRAML1 baltymo sintez mielése reikty patvirtinti kitais
metodais. Vis tik, nors ir tiesioginiais bei nesimginiais metodais medyta,
kad zmogaus TRAM1 baltymas yra sintetinamas miédstekse, logisSka
tikéti, jog TRAM1 baltymas yra sintetinamas kartu suogaus Sec61l
baltymais atrinktam&. cerevisiadH22 |GS1-Sec61c-TRAM1 kamiene.
Analizuojant miedse susintetintus rekombinantinius zmogaus Sec61
baltymus, pirmiausia, galima teigti, kad pagal #leforezin judrumy PAAG
gelyje, jie atitinka praktiSkai nustatytSgryninty Zzmogaus Sec@l Sec6B ir
Sec6% baltymy molekulie mag PAA geliuose (Wirth ir kt., 2003). Stipriai
hidrofobiski baltymai daznai NDS-PAGE metu PAA gelse migruoja
skirtingai negu tokio pat dydzio globuliniai baltgmtoctl ju sudarom juosty
molekuline mas, vertinant pagal baltym dydzio standartus, neatitinka
teoriSkai iS ar. sekos pask&aiotos baltymo molekuliés mass. Tai, kad
Zzmogaus Sec61 komplekso baltymai buvo aptikti mpiglembranini baltymy
frakcijoje bei buvo &mingai ekstrahuoti iS membramejoniniu detergentu
(neparodyta) rodo, kad Sie baltymai yigerpiami i ET membranas.
Eksperimenti jrodartiy, kad rekombinantiniai Zzmogaus Sec61 baltymai sudar
funkciSka translokol mielkse, Siame darbe atlikta nebuvo, bet tai, kad
literatiros duomenimis (Voigt ir kt., 1996; Wirth ir kt.,0@3) iSgryninti
zmogaus Sec61l komplekso baltymai dirbtiniame iiakse lipidy
dvisluoksnyje, taip pat kaip ir liposomose, sudaeikly translokon, leidzia

manyti, kad ir miely lastekse Zmogaus Sec61 baltymai susirenka ET
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membranoje; funkcional; heterotrimes. Trumpai, miely lastekse Zzmogaus
Sec61l komplekso baltymai yra efektyviai sintetinamaptinkami ET tinklo
membranoje, kurioje, gr@ausiai, susirenkatranslokon.

Sukonstravus S. cerevisiae AH22 IGS1-Sec6l1c-TRAM1 kamien
efektyviai sintetinant Zzmogaus Sec61 baltymus, sekame darbo etape
reikéjo inaktyvuoti mieliy Sec61l kompleksiSmusant jj sudaratiy baltymy
genus. Mieli Sec61p ir Ssslp baltymai yra gyvybiskai suarto Sbhlp — ne.
Suprantama, kadalima iSmusti mieli SBH1gery ir Sec61 kompleksas bus
neveiklus. Vis tik nusmista pabandyti iSmusti ir gyvybiSkai svarbius nuel
Sec61 komplekso baltymgenus SEC61, SSS1ir SBH1, paketiant juos
Zzmogaus homologais, siekiant nustatyti, ar Zzmodgansologiski baltymai gali
pakeisti miely baltymus. Tokiu bdu rekonstruai mieliy ET membranose
buty tik Zzmogaus Sec61 translokonas be midlomologisSk baltym;. Darbo
principas reikalauja sukurti abent tokius humanizuotus kamienus, be to,
literatiroje nepavyko aptikti bandywmpakeisti miely gyvybiskai svarbius
genus Zmogaus homologais, ébtbkius bandymus visaddomu atlikti.

Siuo tikslu buvo klonuotos migli SEC61 SBH1 ir SSS1gen
aplinkinés sekos, o tarpyjiterpti Zmogaus homologiniai genai ir sekos, skirtos
rekombinani atrankai. 25 paveiksliuke parodyta ir paaiskinfazmicts,
skirtos SEC61geno pakeitimui zmogaus SEC61A1 genu, schenvaikimo
principas. Plazmigs SBH1 ir SSS1gen; pakeitimui, atitinkamai, Zzmogaus
SEC61B ir SEC61G genais, sukonstruotos identi&kii.bandymas patogus
tuo, kad naudojant visiSkai tekipat strategg buvo bandoma iSmusti
gyvybiskai svarbius ir nesvarbius miglbaltymus koduojafius genus, tod

buvo nesunkuvertinti pasirinktos taktikos teisinguin efektyvuny. .
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25 pav. Zmogaus SEC61A1 geno rekombinacijdi S. cerevisae genomy, pakeiiant
SEC61 gem, skirtos plazmidés schema.bla — genas, koduojanti$ laktamag,
nulemiartia E. coli atsparura ampicilinui; sec61-pr— miely CNE1 geno promotorius;
sec61-ter transkripcijos terminatorius; pUC efiplazmi@s replikacij bakterijoseE. coli
uztikrinanti seka; sec6lal zmogaus Sec61Al baltymo genas; sec6t-rapytiksliai 1kb
mieliy genomo seka NUBEC61geno STOP kodong; ura3 mieliy URA3 genas;_hisG-
pasikartojaios, homologinei rekombinacijai ir tarp jesatio URA3 geno paSalinimui,
skirtos sekos. Homologirekombinacija vyksta tarp sec61-pr ir sec61-réq pdazmictje
ir genome, ko paoje, tiksliai vietoj miely SEC61geno sekos nuo pirmo iki paskutinio
kodono jsistato Zmogaus SEC61A1 genas SHC61geno terminatoriumi ir integramt
atrankai reikalingas mieliURA? genas, apsuptas HisG s¢

Sukonstruotos plazmid pPUC57SEC61.SEC61A1, pUC-
SBH1:SEC61B ir pUC57%SS1Sec61G buvo linearizuotos homologinei
rekombinacijai skiti DNR fragmeni galuose, taip, kad nety palikta
nehomologiSly mieliy genomui nukleotig, ir panaudotosS. cerevisiae
AH22 IGS1-Sec61c-TRAML1 kamieno transformacijai¢jds transformantus
ant selektyvios tegs bei ivykusius genomo pertvarkymugsertinus PGR
metodu naudojant specifinius pradmenis, nustakad, rekombinacijos metu
mieliy kamienuose zmogaus homologu buvo pakeistas negyilybiSkai
nelitinas mieliy SBH1 genas, bet ir gyvybiSkaitbnas SSSlgenas. Gauti
kamienai AH22SBH1:SEC61B_IGS1-Sec61c-TRAM1 ir AH23SSt
SEC61G_IGS1-Sec61c-TRAMITuo tarpu, mieli SEC61 geno Zmogaus
SEC61A1 genu pakeisti nepavyko ir gyvyhingnieliy kamieny, kuriuose
ivyko toks pakeitimas nebuvo. Baltymlygyje ivertinti jvykusiy gemny
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pakeitim; nepavyko. KomerciSkai platinamantikiiny prieS mieliy Sbhilp ir
Ssslp baltymus éna, o kamienuoseAH22 SBH1:SEC61B IGS1-Sec6lc-
TRAM1 ir AH22_SSSISEC61G_ IGS1-Sec61c-TRAM1 zmogaus S@cl
Sec6%} baltymai jau yra sintetinami naudojant stipriuselini PGK1 geno
promotorius, todl papildomai susintetigt Siy baltymy kieki imunoblotinge
ivertinti sunku. Vis tik vertinant PGR ir sekoskaiteezultatus galima teigti,
kad: (a) pasirinkta miali gen; pakeitimo Zmogaus homologais strategija yra
teisinga; (b) Zzmogaus Segb6baltymas funkciSkai pak&a mieliy Ssslp ir
mieliy lasteks funkcionuoja be gyvybiSkai svarbaus baltymo; Zo)ogaus
Sec61A1 baltymas nekomplementuoja miebec6lp baltymo funkajj tockl
negali jo pakeisti mielj Iastekse.

Atlikus paprastas manipuliacijas buvo gautasS.ircerevisiaeAH22
SBH1:SEC61B SSSISEC61G_IGS1-Sec61c-TRAM1 kamienas, kuriame
Zzmogaus homologais pakeisti mieglbBH1ir SSSlgenai. Tokiu du gautas
humanizuotas miali kamienas, kuriame sintetinami zmogaus Sec61l
translokono baltymai ir tikina TRAM1 baltymas (24 pav.) bei paSalinti
mieliy translokono Sec@lir Sec6)} baltymai. Sis ir AH22 1GS1-Sec61c-
TRAM1 mieliy kamienai buvo transformuoti pFGG3-TVH plazmide.
Gautuose transformantuose buyeertinta zmogaus baltyn itaka TVH

baltymo perneSimuiET miekse (26 pav.).
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26 pav. Rekombinantinio, humanizuotuose mieli S. cerevisae kamienuose
susintetinto, TVH baltymo analizé. Mieliy AH22 (1 ir 2, AH22_ IGS1-Sec61c-TRAML (3
ir 4) ir AH22_ SBH1:SEC61B SSSt SEC61G_IGS1-Sec61c-TRAML (5 i) Gamien

lasteliy, transformuat pFGG3 (1, 3 ir bir pFGG3-TVH (2, 4 ir § plazmictmis, grubiy

lizaty NDS-PAGE (A) ir imunoblotingas su anti-tetraHisig@en) antikinais (B). M —

dydZiy standartas (UAB Fermentas SMO0671); IStisirodykle — TVH polipeptidas,
punktyriré — glikozilinta TVH baltymo forme

Glikozilintos TVH formos kiekis lyginant su negbkilintu baltymu
buvo jvertintas kiekybiSkai naudojant GE Healthcare Infagent TL
programa (automatinis nustatymo rezimas). Gauti duomenydo,rokad
kontroliniameS. cerevisiaddH22 kamiene; ET yra perneSama apie 20% (26
pav. 2 takelis)S. cerevisialAH22_1GS1-Sec61c-TRAM1 kamiene — 10% (26
pav. 4 takelis), &. cerevisiagAH22 _SBH1:SEC61B_SSS1SEC61G_IGS1-
Sec61c-TRAM1 kamiene — 4% (26 pav. 6 takelis) viBgH baltymo.
Rezultatai aiSkiai rodo, kad migliS. cerevisiaelastekse perprodukuotas
zmogaus Sec6l translokonas kartu su TRAM1 baltymmaginaj ET
perneSamo TVH baltymo kigklvigubai, o papildomai pasSalinus miglbec61
translokono komponentus, TVH beveik aeb perneSamas ET. Nors tokie
rezultatai atrodo logiSki, nes, kaip rdia, atkurti ko-transliacin baltymy
pernesim in vitro reikalinga ne tik Sec61 translokonas ir TRAML1 lbads, bet
ir SRP dale} bei SRP receptorius, vis tik, sunku paaiskintiddkazmogaus
Sec61 komplekso ir TRAM1 baltymai sutrikdo TVH pes$imy i ET (26 pav. 4
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ir 6 takeliai). [domu tai, kad humanizupt mieliy kamieny S.cerevisae
AH22_1GS1-Sec61c-TRAML iS. cerevisiaeAH22 _SBH1:SEC61B SSSt
SEC61G_IGS1-Sec61c-TRAMAdteks fenotipiSkai ir fiziologiSkai nesiskiria
nuo kontroliniy S. cerevisiaéAH22 kamieno 4steliy, tai pat nesiskiria grubi
Siy kamieny lizaty baltymy rastas PAAG (26 pav. 1, 3 ir 5 takeliai), &bd
logiSka manyti, jog Zzmogaus Sec61 komplekso ir TRAbDAItymai nesutrikdo
sekrecini ir membranini mieliy lasteliy baltymy biosintezs, bet specifiSkai
sutrikdo tik TVH baltymo perneSimni ET — kuo labiau humanizuotas migli
Sec61 translokonas, tuo maziau TVH baltymo perkedia ET. Atrodo, lyg
zmogaus Sec61 translokonas kartu su TRAM1 baltyonkkruoja su mieli
translokacijos aparatueldsaveikos su TVH baltymu, bet nesugeba atlikti savo
funkcijos. Be to, vykstant ko-transliaciniam baltymerneSimui, labai svarbi
yra SRP ir Sec6l kompleksbaltym; saveika (Helmers, 2003). Nesant
natyvaus mieli Sec61 komplekso, migli SRP dalel negali atlikti savo
funkcijos ir TVH baltymas éra perkeliamag ET. Todl sekartiame darbo
etape mieliy Iasteles buvo perkeltas ir Zzmogaus SRP kompleksas.
Zmogaus SRP dalglsudaro 6 SRP baltymai (SRP72 (18¥% sekos
identiSkumas mieli homologui SRP72), SRP68 (15% ar. sekos identiSkuma
mieliy homologui SRP68), SRP54 (46% ar. sekos identiSkummeliy
homologui SRP54), SRP19 (ar. 11% sekos identiSkumia$éy homologui
Sec65p), SRP14 (ar. 18% sekos identiSkumas uyni@imologui SRP14) ir
SRP9 (homologo miése S. cerevisiaeneturi), 2 SRP receptarisudarantys
baltymai (SRPr, 28% ar. sekos identiSkunmaigliy homologui Srp101p) ir
SRPrB (22% ar. sekos identiSkumas miélomologui Srp102p) bei 7SL RNR
(27% nt sekos identiSkumas miglscR1 RNR). Zmogaus SRP baltymus
koduojantys genai buvo klonuoti naudojant specaiSnpradmenis iS Zzmogaus
kepem KDNR bibliotekos, patikrinta kiekvieno geno nulieln seka, atrinkti
genai, kunp nt sekos pilnai sutampa su Gehanke esafiomis atitinkany
geny sekomis. Klonuoti genaistatyti i mieliy PGK1 geno raiSkos kasetes,
kasets apjungtos ir perkeltog pUC57-IGS2-RDN5-IGS1-URA3 plazmid
skirta geny integracijaii mieliy ribosomits DNR IGS1 lokus, lygiai taip,
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kaip buvo daryta su zmogaus Sec61 komplekso ir TRAJMnNais (23 pav.).
Gauta plazmiéd pUC57-1GS2-RDN5-IGS1-SRPc-URA3 (27 pav.), skirta
zmogaus SRP komplekso (SRPc) geantegracijaii mieliy genom. Visy

klonuoty geny nukleotid; sekos buvo patikrintos.
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27 pav. Zmogaus SRP72, SRP68, SRP54, SRP19. SRBRR9, SRPR ir SRPRB gen
integracijai i S. cerevisae genomo IGS1 lokug skirtos plazmidés schemabla — genas,
koduojantisp laktamaz, nulemiaia E. coli atsparura ampicilinui; pgkl-pr — mieliy
PGK1 geno promotorius; pgkl-ter transkripcijos terminatorius; pUC-ofi plazmids
replikacija bakterijoseE. coli uztikrinanti seka;_igsl ir igs2 mieliy ribosomires DNR
netranskribuojamos intergers sekos; rdn5- 5S ribosomiés RNR genas; ura3 mieliy
URA3genas; hisG- pasikartojatios, homologinei rekombinacijai ir tarp psaiio URA3
geno paSalinimui, skirtos sekos. Homolagirekombinacija vyksta tarp plazngje ir
genome esainy igs2-rdn5 ir igsl 3° sek
Gauta plazmid pUC57-IGS2-RDN5-IGS1-SRPc-URA3 buvo
linearizuotaAsiSI RE homologinei rekombinacijai skirfragment galuose ir
panaudoté. cerevisiadAH22ura3, S. cerevisiaddH22 |GS1-Sec61c-TRAM1
ir S. cerevisiaeAH22 SBHZ1: SEC61BSSSSEC61G_IGS1-Sec61c-TRAM1
kamieny transformacijai. Humanizuoti migli kamienai S. cerevisiae
AH22 IGS1-SRPc,S. cerevisiaeAH22 1GS1-Sec6lc-TRAM1-SRPc 8.

cerevisiae AH22 SBH1:SEC61B SSSSEC61G_IGS1-Sec6lc -TRAMI1-
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SRPc, geriausiai sintetinantys zmogaus SRP baltyinwg atrinkti pagalat
paia schem, kaip ir S. cerevisiaddH22 1GS1-Sec61lc-TRAM1 kamienas (87
psl a-c.) :

(d) kiekvienu atveju buvo atliekamas pasiripkinieliy transformant
lasteliy grubiy lizaty NDS-PAGE ir imunoblotingas su specifini&§3
baltymui antikinais, pagal signalo intensyvambuvo atrenkamas
optimalus, ty. geriausiai rekombinartinbaltymy sintetinantis
tarnsformantas (28 pav.);

(e) taupant antitnus ir laikg tik atrinkty pagal SR baltymo sintegz S.
cerevisiae AH22 |IGS1-SRPc, S. cerevisiae AH22 |IGS1-Sec61c-
TRAM1-SRPc irS. cerevisiaeAH22_SBH1:SEC61B SSSSEC61G_
IGS1-Sec61c-TRAM1-SRPc transformanisteliy grubiuose lizatuose
imunoblotingu buvo tikrinama ar sintetinami visitikkmogaus SRP

baltymai (29 pav.).
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28 pav. Humanizuoto miely S. cerevisae AH22_|IGS1-SRPc kamieno, su optimaliu
IGS1 lokuse integruoly chimeriniy Zmogaus SRPrB geno kopij skai¢iumi,
atranka. Mieliy S. cerevisiaeAH22 kamieno, transformuoto pUC57-1IGS2-RDN5-
IGS1-SRPc-URA3 plazmideadteliy grubiy lizaty NDS-PAGE (A ir imunoblotingas
(B) su specifiniais Zmogaus BRoaltymui antikinais. K — iSeiginio mietly AH22
kamieno #4steliy baltymy méginiai, 1-8 — pasirinkti mieliy transformantai, M—
molekulines mags standartas (UAB Fermentas SM0671). Transforma#ii@i2 IGS1-
Sec61c-TRAM1-SRPc ir AH2ZEBHI1:SEC61B SSSSEC61G_IGS1-Sec6lc-
TRAM1-SRPc geriausiai sintetinantys [BBRaltym atrinkti identiskai.
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D 29 pav. Humanizuoy mieliy S. cerevisiae
15 kamieny, su IGS1 Ilokuse integruotais
Zmogaus SRP komplekso genais anadiz
E # Atrinkty mieliy S. cerevisiagAH22_1GS1-SRPc
(1), AH22_1GS1-Sec61c-TRAM1-SRPc )(4r
15 AH22 SBH1:SEC61B SSSSEC61G_IGS1-
F 15 Sec61c-TRAM1-SRPc j3ransformant lasteliy
grubiy lizaty NDS-PAGE (A ir imunoblotingas
10 su specifiniais antiknais Zmogaus SRP72 )B
SRP68 (¢, SRP19 (), SRP14 (f, SRP9 (Fir
G 100 SRu (G) baltymams. K- ieiginio mielij AH22
70 kamieno 4steliy baltymy méginiai. M — dydziy

M K 1 2 3 standartas (UAB Fermentas SM0O6

Kaip matyti paveiksluose, naudojant numatgchem, buvo atrinkti
humanizuoti mieli kamienai irjsitikinta, kad juose sintetinasi visi Zmogaus
SRP baltymai, oy dydis atitinka teoriSkai apskaiota Siy baltymy dydi.
(SRP54 isbandzius dvejus skirtingus amiks imunoblotinge reagavo labai
silpnai, 29 paveiksliuke neparodyta). Vis tik gadipasteéti, kad, gretiausiai
dél to, jog homologigs rekombinacijos metumieliy genom turéjo jsistatyti
didelis, beveik 20 kb DNR fragmentas, rekombindntiZmogaus SRP
baltymy raiSka yra nestipri —grubiy mieliy lastely lizaty PAAG
rekombinantini Zmogaus SRP baltymsudarom juosiy néra matyti, o
imunoblotinge su specifiniais aniikais mie¢se sintetinami SRP baltymai
reaguoja silpnai.

