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SANTRUMPU SARASAS

PrP — prioninis baltymas, angl. prion protein.

OPRI — papildomi oktapeptidiniy pakartojimy jterpimai.

BMR - branduolinio magnetinio rezonanso spektroskopija.

DNR — deokisribonukleortgstis.

RNR — ribonukleoriigstis.

PrD — priong formuojantis domenas.

Sup35 — S. cerevisiae transliacijos terminacijos faktorius.

Ure2 — S. cerevisiae baltymas dalyvaujantis azoto apykaitoje.

Rngl — S. cerevisiae nezinomos funkcijos baltymas.

[PSI*] — prioniné Sup35 baltymo forma.

[Ure3] — prioniné Ure2 baltymo forma.

[PIN*] — prioniné Rnq1 baltymo forma.

Hsp104 — kar$¢io Soko baltymas.

adel-14 — mutacija Adel baltymo gene lemianti raudono pigmento kaupimasi lgstelése.
TEMED - tetrametiletilendiaminas, angl. tetramethylethylenediamine.
NDS — natrio dodecilsulfatas.

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelio elektroforezé.
APS — amoniopersulfatas, angl. ammonium persulfate.

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometanas, angl. tris(hydroxymethyl)aminomethane.
YPD - standartiné mieliy auginimo terpé, angl. yeast peptone dextrose.
SC - sintetiné pina terpé, angl. synthetic complete medium.

EDTA — dinatrio etilendiamino-tetraacetatas, angl. ethylenediamine tetraacetic acid.



PVDF — polivinilideno difluoridas, angl. polyvinylidene difluoride.



IVADAS

Prionai — tai baltyminés infekcinés dalelés, kurios veikia kaip patogenai ir lemia mirtiny
neurodegeneraciniy ligy i$sivystyma zmogaus ir kity gyviny organizmuose. Prionai, skirtingai nei kiti
patogenai, tokie kaip bakterijos, virusai ar grybai, yra sudaryti i§ baltymy ir savo sudétyje neturi
nukleortigi¢iy. Sie baltymai yra linke agreguoti ir yra ypa¢ atsparis jvairiems fiziniams, cheminiams ir
biologiniams veiksniams. D¢l Siy unikaliy priony savybiy jie yra aktyviai tiriami.

Prioniniai baltymai agreguodami sudaro ilgas baltymines struktiras — amiloidines fibriles.
Amiloidinés fibrilés pasizymi strukttros polimorfizmu — jos geba formuoti skirtingos konformacijos
fibriles, esant tokiai paciai polipeptidinés grandinés aminoriigs§¢iy sekai. To paties priono skirtingy
konformacijy fibrilés paprastai yra vadinamos priono kamienais arba variantais ir lemia skirtingy
fenotipy atsiradimg. Vis svarbiau tampa atskirti tokius priono variantus, nes jie gali sukelti patologiskai
skirtingas uzkre€iamas ligas.

Mieliy Saccharomyces cerevisiae prionai yra uzkreiami baltymai, dazniausiai savaime
plintantys normaliai tirpiy baltymy amiloidai. Sie prionai neturi homology zmogaus organizme, todél
galima saugiai vykdyti prioniniy baltymy tyrimus. Mielés S. cerevisiae yra placiai paplitusi modeliné
sistema, kurioje ir buvo nustatyti priony indukcijos, plitimo, agregaty formavimo ir eliminacijos
mechanizmai, taip pat skirtingy prioniniy baltymy tarpusavio saveikos.

S. cerevisiae baltymas Sup35 (Sup35p) yra eRF3 $eimos transliacijos pabaigos faktorius. Sios
Seimos baltymai turi konservatyvy C-galinj domena, atsakingg uZ transliacijos nutraukima, ir skirtingos
struktiiros N-galinius plétinius. Sup35p N-galinis domenas apibréZia jo geb&jima pereiti | paveldima
priong panasy konformacinj perjungimag, kuris pasireiskia kaip citoplazminiu budu paveldimas [PSI *]
determinantas.

Sio darbo tikslas buvo sukurti raiskos sistema Sup35NM baltymo sintezei E. coli lastelése. Si
sistema yra reikalinga siekiant gauti natyvios struktiiros Sup35NM baltymus, kurie véliau bty

panaudojami prionizacijos mechanizmo tyrimuose.



Darbo tikslas: Klonuoti SUP35NM geng j bakterijy raiSkos vektoriy ir optimizuoti baltymo Sup35NM
sinteze E. coli raiskos kamienuose.

Darbo uzdaviniai:

1.
2.

Klonuoti SUP35NM-GFP geng j pET-21c(+) raiSkos vektoriy;

Ivesti pET-21c(+)-SUP35NM-GFP konstrukta j E. coli BL21(DE3) ir E. coli Rosetta (DE3) raiskos
kamieny Igsteles;

Optimizuoti Sup35NM baltymo sinteze: nustatyti optimalig induktoriaus koncentracijg ir indukcijos
laika,;

Ivertinti baltymy sintez¢ naudojant kontrolinius rekombinantinius konstruktus E. coli raiskos

kamienuose.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Zmoniy lastelinis prioninis baltymas

Baltymas, kuris sukelia priony liga, vadinamas PrP® ir yra uzkoduotas geno PRNP
zmogaus 20 chromosomoje (Bagyinszky et al., 2018). Kaip ir visi baltymai, PrP turi biidinga
konformacijg, taiau tam tikromis sglygomis §is baltymas susilanksto j netaisyklingg forma, kuri
po ilgo inkubacinio laikotarpio sukelia mirtinas neurodegeneracines ligas (Geschwind, 2015).