Sukonstravus humanizuotus miekamienus, sintetin&us Zzmogaus

SRP baltymus, re#o i mieliy Iasteles perkelti paskutitsRP dalels element
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— zmogaus 7SL RNR. Tiek migli tiek Zmogausaktekse RNR genai yra
transkribuojami RNR polimerag Il ir dazniausiai turi tiek iSorines, tiek
vidines promotoxi sekas (Dieci, 2001; Englert ir kt., 2004). Palygn
zmogaus ir mieli SRP RNR (7SL ir scR1) sekas, nustatyta, kad tidkés
promotorirés sekos, tiekyj vieta gene nesutampa, &bdikétina, kad paprastai
perkelus Zzmogaus 7SL RNR gen mieliy lastek, jo transkripcija nevyks. Taip
pat, negalima Zmogaus 7SL RNR kodudjangeno transkribuoti RNR
polimerazs Il pagalba (pvz., Siame darbe SRP baliysintezei indukuoti
naudoi mieliy PGK1 geno promotot), nes RNR polimeras Il sintetinami
pirminiai transkriptai yradstekje modifikuojami: prie vig RNR polimeragzs

Il eukariotuose sintetinamRNR molekuliy 5° galuose yra prijungiamos 7-
metilguanozino ,kepuss”“, o 3" galuose — ,poliA uodegos”, sudarytos iS daug
IS eilés pasikartojatiy adenino nukleotigd Tuo tarpu, Zmogausadtekse
sintetinama 7 SL RNR toki modifikacijy neturi. Toédl 7 SL RNR sintezei
mielése buvo pasirinkta bakteriofago T7 RNR polimérgZ7RNRpol), kuri
labai efektyviai vykdo gan esadiy tarp T7 RNR polimeras atpaistam
promotoriaus ir terminatoriaus, transkripcif eukariotirese hstekse. Siam
tikslui buvo susintetintas 7 SL RNR koduojantis @gnsu priekyje prijungtu
T7 RNR polimerags promotoriumi ir T7 RNR polimerag transkripcijos

terminatoriumi gale:

taatacgactcactataggumyggcgcggtggegegtgcectgtagtcccagetactcgggaggcetgagg

ctggaggatcgcttgagtccaggagttctgggetgtagtgegctatgetggggtgtccgeactaagtt
cggcatcaatatggtgacctcccgggagcgggggaccaccaggttgegtEmygggtgaaccggec
caggtcggaaacggagcaggtcaaaactccecgtgctgatcagtagtgggagcctgtgaatageca
ctgcactccagcectgggcaacatagcgagacccecgteteigcataaccecttggggcectctaaacgggt

cttgaggagattttttg.

Geno seka paryskinta (GenBank atpazinimo nr. NR708), T7 RNR
polimerazs promotorius ir terminatorius pabraukti. Bakteaigd T7 RNR

polimerazs genas (GenBank atpazinimo NC_001604 baltymo seka Uniprot
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duomem bazse — P00573), TVH ir 7SL RNR genai buvo klonuotlarbo
metu sukonstruatvektoriy pFDC, taip, kaip parodyta 30 paveiksliuke.
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30 pav.S. cerevisiae TVH, T7 bakteriofago RNR polimerazés (T7RNRpol) ir Zmogaus
7SL RNR gem raiSkos vektoriaus konstravimo schemabla — genas, koduojantig
laktamaz, nulemiagia E. coli atsparura ampicilinui; gal7-pr— galaktoze indukuojamas
mieliy GAL7 geno promotorius;_gal7-ter~ transkripcijos terminatoriuspgkl-pr —
konstitutyviai veikiantis mieti PGK1 geno promotorius; pgkl-ter transkripcijos
terminatorius; _fdhl — miely Candida maltosa genas, koduojantis formaldehido
dehidrogenag nulemiakia mieliy atsparura formaldehidui; _2mk-ars— mieliy 2um
plazmicts DNR, uZtikrinanti vektoriaus replikagimielése.

Gautoje plazmigle pFDC-TVH-T7RNRpolT7-7SL polimerag genas,
kaip ir SRP baltymus koduojantys genai, buvo sujuisg konstitutyviai
veikiarciu mieliy PGK1geno promotoriumi, o TVH su galaktoze indukuojamu
mieliy GAL7 geno promotoriumi. Tokiutwu uztikrinama, kad zmogaus SRP
dalek ir SRP receptoriai bei Sec61 komplekso ir TRAMlltyraai S.
cerevisiae  AH22_1GS1-Sec61c-TRAM1-SRPc ir S. cerevisiae
AH22 SBH1:SEC61B SSSSEC61G_IGS1-Sec61c-TRAM1-SRPc
kamienuose jau bus susintetinti mielastekje iki prasidedanfTVH baltymo
sintez.

Pirmiausia, kadsitikinti, jog Zmogaus 7SL RNR sintez sistema veikia
mieliy lastekse, plazmide pFDC-TVH-T7RNRpoIT7-7SL ir pFDC vektoni
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buvo tansformuotas S. cerevisiae AH22 miely kamienas. Mieli
transformani, uzauging terpje su gliukoze, gruis lizatai analizuoti NDS-

PAGE (31 pav.).

kDa

170
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70—

— 31 pav. Miely S cerevisae Iasteliy,
sintetinan¢iy Zmogaus Saperonus, augimo
terpés analiz. Mieliy S. cerevisiae AH22
kamieno, transformuoto pFDC_)Kir pFDC-
TVH-T7RNRpoIT7-7SL  (7S)  plazmictmis,
lasteliy grubiy lizaty NDS-PAGE. M — dydZi
standartas (UAB Fermentas SM0671). Rodykl
Zymi papildom baltyn, sintetinam pFDC-
TVH-T7RNRpoIT7-7SL plazmide
transformuotose mialilastekse — graiiausiai T7
RNR polimeraz.
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Kaip matyti 31 paveiksliuke, miglilasteliy transformuai pFDC-TVH-
T7RNRpol-7SL plazmide grubi lizaty méginiuose PAAG aiskiai matyti
papildoma, lyginant su mieli lastely, transformuai kontroline pFDC
plazmide, gruhj lasteliy lizaty méginiais, baltymo juosta (parodyta rodykle).
Papildoma baltymo juosta tiksliai atitinka teoriSkapskaéiuota T7 RNR
polimerazs dyd, todél galima teigti, kad T7 RNR polimeraznieliy lastekse
yra sintetinama naudojant Siame darbe sukonatplazmidc;.

Ivertinus, kad mieli lastekse naudojant pFDC-TVH-T7RNRpol-7SL
plazmic; yra sintetinama T7 RNR polimerkgzeikéjo nustatyti, ar sintetinama
Zzmogaus 7SL RNR T7 RNR raiskos kaget Siuo tikslu buvo igskirta mieli
lasteliy, transformuai pFDC ir pFDC-TVH-T7RNRpol-7SL plazméthis,
visa RNR ir nuo jos vykdyta AT-PGR reakcija su speais 7SL RNR

pradmenimis, parodytais 32 paveiksliuke.
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7SL Fv 7SL 130 Fv 7SL

| >

7SL 230 Rv 7SL Rv

32 pav. AT-PGR reakcijai naudoy pradmeny uzsdimo ant 7SL RNR schema.

Pradzioje atlikta atvirkStintranskripcija (AT) nuo visos mielilasteliy
RNR. Norintisitikinti ar gryninant RNR neliko DNR priemais kurios gali
duoti klaidingai teigiara rezulta, atvirkStire transkripcija atlikta ir nuo
atskirai nuklea#gmis RNRazeA bei DNRazel paveiktos visos RNR prepara
Tada buvo atlikta PGR reakcija naudojant tuo<iysa pradmenis, kaip
parodyta 32 paveiksliuke. Atitinkamai, jei AT buatlikta su 7SL Fv ar 7SL
Rv pradmenimis, PGR reakcija vykdyta su gradmen pora, o jei AT atlikta
su 7SL 130 Fv ar 7SL 230 Rv pradmenimis, PGR rgakgikdyta tik su §j
pradmem pora (33 pav.). Analizuojant miegli lastely, transformuai
kontroliniu pFDC vektoriumi, RNR AT-PGR metodu spesifiniais Zmogaus
7SL RNR pradmenimis, jokiDNR produkti negauta (neparodyta).
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| RNR po poveikio ! RINE po poveikio

M1 2 3 45 6 7 8 M 9 10 11 12

33 pav. Mieliy Iasteliy, transformuoty pFDC-TVH-T7RNRPoI-7SL plazmide,
totalinés RNR analiz AT-PGR metodu naudojant specifinius Zzmogaus 7SL RR

7SL Rv pradmenimis, 3,4,7,8,11,12 —&$L. 130 Fv ir 7SL 230 Rv. 1,5,9 — AT su 7SL Fv
pradmeniu, 2,6,10 —su 7SL Rv pr., 3,7,11 — su¥&LFr pr., 4,8,12 — su 7SL 230 Rv pr.
Rodykks Zymi PGR produktus, kurie pagal dyatitinka teorin DNR ilgi. Pilnos 7SL
RNR ilgis — 300nt (7SL Fr + 7SL Rv), vidis 7SL RNR dalies — 100nt (7SL 130 Fv +
7SL 230Rv).RNR — produktai, gauti atlikus AT nuo totaisIRNR; RNR po DNA&s —
produktai, gauti nuo DNRazel paveiktos tot&dirRNR; RNR po RNAZ — produktai,
gauti totaline RNR paveikus RNRazeA; M — DNRiilgtandartas.

Kaip matyti 33 paveiksliuke, atlikus AT-PGR regkcnhaudojant vig
mieliy lasteliy, transformuai pFG-MeH-T7RNRpol-7SL plazmide, RNR,
gauti numatyto dydzio produktai (33 pav., baltodytdés). Atitinkamai, via
mieliy RNR paveikus DNAzel gauti laukiamo dydzio PGR pkidi, tuo
tarpu, paveikus RNAzeA — produkhegauta, tai rodo, kad PGR produktai,
gauti atlikus AT-PGR buvo gauti iS migliRNR, o ne DNR. To# galima
teigti, kad Zzmogaus 7 SL RNR yra sintetinama mi&lstekse naudojant Sio
darbo metu sukonstruota sistenVis tik, teoriSkai, T7 RNR polimerazuri
sintetinti tik vien RNR grandig, kuria mes aptinkame atvirkstinei
transkripcijai naudodami Rv pradmenis (33 pav., & # 8 takeliai). Beje, toks
signalas ir yra rySkesnis. Tai, kad 7SL RNiRtékje yra abiey granding,
galima kity paaiskinti nebent tuo, kad naudotoje plazjadyra keletas
promotoriy (GAL7 ir FDH1 geny promotoriai, 2Zm DNR sekos promotoriai),

kurie gali pagaminti ilgus RNR transkriptus siekims ir 7SL RNR gea
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Isitikinus, kad naudojant T7 RNR polimegagra sintetinama zmogaus
7SL RNR, plazmide pFDC-TVH-T7RNRPoI-7SL ir kontr@imis pFDC bei

pFDC-TVH plazmigmis buvo transformuoti humanizuoti migls. cerevisiae

AH22_1GS1-SRPc,
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34 pav.

il

ameeaen

AH22 1GS1-Sec61lc-TRAM1-SRPc
SEC61B SSSSEC61G_IGS1-Sec61c-TRAM1-SRPc kamienai jwertinta
zmogaus SRP komplekso bei SRP ir Sec6l komplédestu su TRAM1
baltymuitaka TVH baltymo perneSimwiET mieliy lastekse (34 pav.).
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humanizuotuose mieli S. cerevisae kamienuose

susintetinto, TVH baltymo analiz¢. Mieliy AH22_IGS1-SRPc (1, 2 ir)3AH22_IGS1-
Sec61c-TRAM1-SRPc (4, 5 i) 6r AH22_SBH1:SEC61B SSS1ISEC61G_IGS1-Sec61c-
TRAM1-SRPc (7, 8 ir Ppkamieny Iasteliy, transformuat pFDC (1, 4 ir J, pFDC-TVH (2, 5
ir 8) ir pFDC-TVH-T7RNRPol-7SL (3, 6 ir)9plazmictmis, grubi lizaty NDS-PAGE (A) ir
imunoblotingas su anti-tetraHis (Qiagen) amtiftis (B). M— molekulires mags standartas
(UAB Fermentas SM0671); I8tisirrodykle — TVH polipeptidas, punktyrin— glikozilinta
TVH baltymo forma

Vertinant gautus rezultatuglomu pastedti, kad humanizuotame mieli

S.
SRPc

kamiene,

lygiali

kaip

ir
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iSeiginiame S.

cerevisiae AH22 SBH1:SEC61B SSSSEC61G_IGS1-Sec61lc-TRAM1-

cerevisiae
AH22 SBH1:SEC61B SSSSEC61G_IGS1-Sec61c-TRAM1 kamiene, TVH

perneSimas ET tinkla yra sutriles (26 pav. 6 ir 34 pav. 8 takeliai), bet mieli
lastekse sintetinant Zmogaus SRP baltymus kartu su znsog&@L RNR,



perneSimaslalinai atsistato (34 pav. 9 takelis). Kaip gtananksiau, miekse
sintetinant zmogaus Sec61 komplekso ir TRAM1 baltgnbei suardZius
natyw mieliy Sec61 kompleks glikozilintos TVH formos kiekis, nuo bendro
TVH baltymo kiekio stekje, sudaro vos 4%, lyginant su 20% iSeiginiame
AH22 kamiene. Tokiose mialilastekse sintetinant Zzmogaus SRP baltymus
kartu su 7SL RNR perneSam&T TVH baltymo kiekis padiga iki 12% nuo
bendro baltymo kiekio (34 pav. B; 9 takelis) Pand&d pilnas Zmogaus SRP
kompleksas mieli lastekse yra aktyvus ir kartu su Zzmogaus Sec61 komplekso
ir TRAM1 baltymais sugebaET perkelti nedidel dafj TVH baltymo. Vis tik,
zmogaus baltym salygojamas ko-transliacinis perneSima&T Siame darbe
sukonstruotuose kamienuose yra nedidelis, 0 esagtiems miel lasteliy
SRP ir Sec61 kompleksams net nepastebimas (34Bp&y.3, 5 ir 6 takeliai).
Apibendrinus, mieli ko-transliacinio perneSimg ET mechanizmas, nors ir
néra efektyvus perkeliant TVH baltymi ET (apie 20% baltymo yra
glikozilinama) veikia geriau, nei Siame darbe middistekse perkelti zmogaus
ko-transliacinio perneSimo komponentai (kai TVH mesSimas sutris,
perkelia iki 12% baltymo).

Efektyvaus zinduali tipo ko-transliacinio TVH peimo i ET, kai
visas TVH baltymas iidy sintetinamag ET ertng, mieliy lastekse naudojant
zmogaus SRP, Sec61l ir TRAM1 baltymus sukurti nekavyGalimos
priezastys: (a) Sukonstruotuose humanizuotuose éramose zmogaus SRP
baltymy raiSka buvo silpna; (b) Nustatyta, kad naudojad@D@ vektori; ir
bakteriofago T7 RNR polimerazlastekje sintetinasi abi Zzmogaus 7SL RNR
grandires, tockl jos gali susijungti RNR dupleksus; (c) Zmogausgstekse
efektyw sekretuojam baltymy perneSim i ET be bazini komponeni, SRP,
SEC61 ir TRAM1, uztikrina daugyb kity baltymy, dalis kuryy neturi
homolog; mieliy lastekje (Zimmermann ir kt., 2011); (d) Mielilastekje
esanti natyvios SRP dadslgali nukonkuruoti Zzmogaus SRP prisijungiant prie
TVH baltyma sintetinagiy ribosomy. Visos Sios priezastys bus iSsfios ir

jvertintos tolimesniuose darbuose.
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Apibendrinant Siame skyriuje istytus rezultatus, galima konstatuoti,
kad, nors efektyvaus Zmogaus ko-transliacinio dparaiekse nepavyko
sukurti ir iSspesti TVH baltymo perklimo | mieliy lastely ET problena,
taciau buvo sukurti humanizuoti miglikamienai,jvertinta Zzmogaus Sec61 ir
SRP kompleks baltym; sintezs miekse galimylé ir gauti pirmieji rezultatai,
kuriy pagrindu bus toliau tobulinama migliS. cerevisiaeraiSkos sistema,

pritaikant virusing pavirSiaus glikobaltym sintezei.

3.2.2 Zmogaus ET Saperom sintez mieliy lastekse ir jy jtakos TVH

baltymui analizé

Analizuojant TVH sinteg mieliy lastekse nustatyta, kad nedidatalis
(10-20%) TVH yra perneSamaET ir glikozilinama. Bestartio glikobaltymo
glikozilinimo pohidis yra labai svarbus ET Saperonams atpazinti saiipst
vykdyti savo funkcig. Glikozilinimo fermentai ir reakcijos Zmogaus ingtiy
ET yra identiSkos (Hamilton ir Gerngross, 2007)détotikétina, kad
rekombinantinis TVH baltymas mieliET yra glikozilinamas lygiai kaip
zmogaus dstekse — prie asparagino aminaigsties liekanos N-X-T/S
motyvuose prijungiant Glc3aMan9GIcNAc2 cukgrandirg ir po to pasSalinant
viena manozs ir dvi gliukozs molekules. Tad, tikétina, kad TVH baltymo
brendimas mieli lastekse stringa ET @ trakumo tinkama baltymo
susivyniojimy skatinadiy Saperon, o ne @l netinkamo glikozilinimo. Siame

darbe nuspista klonuoti sekaimus zmogaus ET Saperonus kodudjas

genus:
Genas Identifikacijos Zmogaus Identifikacijos
nr. GenBank baltymas nr. UniProt
duomem bazje duomem bazje

HSPAS AF216292 BiP/GRP78 P11021
CANX L18887 Kalneksinas pP27824
CALR M84739 Kalretikulinas P27797

P4HB X05130 PDI PQ07237
PDIA3 U42068 ERp57 P30101
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Zmogaus baltymai pasirinkti atsizvelgidrtai, ar literafiros 3altiniuose
pamiréta, jog jie gveikauja su hgstartiais virusiniais pavirSiaus baltymais
Zzmogaus gstekse. Pamigtina, kad iS vig klonuoti pasirinkii Zmogaus gan
mieliy S. cerevisiaelasteks turi homologus BiP (63% sekos identiska),
kalneksino (23% sekos identiSkumas) ir PDI (28%osekientiSka) baltymus
koduojantiems genams.

Sio eksperimento dizainas buvo &lmtas sekasiai: (a) Susintetinti
mielése Zzmogaus ET Saperonus, nustatyts@vybes; (b)vertinti kiekvieno
Zmogaus Saperono atskiligaka TVH brendimui miehy lastekse; (c) Atrinkti
zmogaus Saperankombinacijas, kurios efektyviausiai skatina TVHIitiao
brendimy mieliy S. cerevisiad=T; (d) Sukonstruots. cerevisiakkamienus su
integruotomis atrinktomis Zzmogaus ET Sapargan; kombinacijomis.

Zmogaus baltymus koduojantys genai buvo klonuotiudojant
komercie Zmogaus kepen KDNR biblioteky (Clontech) gen galuose
iterpiant Xbal RE taikinius. Gauti genai klonuoti specialiai Siam
eksperimentui sukonstrupt pFDC vektonp suliejant su konstitutyviai
veikiarciu mieliy PGK1 geno promotoriumi, o TVH genas paskigarptas
sujungiant su galaktoze indukuojamu mjeeAL7 geno promotoriumi (35
pav.). Gautos plazméd pFDC-TVH-BIiP, pFDC-TVH-CNX, pFDC-TVH-
CRT, pFDC-TVH-PDI ir pFDC-TVH-ERp57 uztikrina takad galaktoze
indukavus TVH sinteg mieliy ET ertné jau kity praturtinta Zmogaus
Saperonais. Tokia bandymo schema labiausiai priniemagaus gsteliy ET

vykstant TVH baltymo brendimui viruso vystimosi met
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35 pav. S. cerevisiae TVH ir Zzmogaus BiP gem raiSkos vektoriaus konstravimo
schema.bla — genas, koduojant[$ laktamaz, nulemiaia E. coli atsparura ampicilinui;
gal7-pr— galaktoze indukuojamas miglGAL7 geno promotorius; gal7-ter transkripcijos
terminatoriuspgk1-pr— konstitutyviai veikiantis mieli PGK1 geno promotorius; pgkl-ter
— transkripcijos terminatorius; fdht mieliy Candida maltosagenas, koduojantis
formaldehido dehidrogenaz nulemiaria mieliy atsparura formaldehidui; _2mk-ars—
mieliy 2mu plazmidts DNR, uZtikrinanti vektoriaus replikagimielese.

Visuy likusiu Zmogaus Saperankartu su TVH raiSkos sistamkonstravimo schema
identiSka.

Sukonstruotomis plazmédhis buvo transformuotos mieliS. cerevisiae
AH22 kamieno dsteks. Pirmiausia buvavertintos rekombinantini mielése
susintetint Zmogaus Saperarsavytes, todl mieliy transformantai uzauginti
terpeje su gliukoze neindukuojant TVH baltymo sintezTam, kad Zzmogaus
ET Saperonai gély atlikti savo funkcig mieliy S. cerevisiadastekse, jie turi
buti pernestii mieliy ET. Rekombinantini Zmogaus Saperanlokalizacija
mieliy lastekse buvo nustatyta iSfrakcionavus mielgsteliy transformuaoi
plazmicetmis pFDC-TVH-BiP, pFDC-TVH-CNX, pFDC-TVH-CRT, pFDC-
TVH-PDI, pFDC-TVH-ERp57 lizatus ir membrargise frakcijose specifiniais
antikinais imunoblotingo pagalba detektavus zmogaus 8apsr(36 pav.).

Kaip matyti iS rezultai, pateikty paveiksliuke, visi zmogaus Saperonai
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imunoblotinge formavo teoriSkai numatyto dydzio gtas, o mieli lastekse
jie buvo aptikti membranirse frakcijose ir yra tirffis nejoniniame detergente
TritonX-100. Tokios rekombinantinizmogaus Saperansusinteting mieliy S.
cerevisiadastekse, savybs pilnai atitinka natyvias gibaltym; savybes. Maza
to, Biochemijos instituto Proteomikos centre ndisig rekombinanting
zmogaus Saperan N-gak, parodyta, kad miése susintetinti zmogaus
Saperonai turi paSalipti ET tinkla nukreipiaia signalire sely. Mieliu
lastekse bestartiy | sekrecim kelia nukreipiany baltym; signalire seka yra
nukerpama signalés peptidags jau ET ertmgje. [vertinus Siuos faktus, galima
teigti, kad miely lastebs sekrecinio kelio komponentai atpsta ir i ET

stkmingai perneSa sintetinamus Zzmogaus ET Saperonuegisingai juos

brandina.
kDa
A 100
70
B 70
56 .
36 pav. Rekombinanting Zmogaus
C 7 Saperom susintetinty mieliy S. cerevisiae
lastekkse savyby analizé. Mieliy S.
56 cerevisiaeAH22 kamieno, transformuoto
pFDC-TVH-BIP (A), pFDC-TVH-CRT
D 70 (B), pFDC-TVH-ERp57 (¢, pFDC-TVH-

PDI (D) ir pFDC-TVH-CNX (B
plazmiccmis, membranimi baltym; (3
frakcija) (T), tirpiu (4 frakcija) (§ ir
netirpiu (5 frakcija) (B 1% TritonX-100
E 100 tirpale membranimi  baltymy frakcijuy
imunoblotingas, naudojant kiekvienam
baltymui specifinius antiknus. M -
molekulits masgs standartas (UAB
Fermentas SM0671).

56

70

Nustaius, kad mielse susintetinti Zmogaus Saperonai yra nukreipiami
reikiamas dsteks strukiiras, buvojvertinta Si baltymy jtaka TVH baltymo
brendimui miely S. cerevisiadastekse. Tuo tikslu, pFDC-TVH-BIiP, pFDC-
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TVH-CNX, pFDC-TVH-CRT, pFDC-TVH-PDI, pFDC-TVH-ERp57
plazmictmis transformuotos miejilasteks pradzioje buvo auginamos augimo
terptje su gliukoze, #iau gliukoz buvo pakeiiama | galaktoze,
indukuojartia TVH baltymo sintez Kaip jau mirgta, buvoivertinti penki
TVH sinte2s miekse aspektai.]vertinus grubius mieli lastely lizatus
(neparodyta, vaizdas identiSkas kaip 14 pav. 1 ligkekonstatuota, kad
Zzmogaus ET Saperonai nepagerina TVH skgeuiekse efektyvumo, baltymo
perneSimag ET proceso bei, logisSkai, nesumazina middsteliy atsako; TVH
sintezs sukeliam streg masto. Vis tik, frakcionuojant miglilasteliy lizatus ir
vertinant Zzmogaus Sapetpritaka rekombinantinio TVH baltymo tirpumui
nejoniniame detergente, pasieh kad Zmogaus kalneksinas zymiai padidina
tirpaus 1% TritonX-100 tirpale glikozilintos TVH kgmo formos kiek (37
pav.). Kaip migta, TVH baltymas, sintetinamas zinduplastekse, yra tirpus
nejoniniuose detergentuose. Kiekybiskai (GE HealtbclmageQuant TL
programa, automatinis veikimo rezimas) buvertintas zmogaus kalneksino
iStirpintos  glikozilintos TVH formos kiekis triju@s nepriklausomuose
bandymuose lyginant su tirpaus glikozilinto TVH tyato kiekiu kai TVH
mieliy lastekse yra sintetinamas vienas ir su kitais Sio darleuntikrintais
zmogaus ET Saperonais. Kiekybinigertinimas atliktas imunoblotingo
membranose, glikozilintos TVH baltymo formos bendranembranini
baltymy frakcijoje kieli vertinant kaip 100% iriSkieki iSdalinantj tirpy ir
netirpy baltyma TritonX-100 tirpale (37 pav.). Vis frakcijy baltyminiy
méginiy skiedimai ir kiekis uzneStag NDS-PAGE gelius buvo visiSkai

vienodas.
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37 pav. Zmogaus ET Saperom jtakos TVH tirpumui mieli y S. cerevisiae lastekse
analizé. Mieliy S. cerevisiadH22 kamieno, transformuoto pFGG3-TVH (TYHFDC-
TVH-BIP (TVH-BiP) ir pFDC-TVH-CNX (TVH-CNX) plazmictmis, membraninj
baltymy (3 frakcija) (), tirpiu (4 frakcija) (S ir netirpiy (5 frakcija) (B 1% TritonX-100
tirpale membranini baltym; frakciju NDS-PAGE (A, imunoblotingas su anti-tetraHis
(Qiagen) antikinais (B ir kiekybinis tirpios glikozilintos TVH formogvertinimas (§. M

— molekulires mags standartas (UAB Fermentas SM0671). IStisiodykle — TVH
polipeptidas, punktyrin — glikozilinta TVH baltymo forma. Papildoma, Zmaga
kalneksino istirpinta TVH baltymo forma, pazyra Zvaigzdute. Skaiai virS stulpeli
Zzymi vidurki gaut, i$ trijy nepriklausom bandymy, rémelis Zymi standartinnuokryp.
Zmogaus CRT, PDir ERP57 3aperapijtaka TVH tirpumui identiSka pavaizduotai BiP
Saperono.

Kaip matyti paveiksliuke, Zzmogaus kalneksinas midhstely ET
apsaugo vidutiniSkai daugiau nei pugikozilintos TVH baltymo formos nuo

agregacijos, kai tuo tarpu kiti Zmogaus Saperoo@iut aktyvumu miely
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lastekse nepasizymi. Moduliuojant migllasteliy lizaty frakcionavimo slygas

— baltyminiy nuody ir 1% TritonX-100 tirpalo diriy santyk, membranini
baltymy ekstrahavimo laik— pavyko pasiekti, kad virs 90% glikozilinto TVH
baltymo, susintetinto miali lastekse kartu su Zmogaus kalneksino baltymu,
buty tirpus nejoniniame detergente (38 pav.). Nustat#al svarbiausia yra
1% TritonX-100 tirpalo ir membranininuosdy tiriy santykis — kuo santykis
didesnis, tuo daugiau glikozilinto TVH baltymo p&eya ekstrahuoti. Vis tik
tai negalioja TVH baltymui, susintetintam be zmogdalneksino pagalbos —
negiZztamai agregavusios TVH baltymo moledail réra tirpios jokiomis

salygomis (38 pav. TVH).

Da TVH 1 TVH-CNX

100

70 - 3B E - -—
55

M T S P T S P

38 pav. Zmogaus kalneksinojtakos TVH tirpumui mieliy S. cerevisiae lastekse
optimizavimas. Mieliy S. cerevisiadH22 kamieno, transformuoto pFGG3-TVH (TYH
ir pFDC-TVH-CNX (TVH-CNX) plazmicemis, bendros membranipi baltymy (3

frakcija) (1), tirpiy (4 frakcija) (§ ir netirpiy (5 frakcija) (B 1% TritonX-100 tirpale
membranini baltym; frakciju imunoblotingas su anti-tetraHis (Qiagen) afmi&is. M —

molekulines mags standartas (UAB Fermentas SMO0671). IStismodykle — TVH

polipeptidas, punktyrin— glikozilinta TVH baltymo forma.

Tik tirptas baltymai galiigyti tinkamy konformacip su hkidingomis
antigenikmis ir imunogenidmis savylmis. Patikrinus nejoniniame
detergente @ Zmogaus kalneksinatakos tirpaus TVH baltymo savybes
imunofermentigje analizje su zmoni sergatiiy tymais serumu bei eritroqit
hemagliutinacijos reakcijose nustatyta, kad TVHtymhs rra reaktyvus.
Zmogaus kalneksinas apsaugo midsistekse TVH baltym nuo agregacijos,
tatiau to nepakanka, kad TVH baltymagyty natyviam baltymui tdinga
konformacip ir aktyvum.

Sekatiame eksperimento etape buvo ngspa isitikinti, ar steldta

zmogaus kalneksinojtaka TVH brendimui yra iddinga tik Zmogaus
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kalneksinui, nes tymvirusas evoliucionuodamas zmogaastékje sskmingai
adaptavo kalneksinpavirSiaus glikobaltymp brendimui (Parlati ir kt., 1995;
Pieren ir kt., 2005), arétlto, kad palyginus su miglikalneksinu, naudojant
daugiakopijines plazmides, Zmogaus kalneksino badtyouvo prisintetinta
zymiai daugiau daugiau, negustekje yra mieliy kalneksino.. Miely
kalneksin, koduojantis genasCNE1l yra reguliuojamas konstitutyviai
veikiarcio, bet silpno (mieli lastekje logaritminio augimo stadijoje migli
kalneksino baltymo suskailojama apie 4500 molekuli promotoriaus, o
Zzmogaus kalneksino sintebuvo indukuojama vieno stipriausimieliy PGK1
(310000 molekul lastekje) geno promotoriaus daugiakopije plazmicje.
Todél nuspesta klonuoti mieli CNE1 gery ir palyginti mieliy ir Zmogaus
kalneksim jtaka TVH brendimui mietse identiSkomis agygomis. Mieliy
CNE1lgenas buvo klonuotgspFDC vektony prijungiant j prie miely PGK1
geno promotoriaus lygiai kaip Zzmogaus Saperonaip®s). Gauta plazméd
pFDC-TVH-CNE. Pirmiausia, kaip ir Zzmogaus Saperatveju, (36 pav.) buvo
patikrinta perprodukuoto mieli kalneksino savyds. Neradus komerciskai
platinamy antikiiny prieS mieliy kalneksin, teko atlikti dvikrypt mieliy
lasteliy, transformuai pFDC ir pFDC-TVH-CNE plazmigmis, membranini
baltymy frakcijy elektroforez (39 pav.). Rodykle paveiksliuke pazgtas
baltymas, kuris aptiktas tik migli transformuai pFDC-TVH-CNE plazmide,
méginiuose,Biochemijos instituto Proteomikos centre buvo idéniotas kaip
mieliy kalneksino baltymas. Be to, kaip ir rekombinarminizmogaus
Saperonai, perprodukuotas miglikalneksinas buvo tirpus nejoniniame

detergente (39 pav. punktyénodyklé).
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39 pav. Mieliy S. cerevisiae Iastekese perprodukuoto miely kalneksino identifikavimas
ir savybiy. A-F — mieliy baltymy 2D elektroforez. Mieliy kamieno AH22, transformuoto
kontroliniu vektoriumi pFDC (A, C, Fir pFDC-TVH-CNE plazmide (B, D, }: bendros
membranini baltymy (3 frakcija) (A ir B), tirpiu (4 frakcija) (Cir D) ir netirpip (5
frakcija) (Eir F) 1% TritonX-100 tirpale baltym frakciju NDS-PAGE po izolektrinio
fokusavimo. IStisia rodykle Zymi masi; spektrometrijos metodu identifikuptmieliy
kalneksino baltyrp, punktyrire — atitinkani baltyma nejoniniame detergente tigpi
membranini baltym; frakcijoje. Netirpiy baltymy frakcijoje toks baltymas neaptiktas.-M
molekulines mags standartas (UAB Fermentas SM0661) (200, 150, 1Q0, 85, 70, 60,
50, 40, 30, 25 and 20 kDa).

Nusta&ius, kad tiek mieli, tiek Zmogaus kalneksinai yra sintetinami
vienodomis glygomis ir savybmis, buvo identiSkomisas/gomis patikrinta
abiep kalneksim jtaka glikozilinto TVH baltymo tirpumui nejoniniame
detergente (40 pav.). Kaip matyti 40 paveiksliugelejimas apsaugoti TVH
glikobaltyma nuo agregavimosi yraudinga tik zmogaus kalneksinui. Migli
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kalneksinas net ir perprodukuotagstekje naudojant stiprius promotorius,

nepasizynjo Zzmogaus homologo sawnis.
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40 pav. Zmogaus ir mielij kalneksiny jtakos TVH tirpumui mieliy S. cerevisae
lastekese anali2. Mieliy S. cerevisiaeAH22 kamieno, transformuoto pFGG3-TVH
(TVH), pFDC- pFDC-TVH-CNX (TVH-CNX ir pFDC-TVH-CNE (TVH-CNB
plazmictmis, bendros membranipibaltymy (3 frakcija) (1), tirpiu (4 frakcija) (S ir
netirpiy (5 frakcija) (B 1% TritonX-100 tirpale membranipibaltym; frakcijy NDS-
PAGE (A) ir imunoblotingas su anti-tetraHis (Qiagen) amti&is (B. M — molekulires
mags standartas (UAB Fermentas SMO0671). Istismodykle — TVH polipeptidas,
punktyrire — glikozilinta TVH baltymo forma. Papildoma, Zmagakalneksino istirpinta
TVH baltymo forma, pazyéta ZvaigZdute.

Sie rezultatai ne tik parodo, kad evoliucikai akut homologiski
baltymai (zmogaus ir mieji kalneksim ar. sekos identiSkumas 24%¢gra
funkciSkai lygiavetiai, bet ir patvirtina darbo metu pasirinktos taks
teisingum, — teisingam TVH brendimui migde toksta kitent zmogaus
lasteliy sekrecinio kelio komponent

Nusta&ius zmogaus kalneksino teigiampoveij TVH brendimui
mielése, buvo susigstyta, kodl kiti Siame darbe tirti Zzmogaus ET Saperonai
netugjo jokios jtakos TVH baltymo sintezei ir saviims. ISanalizavus
zmogaus BiP, kalretikulino, kalneksino, PDI ir ERp%altym; sandad,
vienintelis akivaizdus skirtumas, kuris ¢&al turéti svarbos baltym

funkcionalumui miely lastekse, yra tai, kad zmogaus kalneksinas yra | tipo
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membraninis baltymas, C galu vieRkartg kertantis ir taipisitvirtinantis ET
membranoje, kai tuo tarpu, visi kiti Siame darbei ttmogaus Saperonai
zmogaus gsteliy ET ertneje yra iSlaikomi dka baltymo C gale esaios
KDEL ar. sekos, kusgi atpazsta Zzmogaus ET receptorius KDELKRomu, kad
mieliy homologas, baltymas Erd2p, atiggda HDEL ar. sekas, esaas
baltymy C galuose, tam, kad iSlaikybaltymus ET ert@ge. Maza to, kad yra
zinoma (Dean ir Pelham, 1990), jog HDEL signal&id2p baltymo sistema
yra pralaidi, t.y. neuZztikrina visiSko wsbaltymy molekuliy iSlaikymo ET
ertmeje, mieliy Erd2p baltymo geflimas iSlaikyti baltymus, kuti C gale yra
ne HDEL, o KDEL ar. seka, éma apraSytaslvertinus Siuos faktus buvo
patikrinta miely lasteliy, transformuai pFDC-TVH-BiP, pFDC-TVH-CNX,
pFDC-TVH-CRT, pFDC-TVH-PDI ir pFDC-TVH-ERp57 plazdémis ir
auginy terpje su gliukoze, augimo tekp (41 pav.). Kaip matyti 41
paveiksliuke, mieli augimo terpje buvo aptikta Zmogaus rekombinaniini
BiP, kalretikulino ir ERp57 Saperanpatvirtinta imunoblotingu, neparodyta),
bet neaptikta PDI ir, kaip ir tétasi, kalneksino baltym Tokia analiz rodo,
kad miely lastely ET baltymas Erd2p neatpaia KDEL ar. sekos signalo,
todkl Zmogaus Saperonai, iSskyrus PDEran iSlaikomi ET ertmje ir yra

sekretuojami augimo terp.

kDa
170
130
100
70 -— 41 pav. Mieliq VS. cerevisiag lasteliy,
sintetinan¢iy  Zmogaus Saperonus,
55 .- augimo terpés analiz. Mieliy S.
e cerevisiae AH22 kamieno,
40 transformuoto pFDC _{(1 pFDC-TVH-
BiP (2, pFDC-TVH-CRT (3 ir pFDC-
35 TVH-ERp57 (9§ plazmicmis, augimo

terpes koncentruotos 50x NDS-PAGE.
25 M - molekulirs mass standartas
M 1 o) 3 4 (UAB Fermentas SM0671).

115



Mieliy lasteliy, sintetinadiy rekombinantinius Zzmogaus BIP,
kalretikulino ir ERp57 Saperonus, anal{86 pav.), rodo, kad Sie Saperonai yra
aptinkami ir miely lastely membranini baltym; frakcijose, bet, tai, kad
mieliy Erd2p neatpagta Zmogaus baltymislaikymo ET signalo, leidzZia ne tik
abejoti, ar zmogaus BIP, Kkalretikulino ir ERp57 &amai gali [t
funkcionalis miely lasteliy ET, bet ir kiek 3i Saperon, aptikiy membraniase
frakcijose yra ET ertéje, o kiek tolesniuose baltym sekrecijos kelio
membraniniuose skyriuose — perneSimislpkse, Goldzio aparate aiskeks
plazmireje membranoje. Tad, jvertinus Sias prielaidas, buvo nusgia
pakeisti zmogaus baltymstrukiira, taip, kad jie tikrai bty lokalizuoti ET
ertmeje. Buvo pasirinkta tiesmukiSka, Zzmogaus kalneksabeju patvirtinta
taktika —itvirtinti Zzmogaus BIiP, kalretikulino ir ERp57 Sapaus miely ET
vidinégje membranoje. Siuo tikslu priey$8aperon C gal; buvo prijungta
mieliy lasteliy ET | tipo, viera kara membran C galu kertatiy Cnelp ir
Ostlp baltym transmembraniniai regionai. MigliCnelp transmembraninis
regionas yra 21 ar. ilgio, o Ostlp — taip pat 21lilgio, bet su papildoma 6 ar.
seka, kuri yra eksponuojama citoplazmoje ET é&@or Tam, kad suteikt
Zmogaus Saperonams lankstumo, tarp Saperono sntikambraninio regiono ar.
buvo jterpta iS pasikartojdiy serino ir glicino ar. sudaryta seka — stiebas. IS
viso prie zmogaus BiP, kalretikulino ir ERp57 Sagmar buvo prijungta po 4

transmebranini region; variantus (42 pav.).
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42 pav. Zmogaus ET Sasperap
— sujungimo su mieliy ET
transmembraninine seka schemaA
— Cnelp baltymo transmembraéin
seka (CNE_TM), B— CNE_TM su
serino ir glicino ar. stiebu

Mermbraninis

Citoplazmine

(ST_CNE_TM), C— Ostlp baltymo
I I uodega transmembraninseka (OST_TM), B-
OST_TM su serino ir glicino ar. stiebu
A B C D (ST_OST_TM).

Sukonstruoti chimeriniai zmogaus BiP, kalretikolim ERp57 baltymu
(BIP_CNE_TM, BIiP_ST_CNE_TM, BiP_OST_TM, BiP_ST_O9M ir
CRT bei ERp57 atitinkamai) koduojantys genai bulamkotii pFDC vektoni
lygiai kaip parodyta 35 paveiksliuke. Gautos pladisi pFDC-TVH-
BiP_CNE_TM, pFDC-TVH-BiP_ST_CNE_TM, pFDC-TVH-BiP_OJSTM,
pFDC-TVH-BIP_ST _OST_TM (taip pat ir CRT bei ERp57buvo
transformuotog mieliy S. cerevisiaéAH22 kamien ir patikrintos chimerini
zmogaus Sapergnsavyles (43 pav.) (Parodyta tik chimerinio zmogaus

Saperono BiP savyb, kalretikulino ir ERp57 savyl buvo identiskos).
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43 pav. Mieliy S. cerevisae lasteliy, sintetinantiy chimerinius Zzmogaus BiP Saperono
baltymus, augimo terpés analiz. Mieliy S. cerevisiaéAH22 kamieno, transformuoto,
pFDC (), pFDC-TVH-BIP (3, pFDC-TVH-BIP_CNE_TM (3 pFDC-TVH-
BiP_ST_CNE_TM (¥ pFDC-TVH-BiP__OST_TM (b pFDC-TVH-BiP_ST_OST_TM
(6) plazmicemis, augimo tergs koncentruotos 50x NDS-PAGE. M molekulirts mags
standartas (UAB Fermentas SM0671).

Auginimo tergs analiz parod, kad, Zmogaus BiP Saperonas, sujungtas
su miely Cnelp ir Ostlp baltym transmembranigmis sekomis éra
sekretuojamas terp (43 pav. 3-6 takeliai), tuo tarpu, tokiomis palygomis
sintetinamas natyvios sekos BiP Saperonas yra tsekaenasj augimo terp
(43 pav. 1 takelis)Mieliy lasteliy analiz (44 pav.) parogl kad chimeriniai
zmogaus Saperono baltymai yra aptinkami membraihiaitym, frakcijoje (44
pav. A) ir yra tiris nejoniniame detergente (44 pav. B), lygiai kaapyamios
sekos zmogaus BiP baltymas (44 pav. 2 takelis).
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44 pav. Chimeriniy Zmogaus BiP baltymo, susintetinto mieli S. cerevisiae lastekse,
savybiy analizé. Mieliy S. cerevisiagAH22 kamieno, transformuoto, pFDC)(IpFDC-
TVH-BIP (2), pFDC-TVH-BIP_CNE_TM (3, pFDC-TVH-BiP_ST_CNE_TM_($ pFDC-
TVH-BIP__OST_TM (5, pFDC-TVH-BiP_ST_OST_TM _(6 plazmictmis, bendros
membraning baltymy (3 frakcija) (A ir tirpiu (4 frakcija) (B 1% TritonX-100 tirpale
membranini baltymy frakciju imunoblotingas su specifiniais Zmogaus BiP baltymu
antikinais.M — molekulires mags standartas (UAB Fermentas SM0671).

Vertinant chimerinio Zmogaus Saperono BiP tyrirezultatus (taip pat
ir kalretikulino bei ERp57), galima teigti, kad jumgiant mieliy Cnelp ir
Ostlp baltym transmembranines sritis su serino ir glicino &ebsl ir be jo,
pavyko iSspgsti natyvios sekos BiP baltymui misk S. cerevisiadadinga
problemy — rekombinantinio Saperono sekrecig lasteks vidausi augimo
terpe. Chimeriniai BiP Saperonai pasizymi natyvios seB@® baltymo
savylemis, bet gra paSalinami iSabteks, todl tikétina, kad Sie baltymai yra
lokalizuoti itent ET ertndje, o ne kituose membraniniuossteks skyriuose,
nes N-gale turi ET tinkla nukreipiagia signalire sek, kuri, kaip parodyta,
mielése efektyviai veikia, o C-galeET membranagerpiartias sekas.

Ivertinus chimerini zmogaus BiP, kalretikulino ir ERp57 Saperon
savybes, buvo patikrintawSibaltymy jtaka TVH brendimui miely lastekse.
Indukavus ~ pFDC-TVH-BiP_CNE_TM, pFDC-TVH-BiP_ST_CNBM,
pFDC-TVH-BiP_OST_TM, pFDC-TVH-BIP_ST_OST_TM (taipapir CRT
bei ERp57) plazmigmis transformuotoseastekse TVH sinteg, jvertintos
rekombinantinio TVH baltymo savgb po gveikos su chimeriniais Zmogaus
Saperonais. Deja, lygiai, kaip ir naudojant natgvisekos zmogaus BIiP,

kalretikulino ir ERp57 Saperonus, TVH baltymo saigblyginant su TVH
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baltymu, sintetinamu be zmogaus Saperpagalbos, buvo nepakitusios — tiek
TVH glikozilintas, tiek neglikozilintas TVH agregjgo mieliy lastekje ir
nepasizymi natyviam TVH baltymuiidingomis savybémis.

Apibendrinus Siame skyriuje pateiktus rezultaiesjma teigti, kad iS
visy Siame darbe tikrimt zmogaus ET Sapergnvienintelis kalneksinas t&jo
aiskiai teigiamostakos TVH baltymo brendimui miliS. cerevisiadastekse.
Nors gveika su Zmogaus kalneksinu padidino TVH tirpumekombinantinis
TVH baltymas ngjijo funkcija suteikiagios konformacijos, tod néra
tinkamas diagnostiniams ar profilaktiniams tikslams$Sekantys Sio
eksperimento etapai — atrinkti tinkarniVH baltymo brendim uZztikrinartias
Zzmogaus Saperan kombinacijas ir sukurtiS. cerevisiae kamienus su
integruotomis zmogaus ET Sapeyogen; kombinacijomis — buvo sujungti.
Nuspesta jvairias zmogaus genkombinacijas IS karto perkelti mieliy
genom, nes sukonstravus stabilius humanizuotuos miaimienus, juose be
didesniy pastang galima patikrinti ir kit zmogaus virugs glikobaltymy
brending.

3.2.3 Mieliy S. cerevisiae kamieny, su integruotais Zzmogaus Saperan

genais, Kirimas

Siekiant sukurti mielesS. cerevisiag sintetinadias aktyvius virug
glikobaltymus,, nuspsta sukurti kamienus, kuri genome bty ne tik
integruotosijvairios zmogaus Saperpngen; kombinacijos, bet ir paSalinti
mieliy baltymai, potencialiai galintys trukdyti Zmogauslikgbaltymy
brendimui. Toks kamienas ne tik lejstsusintetinti aktyvius virusinius
pavirSiaus baltymus, bet ir nustatyti, kurie ZmagaSaperonai virus
evoliucijos zmogaus abtekje eigoje buvo idarbinti £kmingai viruso
replikacijaijvykti.

Pirmiausiaj mieliy genom nuspesta integruoti Zzmogaus kalneksino
gem, kadangi buvo nustatyta, kad zmogaus kalneksuadeigiamosijtakos
TVH baltymo brendimui (3.2.3). Toks kamienastippagrindu ki, Zmogaus

Saperon ir jvairiy ju kombinacij integracijai. Zmogaus kalneksimasirinkta
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integruoti; mieliy URA3geno lokus, dél dviejy priezasiy: (a) Panaudojant 5-
fluororotine rigst lengva atrinkti mieli lasteles, kurios¢vyko rekombinacija,
kurios metu iSsimusS mieliy URA3 genas ir (b) Tokiu #du gaunamas
auksotrofinis mieli ura3 kamienas su galimybe panaudoti midlRA3 gery
kaip zymen tolesrtése manipuliacijose. Siuo tikslu klonuotos mijelJRA3
gem supaitios sekos; pUC57 vektony, o tarp 1 Zmogaus kalneksino geno
mieliy PGK1 geno raiSkos kasete 1, 2 ar 3 kopijos (45 pav.). Tokiddu
sukonstruotos homologinei rekombinacijai skirtoazphicks pUC-URAS3rec-
PGK1rk-CNX, pUC-URA3rec-2xPGK1rk-CNX ir pUC-URA3re&8xPGK1rk-
CNX. Panaudojant Sias plazmides visas mielRA3 genas pakéiamas 1, 2
ar 3 Zzmogaus CNX geno, miglPKG1 raiSkos kaseéte, kopijomis. Nuspsta
integruotii mieliy genom 1, 2 ar 3 Zzmogaus CNX geno kopijas, ne vien tam,
kad jvertinti, kaip rekombinantinio baltymo raiSka pakiso nuo geno dég,
bet ir palyginti baltymo raiskos lygu daugiakopijigie plazmictje iklonuota

CNXgeno raisSkos kasete.
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45 pav. Zmogaus kalneksino geno rekombinacijog S. cerevisiae URA3 geno lokug
plamidZiy konstravimo schemabla— genas, koduojantfslaktamaz, nulemiagia E. coli
atsparurma ampicilinui; pgk1-pr— konstitutyviai veikiantis mieli PGK1 geno promotorius;
pgkl-ter— transkripcijos terminatorius; pUC-oriplazmias replikaciy bakterijoseE. coli
uztikrinanti seka;_cnx Zmogaus kalneksino genas; ura3 5‘teapytiksliai 2kb mieli
genomo seka ikURA3geno START kodono; ura3 3'ree apytiksliai 2kb mieli genomo
seka NUOURA3 geno STOP kodono. Zmogaus CNX genas mi€GK1 geno raiskos
kasetje iS plazmids pUC57-PGK1rk-CNX iSkerpamascc65lir ECORVRE ir jliguojamas
i pUC57-URA3rec plazmig linearizuo Acc65lir ECORVRE, tarp rekombinacijaimieliy
genoURA3Iokus skirty seky. Antra, tomis p&iomis RE iSkirpta, CNX geno raiSkos kaset
iliguojama i pUC-URAS3rec-PGK1rk-CNX plazmig linearizuof Acc65I ir Nrul RE.
Tredia, atitinkamai kaip antra, tikpUC-URA3re-2xPGK1rk-CNX plazmic:.

Mieliu S. cerevisiae AH22 kamienas buvo transformuotas
sukonstruotomis plazmédhis, prieS tai jas linearizavuscol ir BstBl RE.
Mieliy kamienai, kuriuosejvyko numatytas homologés rekombinacijos
ivykis, atrinkti miely transformantus auginant ant téspsu 5-fluororotine
ragsStimi. Tergje su 5-fluororotine @gstimi augatios kolonijos buvo
tikrinamos toliau PGR metodu naudojant specifinpsdmenis, siekiant

jvertinti genomeijvykusius pakitimus. Sekoskaitos ddu buvo patikrintos
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integruot; gen; sekos. Kadangi 5-fluororogénrigstis yramutagenas, gauti
mieliy kamienai S. cerevisiaeAH22 URA3::PGK1rk-CNX, S. cerevisiae
AH22_URAZ3::2xPGK1rk-CNX ir S. cerevisiaeAH22_ URAS3::3xPGK1rk-
CNX, su integruotomis 1, 2 ar 3 Zmogaus CNX gemékos kaséu kopijomis
vietoje miely URA3 geno, patikrinti fenotipiSkai. Humanizuoti kamiena
auginti antivairiy mitybiniy terpiy ir lyginami su iSeiginiuS. cerevisiadAH22
kamienu. Buvojsitikinta, kad pasirinktos mieji lasteks &l 5-fluororotinés
ragSties poveikio fiziologiSkai nepakito. ParuoSusulgus mieliy lasteliy
lizatus buvo patikrinta Zmogaus kalneksino raiSken&inizuotuose kamienuose
su integruotomis CNX geno kasetis ir palyginta su kalneksino raiSka
mielése, kuriose CNX raiskos kasebuvo daugiakopijirtje plazmidje (46

pav.).
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46 pav. Humanizuoty mieliy S. cerevisiae kamieny, su integruotu jvairiu Zmogaus
CNX geno kopijg skaifiumi, analizé. Mieliy S. cerevisiae AH22 kamieno,
transformuoto pFDC (1 ir pFDC-TVH-CNX (3 plazmicemis, ir
AH22 URA3::PGK1rk-CNX, AH22 URA3::2xPGK1rk-CNX beAH22 URA3::3x
PGK1rk-CNX kamien lasteliy grubiy lizaty NDS-PAGE (A ir imunoblotingas (B su
specifiniais Zmogaus kalneksino baltymui amti&is. M— molekulirtss masgs standartas
(UAB Fermentas SM067:
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Kaip galima suprasti iS paveiksliuko, sukurtuosenhnizuotuose mieji
S. cerevisiaekamienuose yra sintetinamas Zzmogaus kalneksintynbas.
Lyginant kamienus, kuriuosgtatytos 1, 2 ar 3 zmogaus CNX geno kopijos,
galima pastedi, kad dicjant gem kopiju skatiui, aiSkiai dicja ir
rekombinantinio Saperono kiekis. Miglikamiene, kuriame integruotos 3
mieliy PGK1 geno raiSkos kasge esatiios zmogaus CNX geno kopijos,
sintetinamo Zmogaus kalneksino kiekis yra tik ngdawazesnis lyginant su
baltymo kiekiu, kuris yra susintetinamas mielastekje naudojant4 paia
raiSkos kaset patalping daugiakopijingje plazmiaije (46 pav. 2 ir 5 takeliai).
TeoriSkai, daugiakopijigs plazmids, valdomos mieli dvimikroninés
plazmicks replikaciy uztikrinartios sekos, dsteks branduolyje tina apie 50
kopijy, tockl tai, kad baltymo, sintetinamo nuo plazijelesagio geno ir nuo
integruoty 3 geno kopip genome, kiekis yra apytiksliai vienodas, rodo, kad
mieliy PGK1 promotoriy reguliuojartiy transkripcijos faktorj lastekje néra
tiek, kad uztikring 50 PGK1 geno promotoy veikla. Tolesniems darbams
buvo pasirinktas 3 Zmogaus CNX geno kopijas gendorentis mieliy
kamienas.

Patikrinus S. cerevisiae AH22 URAS3::3XxPGK1-CNX kamiene
gaminamo zmogaus kalneksino savybes itgka TVH brendimui, buvo gauti
tokie pat rezultatai, kaip ir sintetinant kalneksirbaltymra naudojant
daugiakopijir plazmidz (37 ir 38 pav.). Tai atrodo visiSkai logiSka, nes
integracijaii genom naudota ta pati Zzmogaus CNX geno seka, o kalneksin
baltymo kiekis 4stekje yra panasus.

Toliau humanizuojant mieli sekrecim kelia, buvo nuspgsta mieliy
kalneksin, pakeisti Zzmogaus kalneksinu. Miglkalneksinas éra gyvybiskai
lastelei kitinas baltymas, tadl tokia manipuliacija yra nesétinga. Kaip
parodyta ankS8au apraSytuose rezultatuose (3.2.3), middalneksinas netgi
perprodukuotas mialilastekje, neturijtakos TVH baltymo brendimui ET. Vis
tik, tai, kad zmogaus ir mielikalneksim atpazstamas substratas yra vienodas,
nes miely ir zmogaus ET glikobaltympirmtakai yra N-glikozilinami visiSkai
vienodai, leidzia manyti, kad abu kalneksinai kamiaja miely ET cEl
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saveikos su TVH baltymu. LogisSka prielaida — zmog&adneksinas negali
saveikauti su visomis TVH baltymo molelamis, nes dalisy saveikauja su
mieliy kalneksino baltymu. Aisku, tai, kad zmogaus kasne& raiskaS.

cerevisiae AH22_URA3::3XxPGK1-CNX kamiene yra zZymiai stiprésnei

mieliy kalneksino bei tai, kad ankstesniuose bandymuoeaedojant pFDC-
CNX-TVH plamick, pavyko iS5 membranini frakciju ekstrahuoti apie 90%
glikozilinto TVH baltymo (38 pav.) rodo, kad miglikalneksinas didés

neigiamositakos zmogaus kalneksino ir TVHwikai neturi. Vis tik atliekant
darlm, kurio rezultatai sunkiai nug@mmi, bet kokiosimanomos kiities

paSalinimasgali prisickti prie galutinio teigiamo rezultato.

Siam tikslui buvo sukonstruota plazmidpUC57-CNEL1::CNX (47
pav.), kurioje Zzmogaus CNX genas buptonuotas tarp mieli CNE1 geno
promotoriaus ir transkripcijos terminatoriaus bemnologinei rekombinacijai ir
transformani atrankaireikalingy sekj.

FroRI(397)
Xhal (1260)
pllai  J .,
ax
———
sius) 1 pUCS7-CNEL:CNX
10409
ael4sc ®
T
Xhbal (3048)
BamHI (7123) / aelte
hisG hisG
a3

47 pav. Zmogaus kalneksino geno rekombinacijagi S. cerevisae genomy, pakeiiant
CNEL1 gem, skirtos plazmidés schemabla— genas, koduojantfs laktamaz, nulemiaia

E. coli atsparura ampicilinui; cnel-pr— mieliy CNE1 geno promotorius; cnel-ter
transkripcijos terminatorius; pUC-ofi plazmias replikacij bakterijoseE. coli uztikrinanti
seka;_cnx Zmogaus kalneksino genas; cnel-apytiksliai 1kb mieli genomo seka nuo
CNE1 geno STOP kodono; ura3 miely URA3 genas; _hisG— pasikartoja&ios,
homologinei rekombinacijai ir tarpyjesadio URA3 geno paSalinimui, skirtos sekos.
Homologire rekombinacija vyksta tarp cnel-pr ir cnel-recysplazmictje ir genome, ko
paskoje, vietoj mieli CNE1 geno sekogsistato Zmogaus CNX genas €INE1 geno
terminatoriumi ir integrantatrankai reikalingas mielilURA3genas, apsuptas HisG gek
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Sall ir EcoRI linearizuota pUC57-CNE1::CNX plaznidd buvo
panaudota S. cerevisiae AH22 URAS3::3xPGK1-CNX kamieno
transformacijai. Transformantai, kuriuose mieGNE1 gery pakeit Zmogaus
CNX genas, atrinkti i¥gus ant terps be uracilo. Galimos genomo pertvarkos
buvo jvertintos naudojanPGR su specifiniais pradmenimis bei ndata
lokuso nukleotid sek. Gautas kamienasS. cerevisiae AH22
URA3::3XxPGK1-CNX_CNEL1::CNX, kuriame iSmusStas mielikalneksino
CNE1lgenas ifjvestos 4 zmogaus CNX geno kopijos: 3 kopijos regyémos
mieliy PGK1 geno promotoriaus ir 1 €NE1 geno promotoriaus. Vis tik,
baltymy lygyje patikrinti arivyko numatytas ganpasikeitimas nepavyko, nes:
(a) kaip mirgta, komerciskai platinamantikiiny prieS miely kalneksin néra;
mieliy kalneksino raisk indukuoja labai silpnas promotorius, ébdb) mieliu
kalneksin, aptikti dvikrypeés baltymy elektroforezs geliuose yra sunku, o (c)
ivertinti nezymy Zzmogaus kalneksino baltymo kiekio pagicha kamiene,
kuriame jau yra gausiai sintetinamas zmogaus kalnak, ngnanoma.
Gautame mieli kamiene patikrinus rekombinantinio TVH baltymo gaes,
nustatyta, kad miali CNE1 geno iSmusSimas bei papildomos Zzmogaus CNX
geno kopijogvedimas mieli genome, zymiogakos, lyginant si. cerevisiae
AH22_URAZ3::3xPGK1-CNX kamienu, virusinio baltymodmndimui neturi —
zmogaus kalneksino apsaugoto nuo agregacijos TVIHnba kiekis lieka
panasus ir, savaime suprantama, netampa aktyvastigeniskas. Vis tik,
tolimesniems bandymas pasirinkta naudoti S. cerevisiae
AH22 URA3::3xPGK1-CNX_CNEL1::CNX kamiaendél keleto prieza&iy: (a)
Papildoma Zzmogaus CNX geno kopija, nors ir induio@ silpno
promotoriaus, reiSkia daugiau zmogaus kalnekseikalingo TVH brendimui,
baltymo; (b) Mieliy kalneksino, kuris gaty trukdyti Zmogaus glikobaltym
brendimui mietse, paSalinamas, nors ir teigiamgakos TVH brendimui
nesuteik, bet ir nepakedt mieliy S. cerevisiadenotipo ir fiziologijos; (c) Pats
darbo principas reikalauja sukurti humanizuotuslimpikamienus, tod jei tik

imanomas, mieli sekrecinio kelio komponemt pakeitimas zmogaus
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homologais gali ne tik téti jtakos virusing baltymy brendimui, bet ir atsakyti
1 fundamentaliai bei evoliuciSk@omius klausimus.

S. cerevisae AH22_URA3::3xPGK1-CNX_CNE1::CNX kamienas,
paSalinusjvest mieliuy URA3 gemy pergjant ant 5-fluororotids rigsties,
panaudotagvairiy Zmogaus Saperargen; kombinacij; jvedimui. Siuo tikslu
buvo sukonstruotos plaznéisl skirtos paviemi geny ir jvairiy ju kombinacij
integracijaij mieliy genom.

Pirmiausia, BiP, kalretikulino, PDI ir ERp57 zmagaSaperomngenai ir
chimeriniai, su mieli Cnelp baltymo transmembraniniu regionu ir serino -
glicino ar. stiebu sujungti $igemn; variantai (3.2.3) buvaklonuoti | mieliy
konstitutyviai veikiatias PGK1 ar TEF2 gen raiSkos kasetes (48 pav.). Abu
gen; sekos variantai pasirinkti, nes galutinai nebussiaiskinta, kurios sekos
zmogaus Saperonai yra akigvmieliy ET. Pasirinktos skirtingos miglraiskos
kasets, turirtios PGK1ir TEF2 gen; promotorius nes, kaip apraSyta ahég,
pastebta, kad miely lastek néra paggi efektyviai aptarnauti daugGK1geno
promotoriaus kopij. Zmogaus Saperammieliy raiskos kases, pasinaudojant
paveiksliuke nurodytomis RE, buvo sujungtos po ar & vienoje plazmige,
tokiomis kombinacijos, kurios nurodytos schemojali&usiai, visos raiskos
kasets ir ju kombinacijos perkeltosdarbo metu sukonstrupvektoriy, skirta
tiksliniy geny integracijaii mieliy rDNR IGS1 lokus ir transformani atrankai

auksotrofiniuoseira3 mieliy kamienuose.
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48 pav. Zmogaus BiP, CRT, PDI ir ERp $aperonus kochjanéiy geny integracijai j S.
cerevisae genomo IGS1 lokug skirty plazmidziy konstravimo schema.bla — genas,
koduojantisp laktamaz, nulemiaia E. coli atsparura ampicilinui; pgkl-pr — mieliy
PGK1 geno promotorius; pgkl-ter transkripcijos terminatorius; tef2-pr mieliy TEF2
geno promotorius; tef2-ter transkripcijos terminatorius; pUC-oH plazmias replikacig
bakterijose E. coli uzZtikrinanti seka; _igsl ir igs2— mieliy ribosomires DNR
netranskribuojamos interger sekos; rdn5- 5S ribosomiés RNR genas; ura3 mieliy
URA3genas; hisG- pasikartojagios, homologinei rekombinacijai ir tarp psadio URA3
geno paSalinimui, skirtos sekos. Viduryje surasyliess pUC57 vektoriuje sukonstruotos
Zmogaus Saperargen; kombinacijos. Kiekvieno geno raiskos kastetkia, kokia nurodyta
pirmoje eilutje. Homologire rekombinacija vyksta tarp plaznéie ir genome esany igs2-
rdn5 ir igsl 3' sel. Atitinkamai sukonstruotos ir plaznéisl skirtos & p&iu gemny
chimeriniy, su mielipy Cnelp baltymo transmembraniniu regionu ir gliche serino ar.
stiebu (BiP_ST_CNE, CRT_ST_CNE, PDI_ST_CNE ir EREV_CNE) sujungt sekg
integravimuii IGS1 lokug.

Sukonstruotos 30 skirtimgplazmidzip buvo linearizuotosAsiSI RE ir
panaudotos miali S. cerevisiaeAH22_URA3::3xPGK1-CNX_CNE1::CNX
kamieno transformacijai. Kaip mita, IGS1 seka mialigenome yra pakartota
nuo 150 iki 200 kart, tockl kiekvienu atveju reikalinga atrinkti kamienus

geriausiai sintetinaiius rekombinantinius zmogaus Saperonus. Kamienai,
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kuriuoseijsistat optimalus zmogaus Saperpgen; kopiju skatius, kiekvienu
atveju atrinkti pagal sekarm schem:

(a) Transformantai iggami ir iSklonuojami ant tergs be uracilo;

(b) Pasirinkti 8 kamienai perbraukomi ant t&essu 5-fluororotinetrgstimi,

0 gauti auksotrofiniaiura3 kamienai patikrinami fenotipiskai ir
fiziologiskai;

(c) Ivyke pakitimai pasirinki mieliy kamieny genomeijvertinami PGR
budu ir nustatant integruozmogaus gannukleotid; sek;

(d) Atliekama pasirinki mieliy kamien lasteliy grubiy lizaty NDS-PAGE
ir imunoblotingas su specifiniais vienam IS baltyrkurio genas buvo
integruotas, antiknais. Atrenkamas optimalus, ty. geriausiai
rekombinantin Saperoa sintetinantis kamienas. Jeigu buvo integruota
keletas gem taupant antiknus ir laiky, imunoblotingas prieS kitus
Zzmogaus Saperonus grubiuose lizatuose neatliekameadpgiska, kad
jeigu buvo integruojama keleto gemaiSkos kasét visy gen isistato
vienodas kopij skatius;

(e) Atrinkto optimalaus mieli kamieno 4steliy baltymai frakcionuojami ir
bendroje membranini baltymy frakcijoje (3 frakcija) imunoblotingu
nustatoma ar yra sintetinami visi Saperonai, kggenai buvo integruoti.
49 paveiksliuke parodyta, kaip atrinktas geriauamogaus chimerinius

BiP, kalretikulino, ERp57 ir PDI Saperonus sintatitis mielip kamienass.
cerevisiae AH22 URAS3::3xPGK1-CNX_CNE1::CNX_IGS1-PGK1rk-BiP_
ST_CNE-PGK1rk-CRT-TEF2rk-PDI-TEF2rk-ERp57. Visi iki29 kamienai,
geriausiai sintetinantygrsairias zmogaus Sapenprikombinacijas, atrinkti taip
pat.

129



kDa kDa

170 -

A1.%0_._ C170
- — — — — — —-— 130 —

100-—--——-—-_._...-___—-_-; i
T O e S A e ——

e % B F F T T F 3 70
— - E 3 - — —

see HE S S S W W - =W "
—

40__-.-_....-'

. B F F T T R B 40

35---—-----; 35
-_— == = e = e == -

- EECSEEEETE
e

B 100w DTOY
70— 55 -
55 = E 70—

M K 1 2 3 4 5 6 7 8 55 W— e —

F 7

55
G100 s
70 | .-

M K 35 8

49 pav. Humanizuoto miely S. cerevisiae kamieno, su optimaliu IGS1 lokuse
integruoty chimeriniy Zzmogaus BiP, CRT, PDI ir ERp57 Saperog gem kopiju
skai¢iumi, atranka ir analizé. Mieliy S. cerevisiae AH22 URAS::3XxPGK1-
CNX_CNEZ1::CNX kamieno, transformuoto pUC57-IGS2-RBNES1-BiP_ST_CNE-
CRT_ST_CNE-PDI_ ST_CNE-ERp57_ST_CNE plazmidstdliy grubiy lizaty NDS-
PAGE (A ir imunoblotingas (B su specifiniais Zmogaus kalretikulino baltymui
antikiinais bei bendros membranirnhaltymy frakcijos NDS-PAGE (ir imunoblotingas
su specifiniais antiinais Zmogaus ERp57 _JPPDI (B, kalretikulino (§ ir BiP (G
baltymams._ K- iSeiginio mieli AH22_ URA3::3XxPGK1-CNX_CNE1::CNX kamieno
lasteliy baltymy meginiai, 1-8— pasirinkti mieli transformantai, M- molekulires mags
standartas (UAB Fermentas SM06

Kaip matyti 49 paveiksliuke, analizuojant grubiuskrinamo
humanizuoto mieli kamieno 4steliy lizatus, kaip ir tiktasi, pastedi
rekombinantinio baltymo raiSkos skirtumai (49 pawd-8 takeliai).
Tolimesniems bandymams pasirinktansformant (nr. 5 ir 8) baltymai buvo
iSfrakcionuoti ir bendroje membraninibaltym; frakcijoje jvertinta vig
integruot; gem raiska (49 pav. C, D, E, F ir G).eMgi, tai rodo, kad tikslini
geny iterpimuij mieliy genom ribosomires DNR IGS sekos puikiai tinka, bet
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butina atrinkti geriausiai rekombinantinius  baltymusintetinaius
transformantus.

Visi 30 atrinkti geriausiai Zzmogaus Saperonusairias jy kombinacijas
sintetinantys mieli S. cerevisiagkamienai buvo transformuoti pFGG3-TVH
plazmide ir jvertinta sinergetié@ zmogaus Sapergn itaka tymy viruso
hemagliutinino baltymo brendimui mieli lastely ET. ISanalizavus
humanizuog mieliy kamieny, transformuai pFGG3-TVH plazmide, grubius
lasteliy lizatus, membranines frakcijas iwvertinus rekombinantinio TVH
baltymo savybes, nustatyta, kad zmogaus BiP, Kaligto, ERp57 ir PDI
Saperonai, tiek natyvios sekos, tiek sulieti sulimi€nelp baltymo ir glicino
bei serino ar. stiebu, mieglilastekse sintetinami kartu su Zmogaus kalneksino
baltymu po viea ar jvairiose kombinacijose, jokios teigiamdmkos TVH
baltymo brendimui neturi. Visuose humaniauahieliy kamieny variantuose
TVH baltymo pernesSta ET bei glikozilinto kiekis, tirpumas nejoniniame
detergente ir imunogeniSkumas liko nepakiyginant su iSeiginiamesS.
cerevisiae AH22 URA3::3xPGK1-CNX_CNE1::CNX kamiene susintétin
rekombinantiniu TVH baltymu. Trumpai, vienintelisnpgaus ET Saperonas —
kalneksinas — skatina TVH baltymo brendimieliy lasteliy ET.

Taip pat Siame skyriuje verta pargtinmors ir neskmingus, befdomius
ir daug darbo pareikalavusius bandymus, kurie bahiti siekiant pakeisti
vieng pagrinding mieliy ET baltymy — Kar2p — Zmogaus homologu BiP. Kaip
minéta, darbo tikslas reikalauja sukurti miglikamienus, kuriuose iy
humanizuotas visas miglisekrecijos kelias, t@tl mieliy Kar2p pakeitimas
zmogaus homologuily labai svarbus zingsnis. MigliKar2p baltymas yra
lastelei gyvybisSkai Bbtinas, todl, kaip ir ankgiau aprasSytuose bandymuose
pakeisti mielp gyvybiSkai svarbius baltymus, rezultatai sunkiaismjami.
Siuo tikslu buvo sukonstruotos plazrsg kuriose, panasiai kaip plazréjel
skirtoje miely CNE1geno pakeitimui Zzmogaus CNX genu (47 pav.), Zzmegau
BiP genas buvditerptas tarp mieli KAR2geno promotoriaus ir terminatoriaus
bei homologinei rekombinacijai ir transformanatrankaireikalingy seky.

Lygiai tokia pat plazmié buvo sukonstruota ir naudojant chimerisu mieliy
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Cnelp baltymo transmembraniniu regionu saliznogaus BiP geno sgk
Linearizavus, Siomis plazmidhis buvo transformuots. cerevisiaeAH22 ir
ank<iau aprasytiS. cerevisiaeAH22_ URA3::3xPGK1-CNX_CNE1::CNX_
IGS1-PGKrk-BiP irS. cerevisiaddH22_URAS3::3XxPGK1-CNX_CNE1::CNX_
IGS1-PGKrk-BiP_ST_CNE kamienai, kuriuose jau singanas zmogaus
natyvios ir chimerias strukiiros BiP baltymas. Vis tik, nei viename IS tikgnt
varianty nepavyko mieli KAR2 geno pakeisti Zzmogaus BiP Saperono genu.
Rezultatas aisSkiai rodo, kad mieliKar2p ir zmogaus BiP baltymai yra
funkciskai nelygiavetiai.

Apibendrinus Siame skyriuje pateiktus rezultatgalima konstatuoti,
kad didziausias ir pagrindinis rezultatas yra st&kunumanizuai mieliy
kamieny kolekcija, kura galima panaudoti siekiant optimizuatrairiausiy
baltymy sintez ir sekrecij mielse. Si mieliy kamieny kolekcija bus
naudojamacsiant mieli, humanizacijos eksperimentus, toliau modifikuojant

mieliy baltymy sekrecin kelia.
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4. Rezultal aptarimas

Mielés, daugiausialSaccharomyces cerevisiaeyo seno naudojamos
maisto pramoéje. FaktiSkai visos istorijai zinomos zmanbendruomeés
vienaip ar kitaip iSmoko panaudoti mieles maistogérimy fermentacijai.
Vystantis mokslui ir kaupiantis zinioms apie mieljenetilh, biochemiy ir
fiziologija bei kuriant naujas technologijas, ypatingai rekorabtinecs DNR
metodus, miéls tapo bene svarbiausiu modeliniu organizmu bigdggyiir
practtos naudoti biotechnologijoje. Misd <skmingai naudojamos
rekombinantini baltym; sintezei, chemikal bei biokuro gamybai ir dar
daugelyje kit jvairiy sriciu (apzvalgai Roberts ir Oliver, 2011).

Mieliy lasteks, tam, kad patenkipt vis dickjanti jvairiy
rekombinantini baltymy poreik (Walsh, 2010), yravairiai modifikuojamos,
siekiant padidintisintetinany tiksliniy baltymy iSeigas, pagerintiyj kokylx,
aktyvuma bei gryninimo paprastuin Mieliy lasteliy tobulinimas apima beveik
visas baltym brendimo stadijas:

(a) Salinamos mielj proteazs atsakingos uZ sintetinamheterologini

baltymy degradaci;

(b) Didinamos ar ke&iamos baltym vidulastelinio transporto mechanizm

galimykes;

(c) Perprodukuojami baltymo teisingam susivyniojimukaéingi Saperonai

ir fermentai;

(d) Sukurtas zinduali tipo baltymy N-glikozilinimo kelias Goldzio aparate.
Be to, heterologimi baltymy sintezei yra kuriami nauji vektoriai ir
adaptuojamos naujos migliaSys (apzvalgai Idiris ir kt., 2010).

Pataruoju metu iSkilo nauja biotechnologijos sr#isintetig biologija,
ir, Zzinoma, miels yra labiausiai naudojamos ir Sioje srityje. Sintss
biologijos esm suteikti bstelei savyhi, kuriy ji natfiraliai neturi. Tai
pasiekiama kuriant naujas biologines dalis (gernadtymus), modeliuojant
esamus ir kuriant naujus biocheminius kelius. Tdiekkama modifikuojant

mieliy metabolitin kelia pritaikant j naup junginiy sintezei. Tokiu bdu
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sukurti miely kamienai galintys anglies Saltiniu biokurui gamintwudoti

neiprastus cukrus, sintetinantygairius augal metabolitus izoprenoidus,
omega-3 nesgsias riebal ragstis, butanagl bei kitus jvairius junginius

(apzvalgai Krivoruchko ir kt., 2011). Taip pat sukumieliy kamienai,

pasizymintys zinduoli tipo baltymy N-glikozilinimu.

Sis darbas, lygiai kaip humanizuoto baltyrN-glikozilinimo kelio
karimas, apima abi, miali lasteliy tobulinimo pritaikant rekombinantiaqi
baltymy sintezei ir sintetiés biologijos, sritis. Darbo metu buvo siekiama
suteikti miely lastelei savyhi, kuriy ji natiraliai neturi — sintetinti aktyvius ir
antigeniskus zmogaus vimpavirSiaus glikobaltymus. To siekiama perkeliant
i mieliy lasteles Zmogaus sekrecinio kelio komponentus, ud#ktius
tinkam sucttingy glikobaltymy brendima. Tokiu bidu norima miely Iastekje
sukurti naug biochemin kelia, suteikiani jai nauj; funkcijy.

Pirmoji Sio darbo dalis skirta apmibinti Zmogaus tym viruso
glikobaltymo brendimo procesus miglisekreciniame kelyje, nustatant
neefektyvios 3i baltymy raiSkos mielse priezastis. Darbo eigoje purkarta
buvo apraSytos tymviruso hemagliutinino (TVH) sintés galimyles miekse
Saccharomyces cerevisiae Pichia pastorisir parodyta, kuriuose mieli
baltymy sekrecinio kelio etapuose yra su¢sk rekombinantinio baltymo
brendimas Ciplys ir kt., 2011a). Klasikiss miely radys ir standartiniai
rekombinanting baltymy raiSkos ir gryninimo protokolai éna tinkami
diagnostikai ir vakcin karimui reikalingo TVH baltymo gavimui. Didzioji
dalis (80-90%) rekombinantinio TVH baltymo, sustimtamo mietse
naudojant stiprius promotorius,éna glikozilinama, baltymas lieka mieli
lasteliy citoplazmoje ir kartu su kai kuriais miglibaltymais negdgtamai
agreguoja. (14 pav.). Zinduglilastebse susintetinto ir idgryninto TVH
baltymo preparatuose neglikozilinto TVH baltymo pe&akama visiSkai
(Kidokoro ir kt., 2002). Vabzdai lastekse naudojant bakulovirusraiSkos
sistemas, daugiau nei gususintetinto TVH baltymo sudaro neglikozilinta
apie 65kDa molekuligs masgs forma (Vialard ir kt., 1990). Rekombinantinis

TVH baltymas, susintetintas transgeis@ morkose yra taip pat yra mazssn
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molekulints mags nei natyvus baltymas, kas rodo skiringlikozilinimo
pohadj (Marquet-Blouin ir kt., 2003). Atrodo, kad TVH Iyaino brendimas,
pereinant nuo zindualilasteliy | maziau suétingas raiSkos sistemas, yra vis
labiau sutriks, o Zemesniuosiuose eukariotuose - ésel didzioji TVH
baltymo dalis aptinkama nesubrendusio baltymo fgem®ik nedidet dalis
TVH baltymo mieése yra 8kmingai perkeliamg ET ir glikozilinama. Tai
rodo, kad mieli lastekse virusinio glikobaltymo translokacijos mechanizma
yra labai neefektyvus lyginant su zindualistekmis.

Proteomiig S. cerevisiadasteliy, sintetinadiy TVH baltyma, analiz
leido nustatyti specifin mieliy atsalg i streg, kur sukelia TVH baltymo
agregatai. Nustéus mieliy baltymus, kun raiSka stekje padicja dél TVH
baltymo sintegs (18 pav., 1 lenté), parodyta, TVH sintez mielése sukelia
neseniai aprasytcitoplazmin nesusivyniojusi baltym; atsalkk (UPR-cyto)
(Metzger ir Michaelis, 2009). Pagrindinis Siameld#aaprasSyto atsakiostreg
pozymis yra ypatingai dideli baltym; agregai, kuriy Serd sudaro TVH ir
mieliy eEF1A baltymai, susidarymas (19 pav.). Eukaridtansliacijos
elongacijos faktorius 1A (eEF1A) yra lokalizuotagstéks citoplamoje ir
atlieka daug svarhi funkciju: (a) aminoacil-tRNR pristatymag ribosona
(Grosshans ir kt.,, 2000); (b) aktino citoskeletogaoiizacija ir 4steks
morfologijos palaikymas (Gross ir Kinzy, 2005) ;) (naujai susinteting
baltymy kokybés prieziira (Hotokezaka ir kt., 2002); (d) netinkamai
susivyniojusi baltymy nukreipimas degradacijai (Chuang ir kt., 2005).
Nustatyta, kad eEF1A turiSaperonus panasktyvumy ir, skirtingai nei Kiti su
transliacija susg veiksniai, gveikauja su naujai susintetintais polipeptidais
(Hotokezaka ir kt., 2002). Sio darbo rezultatad# manyti, kad eEF1A
baltymas mieli lastekse ne tik vykdo naujai susintetinbaltym; kokybes
prieziara, bet ir dalyvauja atsakpstreg formavime. eEF1A baltymo funkcija
mieliy lasteliy atsakej streg kol kas nebuvo apitginta. Zinduoli lastebse
kargio Soko RNR-1 (HSR1) ir eEF1A veikia kartu ir akiypja kargio Soko
transkripcijos faktory HSF1, kuris indukuoja kat® Soko baltym raisSky
(Shamovsky ir kt., 2006). Panasu, kad eEFifeska su TVH polipeptidais
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aktyvuoja mieh; lasteliy atsalg | streg tokiu pat ldu kaip ir zinduol
lastekse.

TVH baltymo sintez mieliy S. cerevisiadastekse alygoja didziju
HSP Seimos baltymraiSkos padié€jima, o maxjy HSP raiSka lieka nepakitusi
(1 lentet). Tokie pat rezultatai gauti analizuojant midhsteliy atsalg | UPR-
cyto streg bei parodyta, kad baltymai, kurraiSka padiéja atsakoj streg
metu, yra Hsflp taikiniai (Geiler-Samerotte ir kR011). Skirtumus tarp
maayy ir didziyjyu HSP baltym reguliavimo galima paaiskinti tuo, kad migli
atsalq i jvairius stresus reguliuoja du pagrindiniai trans&ijps faktoriai —
Hsflp ir Msn2/4p. Parodyta, kad Hsp26 baltymo raisklukuoja Hsflp esant
kargio Sokui, 0 Msn2/4p kitomis stresalygomis, tuo tarpu Hspl04 raiSka
priklauso nuo Hsflp visomis stresalygomis (Amoros ir Estruch, 2001).
Panasu, kad TVH baltymoaweika miely lasteliy citoplazmoje su eEF1A
aktyvuoja Hsflp tuo pau keliu kaip ir zinduoly lastekse, o Msn2/4p éra
aktyvuojamas. Tokiu idmlu eEF1A reaguojai nesubrendusius TVH
polipeptidus ir indukuoja mielilasteliy atsalg | citoplazmin nesusivyniojusi
baltymy stres. Zinoma, toki prielaid; patvirtinimui reikalingi papildomi
bandymai.

Tai, kad miehli eEF1A su TVH baltymuakteliy citoplazmoje sudaro
agregatus gali paaiskinti morfologinius migliasteliy pakitimus, stebimus
TVH baltymo sintezs metu (20 pav.). Kaip méta, eEF1A yra titinas aktino
citoskeleto organizacijai irasteks morfologijos palaikymui. eEF1A jungiasi
prie aktino filameni ir slopina ji depolimerizacg arba skatina aktino
monomey jungimasi. Taip eEF1A didina aktino polimerkieki lastekje
(Murray ir kt.,, 1996). Gross ir Kinzy nustateEF1A sekas, kurios yra
atsakingos uz eEF1A baltymo jungisn su mieli lasteliy akitinu (Gross ir
Kinzy, 2005). Pasalinus Sias eEF1A baltymo sekdsliunlastekse sutrinka
aktino citoskeleto organizacija ir migliasteliy morfologija tampa labai panasi
1 masy darbe apibdinta TVH baltymg sintetinagiy mieliy lasteliy morfologija
(20 pav.). PanasSu, kad surga® laisvo eEF1A baltymo kiekiui mieli

lastebse @&l TVH baltymo sintegs, sutrinka ir aktino strukta, lygiai taip,
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kaip paSalinus uz sifunkcija atsakingas eEF1A baltymo sekas. Veiklaus
daugiafunkcinio eEF1A baltymo suntgilnas mieli lasteliy citoplazmoje gali
paaiskinti ir kitus TVH baltymo sintéz sukeliamus miali lasteliy
fiziologinius sutrikimus — dalinimosi laiko padijiina, baltymy kaupimsi bei
lasteliy lize.

Sio darbo tikslas yra sukonstruoti humanizuotuselimi kamienus,
tinkamus efektyviai veiklaus TVH baltymo sintezeZmogaus dstekse
brestantys virusiniai glikobaltymai yra transportuojam ET nuo SRP
priklausomu ko-transliaciniu keliu (Wilson ir kt1,987). Miely lastekje po-
transliacinio ar ko-transliacinio perneSimd&T kelio pasirinkimas priklauso
nuo baltymo signalige sekos hidrofobiSkumo (Ng ir kt., 1996). Nuo SRP
nepriklausomas kelias pasirenkamas tada, kai sigsal sekos
hidrofobiSkumas yra mazesnis uz +2.0 U (pagal KytBoolittle, 1982), o
virSijus +3.0 U — pasirenkamas ko-transliacinigyoab perklimo i ET kelias.
Virusiniy pavirSiaus glikobaltymai turi labai hidrofobiSkagynalines sekas,
TVH baltymo signaligs sekos hidrofobiSkumas virSija +3.0 U, &bdhieliy
lastekse tokie baltymai téty bati perneSami ET nuo SRP priklausomu keliu.
Tai patvirtiny ir faktas, kad suliejus globuknTVH baltymo dajl su mieliy S.
cerevisiae a-faktoriaus signaline seka, TVialtymo perneSimag mieliy
lasteliy ET smarkiai padiga (16 pav.). Zinoma, kad mielia-faktoriaus
signalire selq turintys baltymai yra perkeliamiET po-transliaciniu keliu (Ng
ir kt.,, 1996), todl TVH baltymo sulieto sua-faktoriaus signaline seka
efektyvesi lyginant su natyvios sekos TVH baltymo, pernesSinET galima
paaiskinti efektyvesniu po-transliacinio kelio maaolzmu mieh; S. cerevisiae
lastekse. Neefektyvus miali ko-transliacinis perneSimas lemia, kad
sintetinamas TVH baltymas lieka citoplazmoje ir @ik citoplazmin
nesusivyniojusi baltymy stres. Mieliy ko-transliacinio perneSImpET kelio
komponeni negekjima efektyviai perkelti visas sintetinamas TVH baltymo
molekules galima aiskinivairiai. Tikétina, kad:

(a) Mieliy nuo SRP priklausomo pernesSimo kelio mechanizmagsei yra

maziauidarbintas, toé evoliucijos eigoje buvo silpniau iSvystytas ir
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sugeba perkelti ET mazesinbaltymy kieki nei po-transliacinio kelio
komponentai. Zemesniuosiuose eukariotuose domirpmjaansliacinis
baltymy perneSimas ET (Rapoport, 2007). Miése S. cerevisiacSRP

daleks ir SRP receptayibaltymai net gi éra gyvybiskai fatini lastelei

(Brown ir kt., 1994). Tai rodo, kad ko-transliagrbaltym; perneSimas
1 ET mieliy lastekse yra maziau naudojamas, &ébohaziau pajgus.

(b) Nuo SRP priklausomo kelio komponentai netinkamaiegkauja su
sintetinamo TVH baltymo signaline seka. Zinoma, K3P dalels
saveika su sintetinamo polipeptido signaline sek&lauso tiek nuo
SRP54 baltymo, tiek nuo SRP RNR ir su SRP Serdumiaso bent
kelias jungtis. Teisinga SRP dalelsiveika su ribosoma ir signaline
sintetinamo baltymo seka yra esminis zingsnis &osgliaciniame
baltymy perneSimo procese (Grudnik ir kt., 2009). Siveska
evoliucijos eigoje iSliko labai konservatyvi ir siithga (Janda ir kt.,
2010), tad mieli SRP dalel gali neefektyviai gveikauti su ne natyvia
signaline seka.

(c) Mieliy lastekse tiiksta ko-transliacinio kelio komponemnt kurie
zinduoliy lastekse yra reikalingi teisingam ir efektyviam baltym
perneSimuii ET. Svarbiausiy — TRAM1 baltymas ir TRAP baltym
kompleksas (Zimmermann ir kt., 2011). Yra parodyad vezikulinio
stomatito viruso G baltymo transmembraninis regsomssveikauja su
TRAM1 baltymu perneSimpET metu (McCormick ir kt., 2003).
Teisingam baltymo perneSimd&T proceso uzbaigimui, sulankstymui ir

nukreipimui i Goldzio aparat reikalingi ET Saperonai ir fermentai. Daznai
rekombinantini baltymy produkcijoje Si Saperon stygius (Martinez-Alonso
ir kt., 2010) bei sekretuojasrbaltymy iSvedimasj Godzio aparat (Schroder,
2007) jvardijami kaip pagrindies neefektyvios rekombinantini baltymy
sekrecijos priezastys. Siame darbe parodyta, kadtisgy baltymy sintez
mielése stringa jau pirmajame baltymo brendimo etapeerkéfime | ET.
Manoma, kad virusimi glikobaltymy antrires strukiros formuojamos jau

translokono kanale vykstant baltymo sintezei (Braak ir van Anken, 2000).
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Tinkama sintetinamo polipeptido av@eika su ko-transliacinio baltyn
perkelimo i ET kelio komponentais yra svarbi ne tik efektyvidraltymo
pernesSimuii ET, bet ir tinkamos struiktos formavimui. Panasu, kad nisé
sutrikes TVH baltymo peridlimas | ET slygoja ne tik nesubrendusi
polipeptid; kaupimasi citoplazmoje bei nesusivyniojusbaltym; stres, bet ir
netinkam, baltymo brendir.

Negalima atmesti prielaidos, kad TVH baltymo briemas yra sutriks
ir dél zinduoliy Saperon ir ferment; trikumo miely lasteliy ET. RNR virusai
dél mazo genomo evoliucijos eigoje suk sucdktingus daugiafunkcinius
pavirSiaus glikobaltymus, kuribrendimas Seimininkastekje gali trukti iki
keliy valand; ir iSnaudoja vig lasteks Saperomn ir susivyniojimui reikaling
ferment; repertuag (Braakman ir van Anken, 2000). Mieli lasteks
neprilygsta zinduolj lastekms ET Saperan jvairove. Palyginimui Zzmogaus
lasteliy disulfidiniy tilteliy izomerazi, Seiny sudaro 19 baltym (Appenzeller-
Herzog ir Ellgaard, 2008), tuo tarpu néee S. cerevisiaginoma vos 5 tokia
funkcija pasizymintys baltymai (Norgaard ir kt., (). Be to, Zmogaus ir
mieliy proteomy palyginimas parod kad zmogausastekje yra beveik 6
kartus daugiau balty;ndomenm strukiiry nei miely lastekse. Beveik visos
evoliucijos eigoje atsiradusios naujos baltymsriciy struktiros hidingos
Zzmogaus membraniniams ir sekretuojamiems baltymaknsie brsdami
pereina sekrecirbaltymin kelia (Lander ir kt., 2001). Visi Sie faktai rodo, kad
mieliy baltymy sekrecinis kelias yra primityvus lyginant su zmagair
nepritaikytas sugtingiems virusiniams glikobaltymams apdoroti patvirtina
faktas, kad nors ir sujungta su mieli-faktoriaus signaline seka globuin
TVH baltymo dalis yra efektyviai perkeliamaET po-transliaciniu keliu, ji
lieka agreguota ET ir ngyja teisingos konformacijos (16 ir 17pav.).

Apibendrinus pirmosios dalies rezultatus galimskiai teigti, kad dl
nurodyty priezagiu TVH sintez mielese yra sutrikusi ankstyvosiose baltymo
brendimo stadijose. Miali ko-transliacinio baltym perkélimo | ET ir ET
baltymy sulankstymo mechanizmaéna pritaikyti sudtingu virusiniy baltymy

brendimui.
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Antrojoje Sio darbo dalyje aprasyti bandymai igsprmieliy sekrecinio
kelio trikumus i mieliy lasteles perkeliant Zmogaus sekrecinio kelio
komponentus. Pirmiesiems miglisekrecinio kelio humanizavimo etapams
buvo pasirinkti Zmogaus baltymai atsizvelgiamustatytas neefektyvaus TVH
baltymo brendimo mieli lastekse priezastis. Zmogaus tipo ko-transliacin
baltymy perneSim i ET mieliy lastekse bandyta atkurti perkeliant zmogaus
SRP, Sec61 kompleksr TRAM1 baltymus. Sji baltym; pakanka norinin
vitro atkurti ko-transliacip baltym; perneSimo mechanizm (Gorlich ir
Rapoport, 1993). Norint sukurti tinkamas TVH baltyrbrendimui slygas,
mieliy lasteliy ET buvo sintetinami pagrindiniai Zzmogaysteliy ET Saperonai
— BIiP, kalretikulinas, kalneksinas, PDI ir ERp57orbl virug, pavirSiaus
glikobaltyny brendimas zinduali Iastekse rera iSsamial iSstudijuotagvairas
pavieniai eksperimentai rodo, kad visi Sie Zzmodasteliy baltymai yra [tini
tinkamai virusinip baltymy biosintezei (apzvalgai Maggioni ir Braakman,
2005). Tymy viruso hemagliutinino iSsodinimo bandymai zmog#astekse
paroct, kad TVH baltymas aveikauja su ET Saperonais BiP, kalretikulinu ir
kalneksinu (Bolt, 2001).

Tymy viruso hemagliutinino brendimas misé yra sutriks sintetinamo
polipeptido pernedima ET stadijoje. Si problemy buvo siekiama iSspsti
perkeliant; mieles S. cerevisiaezmogaus 4dsteliy ko-transliacinio baltym
perkelimo | ET komponentus. Panasi strategija buvo nauBetderichia coli
lastekse siekiant padidinti membranini baltym; raiSks. Parodyta, kad
bakteriip Sec translokono, homologiSko migir Zmogaus Sec61ltranslokonui,
baltymy raiSkos padidinimas ab/goja didesnes bakteruini membranini
baltymy iSeigas. Didesni kiekiai veikli translokom ET membranoje leido
perkeltii ET daugiau sintetinammpolipeptid; ir neleido jiems kauptis bakterij
citoplazmoje (Wagner ir kt., 2007). Tuo tarpu mijelSec63p baltymo,
reikalingo ko-transliaciniam baltyimperneSimuii ET miekse S. cerevisiae
padidinta raiSka mieali lastekse nepadidino miali membranini baltymy
iSeigy (Bonander ir kt., 2009). Siame darbe buvo sukoosiis humanizuotas

mieliy kamienas S. cerevisiae AH22 IGS1-Sec61c-TRAM1, kuriame
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perprodukuoti zmogaus Sec61 komplekso baltymai BecBec6p ir Sec6¥}
bei translokacijai reikalingas TRAML1 baltymas. Taigt, siekiant humanizuoti
visa mieliy S. cerevisia&o-transliacin baltym; perkélimo | ET aparat, mieliy
SBH1ir SSSlgenai buvo pakeisti Zmogaus homologais SEC61EL&EG.
Mieliy Sssl1p yra gyvybiskai svarbus Sec61 komplekso snbtas. Kai kurie
mieliy S. cerevisiaegyvybiSkai svarbs baltymai gali bti pakeisti kit
organizny homologais. Pavyzdziui, Siame darbe édnmieliy transkripcijos
faktoriy HSF1 funkciskai pake&ia pomidor arba vaisini museliy homologai
(Boscheinen ir kt., 1997), tryptofenil-tRNR sintetagali pakeisti Zmogaus
lasteliy homologas (Johnson ir kt., 2002),Topanosoma cruzi PINQenas,
koduojantis peptidyl-prolyl-cis/trans izomeeazpaketia mieliy S. cerevisiae
gyvybiskai svarh baltymy Ess1p (Erben ir kt., 2007). Siame darbe pikart,
parodyta, kad miali Ssslp galimp pakeisti Zzmogausasteliy homologiniu
baltymu Sec6i. Mieliy S. cerevisiaessslp baltymo mutacijos sumazitias
baltymo aktyvum salygoja baltymy kaupimasi mieliy citoplazmoje ir
endoplazminio tinklo morfologinius pakitimus (Fateo ir kt., 2011). Ssslp
baltymo pakeitimas zmogaus homologu SecBétugjo jokios jtakos hsteks
morfologijai ir fiziologijai. Tai rodo, kad Zmogausasteliy baltymas Sec6l
visiSkai komplementuoja Ssslp baltymo funkcijaso Tarpu miel; Sec6l1p
baltymo zmogaus homologas See6fLinkciSkai neatstoja ir mieji lasteks
néra gyvybingos. Zinoma, atliktus miglbaltymy pakeitimus Zmogauadteliy
homologiniais baltymais reilgtpatvirtinti baltymy ar RNR lygyje. Siame darbe
to atlikti nebuvo galimyes.

Ko-transliacin baltymy; perneSim uztikrina sudtingos ribosomos,
sintetinamo baltymo signakis sekos, SRP datsl ir Sec61 translokono
saveikos (Jiang ir kt., 2008). Nors miglSec61 translokono humanizavimas ir
Zzmogaus Sec61 heterotrimero bei TRAM1 baltymo mehpkcija netugjo
jokios jtakos mieliy lasteliy fiziologijai, pernestoj ET TVH baltymo kiekis
Siuose kamienuose buvo sur@@g lyginant su iSeiginiu miaji kamienu (26
pav.). Tai rodo, kad Zmogaus Sec61 translokonoRAM1 baltymai mieliy
lastekje turi jtakos TVH baltymo perneSimiET. Panasu, kad mieliastekje
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sukurtas chimerinis, mieliSRP ir zmogaus Sec61 baltyrko-transliacinio
perkelimo mechanizmaséna tinkamas TVH baltymo peékmui i ET. Nors
Siuose humanizuotuose kamienuose zmogaus sekré@hibaltymai tugjo
prieSing, itaka nei siekiama Sio darbo metu, tai, kad nudlistekje Zzmogaus
Sec6l ir TRAML1 baltymayra puikiai toleruojami ir netgi funkcisSkai pake
mieliy translokom bei selektyviai atpagta TVH baltyma, rodo, kad mieli
lastek yra tinkamas organizmas sukurti zindudipo sekrecipbaltymy kelia.
Siekiant sukurti pilnai humanizupko-transliacin baltymy perkélimo
mechanizm mieliy lastekse, buvo sukonstruotas kamienas sintetinantis
zmogaus SRP ir Sec61l komplgkbei TRAM1 baltymus bei kamienas su
paSalintais mieli SBH1 ir SSS1 genais - S. cerevisiae
AH22 SBH1:SEC61B SSSSEC61G_IGS1-Sec61c-TRAM1-SRPc. Zmogaus
7SL RNR buvo sintetinama nuo daugiakogifinplazmias miely lastekje
pasinaudojant bakteriofago T7 RNR polimeraze. Tdkidu mieliy lastekje
vienu metu buvo sintetinamas visas pagrindinis zamegko-transliaciniam
baltymy perneSimuii ET reikalingas mechanizmas. Bakterijoge coli
natyvaus SRP komplekso baltymerprodukavimas nepadidino membranini
baltymy kiekio perkeliama plazmirg membran (Nannenga ir Baneyx, 2011),
tuo tarpu mielse S. cerevisiaeatsta¢ dél ribosominio baltymo RIp25p
mutacijos sutrikus ko-transliacin baltym; pernesSim i ER (Dalley ir kt.,
2008). Skirtinga SRP, kaip ir Sec61, komplehksltym; padidintos raisSkos
itaka netgi natywi membranini baltym; translokacijaii ET, rodo, kad
skirtingy sekrecim kelia pereinafiy baltymy sintez yra ribojama skirtinguose
etapuose ir norint padidinti gibaltymy raiSky ar sukurti glygas aktyvaus
baltymo sintezei yra reikalingas sisteminis viso kreeinio kelio
modifikavimas, nes bandymai tobulinti tik atskitzedtyminio sekrecinio kelio
dalis daznai tna neskmingi. Toctl, siekdami pritaikyti mielesefektyviai
virusiniy glikobaltymy sintezei, mesi mieliy lasteks perkléme visus
pagrindinius Zzmogausysteliy ko-transliacinio perddimo ;| ET komponentus.
Kaip jau apraSyta rezuligtskyriuje, Zmogaus SRP komplekso pdirkas

dalinai atstat dél mieliy Sbhlp ir Ssslp pasalinimo beveik visiSkai sutiikus
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TVH baltymo perklima i ET (34 pav.). Kol kas, d jau mintty galimy
priezasiu (3.2), nepavyko mieli lastekse sukurti efektyvaus \dssintetinam
TVH baltymy | ET perkeliadio mechanizmo. Zmogaus SRP ir Sec61 bei
TRAM1 baltymy kompleksag ET perkelia maziau TVH baltymo nei migli
homologai (34 pav. ). Vis tik, rezultatai rodo, kachogaus baltymai miefi
lastekje yra lokalizuoti tinkamuose kompartmentuose ing&u, kad formuoja
veiklius kompleksus, o miali lastek yra tinkama perkelti visus Zmogaus
sekrecinio kelio komponentus. Taip pat eksperimenoje surinkta daugyb
naudingos informacijos pasiartios optimizuoti turimus humanizuotus migli
kamienus. TVH baltymo sintézmieliy lastekje yra indukuojama stipraus
mieliy GAL7 geno promotoriaus, o0 kiekvienai vienu metu singatai
polipeptido grandinei yra reikalinga viena SRP tal&ec61 translokonas ir
TRAML1 bei kiti pagalbiniai baltymai. Nesubalansutaekis kartu su tiksliniu
baltymu produkuojam pagalbing, brendimui reikaling baltymy, gali tugti
neigiamy poveik rekombinantinio baltymo sintezei ir kokybei (Masi-
Alonso ir kt., 2010). Tolimesniuose darbuose, siekisukurti efektyy
virusiniy glikobaltymy sintezei skig mieliy kamiery, batina optimizuoti
Zzmogaus ko-transliacinio baltynperkelimo kelio komponent, jskaitant 7SL
RNR, sintez. Taip pat reikalinga klonuoti papildomus Zzmogaus- k
transliacinio kelio komponentus, Sec62/Sec63 ir PRompleks baltymus,
bei translokacijos kelio humanizavamderinti su Zmogaus ET Sapeton
perkelimu. Apibendrinant, norsia aprasyto darbo metu nepavyko igspir
pagrindires TVH baltymo biosintes miekse problemos — tinkamo baltymo
perkelimo | ET , gauti rezultatai leidzia manyti, kad migkekrecinio kelio
pirmyju etam humanizavimas, pritaikant virusinglikobaltymy sintezei, yra
galimas. Gauti rezultatai leidzia numatyti tolesnkonkre&ius darbus kaipis
tiksla pasiekti.

Gauti rezultatai pardd kad TVH baltymo brendimas miglilastekje
yra sutrilkes citoplazmoje ir ET ertépe. Net ir iSvengus TVH polipeptid
kaupimosi citoplazmoje suliejus TVH globulimali su mieliy a-faktoriumi ar

sumazinus TVH raisklastekje (16 ir 17 pav.), TVH baltymaséra teisingai
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apdorojamas miali ET Saperon ir lieka agregagsis ET membranose.
Baltymu biosintez sekreciniame kelyje yra séithgas, daugiapakopis
procesas, 0 Vvirusai evoliucionuodami Seimininkgstdkje pavirSiaus
glikobaltymy sintezei prisitaik iSnaudoti vig lasteks ET baltyny repertuad
(Braakman ir van Anken, 2000). Kaip naia, miely, lyginant su zinduol,
lasteliy sekrecinis kelias yra pakankamai primityvus ir, preimtama,
nepritaikytas Zmogaus virusinglikobaltymy brendimui. Antroje Siame darbe
vykdyto mieliy sekrecinio kelio humanizavimo kryptyje atlikti lsymai
ivertinti Zmogaus 3Sapergnitaka TVH brendimui mieli ET (Ciplys ir kt.,
2011b).

Bendra tikslinio baltymo ir padidinta baltynpagalbinink, dazniausiai
Saperon, sintez lastekje yra daznai naudojama siekiant pagerinti
rekombinantinio baltymo iSeag ir kokybe. Tokia taktika naudojama
bakterirese, miely, augal ir Zinduoliy lasteliy raiSkos sistemose sintetinant t
paiy ar Kity organizmy tikslinius baltymus, bet beveik visada yra
perprodukuojami natyis lasteliy Saperonai. Taip pat yra apraSyta bangym
padidinti iS karto kelj lasteks Saperon sintez jvertinant sinergetinju jtaka
heterologiniam baltymui. Bendrai, beveik visuoseradptuose tokiuose
bandymuose Saperonai, kurie yra perprodukuojansirgzakami atsitiktinai,
todkl tokie eksperimentai yra lydimi labai skirtingogkmés — pasisek
pataikyti, kurio Saperono sintgpadidinti, arba ne (apzvelgta Schroder, 2007;
Khan ir Schroder, 2008; Freigassner ir kt., 20@8id ir kt., 2010;Ciplys ir
kt., 2011b). Siame darbe mes pasirinkome kitokirategij. Visuy pirma,
mieliy lastekse perprodukavome ne miglio Zmogausakteliy Saperonus. Tai
atrodo hitina, nes ne tik mieli lastekje néra kai kurii Zmogaus Saperan
homolog;, bet ir esam homologiniy Saperon atpaistami substratai ir
galimybkes juos apdoroti yra labai skirtingi, kas ir buirodyta Siame darbe.
Antra, eksperimento eiga buvo numatyta taip, kadeliy lastek sistematiskai
buvo perkelti visi zinomi Zzmogaus Saperonavertintajvairiy ju kombinacij;

itaka TVH baltymo brendimui imtrinktas efektyviausias. Siame darbe aprasyti
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tik pirmieji Sios strategijos zingsniai mieliy ET perkeliant pagrindinius 6
Zmogaus Saperonus.

Kaip apraSyta rezultat3.3 skyriuje, vienintelis zmogaus kalneksino
baltymas tutjo teigiamos jtakos TVH baltymo brendimui. Optimizavus
salygas, virs 90% glikozilinto TVH baltymo, sintetime kartu su zmogaus
kalneksinu, buvo apsaugota nuo agregacijos miEIl. Kiti zmogaus ET
Saperonai, sintetinami tiek natyvios sekos, fielobilizuoti ET membranoje
sujungiant su mieli Cnelp ar Ostlp baltymtransmembraniniais domenais
bei visosgmanomose kombinacijose, jokigakos TVH baltymui netéjo (37
ir 44 pav.). $kmingai daugumos zmogaus vituseplikacijai Seimininko
lastekje yra hitinas kalneksino ir kalretikulino ciklas pavirSiagkkobaltymy
apdorojimui ET (Pieren ir kt., 2005). Net ir vienlespatito B viruso pavirSiaus
baltymo glikozilinamos sekos paSalinimas sutrikdgstartio baltymo gveika
ET su lektinais — kelneksinu ir kalretikulinu —sftopina viruso dauginiasi
(Mehta ir kt., 1997). Tymp viruso hemagliutinino glikozilinamas yra
nevienalytis, nes bazincukn; grandir¢ yra prijungiama arba keturiose, arba
penkiose baltymo vietose. Parodyta, kad TVH baltygli&ozilinimas yra
batinas tymy viruso dauginimuisi (Hu ir kt., 1994a¥mogaus 4stekse TVH
baltymas sveikauja su BiP, kalretikulino ir kalneksino Sapeacs (Bolt,
2001). Akivaizdu, kad teisingas TVH baltymo gliklbmimas ir siveika su
Zmogaus ET lektinais yraitinas etapas TVH brendimo kelyje. Siame darbe
parodyta, kad tik Zzmogaus kalneksinas miéi cerevisiadastekse teigiamai
veikia TVH baltymo brendim Mieliy kalneksinas, net ir stipriai padidinus jo
raiSka, TVH baltymo brendimuitakos netujo. Tai ne tik parodo skirtumus,
atsiradusius evoliucijos eigoje tarp zmogaus irlimiasteliy sekrecinio kelio
komponent, bet ir Siam darbui pasirinktos strategijos tegsima. Nors kai
kuriais atvejais natyvaus kalneksino baltymo rasSkmadidinimasjvairiose
raiSkos sistemose padidina akiyuneterologini baltymy iSeiga (apzvelgta
Ciplys ir kt., 2011b), tokia taktika éma tinkama tada, kai veiklaus
rekombinantinio baltymogktek apskritai nesugeba pagaminti. Tai, kad mieli

sekrecijos keli pritaikant zmogaus virus glikobaltym; sintezei Mftina
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praturinti Zzmogausabteliy baltymaisirodo ir faktas, kad pasSalinus migli
kalneksin, TVH brendimas ET nepakito. Kalneksino - kalretikol sistema
zinduoliy ir tik kalneksinas mieli lastekse veikia kaip baltymp kokyhes
kontroliavimo sistema. Tik teisingai susivyrngopaltymai yra 3i Saperon
atpalaiduojami ir gali #ti perkeliami i tolesnius sekrecinio kelio etapus
(Williams, 2006). Kai kuriais atvejais kalneksinoaltymo paSalinimas
teigiamai veikia heterologinibaltym; iSeigas, nes panaikinamas ,priekabus*
kokybés kontrobs mechanizmas (apzvelgta Freigassner ir kt., 2009H
sintezs miekse atveju tai nepadeda, ébckivaizdu, kad mielj Iastek néra
pajggi iSsprsti sucttingy virusiniy glikobaltymy tinkamo suvyniojimo, bet yra
tinkama norint atkurti Zmogaussteliy ET esatiia aplinka.

Zmogaus kalneksinas nors ir apsaugojo beveik glikozilinta TVH
baltyma nuo agregacijos ET, nepadgo aktyviu ar antigenisSku, tétine tiek
svarbu yra suprasti kébdzmogaus kalneksinas teigiamai weikVH brendim,

o suvokti, kodl kiti Zzmogaus Saperonai miglilastekje ngtakojo TVH
baltymo kokylkes. Kaip mireta rezultai 3.2.2 skyriuje, Zmogaus Saperonai
mieliy ET yra tinkamai apdorojami, beténa iSlaikomi ET ertrgje ir
sekretuojami auginimo terp. Sk problemy, buvo bandoma i$sgsti Zmogaus
Saperonus sujungus su mieli ET Saperom Cnelp ir Ostlp
transmembraniniuais regionais. Vis tik¢ra aiSku ar tokia modifikacija iS
tikryju imobilizuoja baltymus ET membranoje, ir ar taijta&oja Zzmogaus
Saperon funkciskumo. Zmogaus KDELR baltymo, atsakingo U lE&ltymy
iSlaikyma ET ertngéje, veikimo mechanizmas yra viena iS svarbi@usi
neisaiskint lasteks membraninj baltymy transporto risliy (Pfeffer, 2007).
Dabartinis modelis teigia, kad ET Saperonai iS Ertk su baltymu, kurio
brendimy skatina, ar é kity priezasiuy, yra pastoviai pernesanii Goldzio
aparad ir tik ten siveikauja su KDELR baltymu, po to kartu su KLDELR
baltymu yra ggzinami ir iSlaikomi ET (apzvalgai Capitani ir Saks 2009).
Atrodo, kad globuliniai ET Saperonai funkcionuojabai dinamiskoje
aplinkoje, todl Sio darbo metu sukurt chimerinii Zmogaus Saperqn

imobilizavimas membranose gali neigiamai veikii funkcija. Tai turlt
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patvirtinty ir tai, kad mietse teigiamai TVH atzvilgiu veiktik vienintelis
Zmogaus Saperonas — kalneksirkasis yra membraninis baltymas ir nedliai
bunaitvirtintas ET membranoje. Apibendrinus, Zzmogaussam perkelimasi
mieliy ET atrodo labai perspektyvus siekiant sukurti miekamienus,
tinkamus virusini glikobaltym; sintezei, tik reikia iSsgsti problemas,
kylandias bl skirtingos Zzmogaus ir miefi lasteliy biologijos. Siuo metu
atrodo, kad papragusia ir geriausia taktika atrodo Zmogaus Sapgron
signalires sekos KDEL pakeitimas méshs kndinga HDEL seka ir mieli
KDLER homologo Erd2p baltymo padidinta raiSka, gémajanti didesp
Saperon kiekj iSlaikomg ET.

Nors pagrindia Zzmogaus Saperamefunkcionalumo priezastis atrodo
yra netinkama baltymlokalizacija, galimos ir kitos priezastys. Visip&onai
veikia dideliuose baltymn kompleksuose taip uztikrindami teisgdpaltymy
brendimy (apzvalgai Bedard ir kt.,, 2005; Maattdnen ir KQ10). Todl
pavieniy ar net vig Siame darbe tikrint Zmogaus Saperansinergetig jtaka
TVH baltymui gali Witi nepakankama tinkamai strakai suformuoti. Be to,
kai kuriy Saperon veikimui yra reikalingi pagalbiniai baltymai. Padziui,
Zzmogaus BiP baltymo veikimui yra reikalingas nukiéo pakeitimo faktorius
Slil, zmogaus Slil ir mialihomologo Slilp sekos identiSkumas yra tik 15%.
Todkl tesiant pradta darlky reikia i mieles perkelti ne tik kitus Zzmogaus ET
Saperonus (Grp94, Hyoul, Uggtl, PDI Seima), bgbaigalbinius baltymus
uztikrinartius Zzmogaus Saperogiiunkcionaluma mieliy lastekse.

Sintetinant Zzmogaus BiP, kalretikulino ir ERp5p&anus migise S.
cerevisiaenustatyta, kad jie yra sekretuojainauginimo terp. Siy Saperon
sekrecija yra labai efektyvi, téd terpeje aptinkami dideli kiekiai
rekombinanting baltymy (41 pav.). Nors tai ir nebuvo Sio darbo tikslas,
pastebtas fenomenas leido sukurti efektyvekombinantini Saperon raiSkos
sistem, su itin paprastu baltyqgryninimu. Zmogaus BiP, kalretikulino ir
ERp57 baltymai yra platinami komerciskai tiek stesimti E. coli lastekse,
tiek isgryninti iS Zmogausisteliy. Misy sukurta miely raisSkos sistema leidzia

iISgryninti itin didelius & baltymy kiekius uz nepalyginamai mazeskaim.
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Be to, mietse susintetinti Sie baltymai, lyginant su rekomhindais Siais
Saperonais, susintetintals. coli lastekse, pereina vis eukariot; sekrecim
baltymy kelia ir yra iSgryninami nenaudojant jakipapildony prie baltymo
prijungiamy seky, todl pilnai atitinka Zmogausasteliy baltymus bei turi
platesn pritaikyma.

Viska apibendrinant, Sio darbo metu buvo nustatytosekdgfios TVH
sintezs miekse priezastys bei atlikti pirmieji Zzingsniai jasrespdziant. Nors
Siame darbe nepavyko sukurti miglkamieny, sintetinadiy aktyws TVH
baltyma, mieliy sekrecinio kelio humanizavimas, pritaikant virugibaltymy
sintezei, atrodgmanomas. Darbo metu sukonstruota nawgktori, skirty
geny integracijaii genom bei rekombinantini baltymy raiSkai, surinkta

daugyld informacijos ir numatyti tolimesni konkiet Sito darbo etapai.
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ISvados

1.

Standartiniai mieli S. cerevisiaar P. pastoriskamienai ®ra tinkami
rekombinantinio tym viruso hemagliutinino baltymo (TVH) raiskai.
Siy mieliy lastekse susintetintas tymviruso hemagliutinino baltymas
néra tinkamai apdorojamas, tednejgyja natyviam baltymui idingy
savybiy.

TVH glikobaltymo sintez mielése S. cerevisiaesukelia citoplazmin
nesusivyniojusj baltym; stres. Atsake i § strea mieliy lasteks
padidina didaju Hsp Seimos baltym sintez, o citoplazmoje
suformuoja negftamus baltyminius agregatus sudarytus iS TVH
baltymo, miely didziyjy iIr mazju Hsp Seim baltym; bei
transkripcijos elongacijos faktoriaus eEF1A.

Nustatyta, kad tympviruso hemagliutinino raiSk&. cerevisia¢astekse
sutrinka ankstyvuosiuose sekrecijos kelio etapueseerneSimej
endoplazmintinkla (ET) ir brendime endoplazminio tinklo ergfa.
Darbo metu pasirinkta SRP, Sec61 kompleks TRAM1 baltymy
perkelimo i mieliy S. cerevisiad¢asteles strategija nesukuria efektyvaus
ko-transliacinio TVH baltymo peékmo i endoplazmip tinkla
mechanizmo. Parodyta, kad Zmogaus baltymai selektapaista ir
sugeba perneStET dal TVH baltymo.

Zmogaus ET Saperonas kalneksinas, sintetinamasyn3elcerevisiae
lastekje kartu su TVH baltymu, apsaugo ddlVH glikobaltymo nuo
agregacijos. Tirpus TVH baltymas jggja tinkamos konformacijos ir
néra aktyvus ar antigeniskas.

Zmogaus BiP/GRP78, kalretikulino, PDI ir ERp57 Japai neturi
itakos TVH baltymo brendimui mielilastekse. Nustatyta, kad galima
to priezastis — nevykstantisygstmogaus Saperanslaikymas miely ET
ertneje.

Sukurta efektyvi zmogaus BiP, kalretikulino ir ERpBaltym; sintezs

ir gryninimo sistema miékeS. cerevisiae.
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