Priono baltymas, PrP® yra mazas, lastelés pavirsiaus glikoproteinas, visy pirma
pasizymintis lemiamu vaidmeniu neurodegeneraciniy sutrikimy, zinomy kaip priony ligos,
patogenezéje. Prioniniy ligy poZymis yra PrPC virsmas j nejprastai sulankstyta izoforma kuri yra
Sablonas tolesnei patogeninio PrPC baltymo konversijai. Si savybeé leidzia ligai plisti i3 Iastelés j
lgstele ir tam tikromis aplinkybémis pereiti j naujg Seimininkg. Be neurotoksiskumo, kurj sukelia
netinkamai sulankstyta (-os) forma (-os), normalios PrPC funkcijos praradimas gali biti
neatsiejama neurodegeneraciniy procesy dalis, todél didelés moksliniy tyrimy pastangos buvo
nukreiptos j PrP¢ fiziologines funkcijas (Gill et al., 2018).

Per daugelj tyrimy mety PrP® buvo siejamas su daugybe skirtingy lasteliy procesy ir buvo
nustatyta daug sgveikaujanciy lgsteliniy baltymy. Taciau naujausi tyrimai kélia abejoniy dél
anks¢iau nusistovéjusiy rysiy tarp PrPC ir procesy, tokiy kaip apsauga nuo streso, vario
homeostazé ir neurony suzadinimas. PrP¢ funkcijos, kurias geriausiai palaiko dabartiné literatiira,
apima mielino palaikymo ir procesy, susijusiy su lgsteliy diferenciacija, reguliavima, jskaitant
proliferacija, adhezija ir 1asteliy morfologijos kontrole. Taip pat buvo atrasti rysiai tarp PrPC ir
cirkadinio ritmo, gliukozés homeostazés, imuniniteto funkcijy ir lgsteliy gelezies jsisavinimo

moduliavimo, taciau reikalingi tolesni $iy saveiky tyrimai (Castle et al., 2017).

1.2 Mieliy Saccharomyces cerevisiae modeliné sistema

Kepimo mielés Saccharomyces cerevisiae yra vienalgsCiai eukariotai, placiai naudojami
gyvybés moksly tyrimuose, kaip aukstesniyjy eukarioty modeliai. Kadangi S. cerevisiae yra
vienalastis organizmas, jis turi tam tikry akivaizdZiy apribojimy neuromoksly tyrimuose. Mieliy
prionai yra placiai tiriami ir Zinoma, kad jie turi tam tikry bendry bruozy su zinduoliy priony
baltymais (zitréti 1.1 pav.) arba kitais amiloidogeniniais baltymais, randamais Alzheimerio,
Parkinsono ar Hantingtono ligy patogenezéje (Ishikawa, 2021). Todél mielés S. cerevisiae buvo

placiai naudojamos fundamentiniams baltymy agregacijos, saveiky lasteléje ir jy propagacijos
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tyrimams. Neseniai mielémis pagrjstas tyrimas atskleidé¢, kad kai kurie Zinduoliy priono baltymo
ir amiloido P1-42 regionai gali indukuoti ir dauginti mieliy prionus. Tai vienas i§ pavyzdziy,
rodanciy, kad evoliuciskai nutole organizmai turi bendry priony baltymy struktiirinés konversijos
mechanizmy, todél mieliy lagstelés yra naudinga zinduoliy priony baltymy tyrimo sistema
(Chandramowlishwaran et al., 2018).

S. cerevisiae modeliné sistema taip pat buvo naudojama kuriant naujas anti-prioniniy
junginiy atrankos sistemas i§ cheminiy biblioteky. Mieliy pagrindu atliekami tyrimai yra pigis ir
saugus tyréjui, todél jie yra labai geras pasirinkimas atlikti iSankstinj patikrinimg prie$ tolesnius

tyrimus sistemose, kuriose dalyvauja prionais uzkréstos zinduoliy lastelés (Ishikawa, 2021).

Kofaktoriy Fragmentacijos

x. . veikla faktorius
Zinduolio neuronas

‘—( PrP¢ Prpsc é prpse g
Netinkamai & Amoloidas  :

Natyvus . :
monomeras susilankstes Y v
monomeras ‘ _— . .
o= i—H —

Struktdrinis pokytis Indukcuﬁ " Fragmentacija ‘ —_—
elongacija Transmisija ir
‘ ﬂ? Aktyvus Neaktyvus 4 Amiloidinis elongacija
) on

Sup35 Sup35  ; Sup35 I

S. cerevisiae lastelé

Galima Hsp 104
indukcija
kito priono

1.1 pav. Bendros Zinduoliy ir mieliy priony baltymy savybés.

Nepaisant nesusijusiy Zinduoliy ir mieliy priony baltymy molekuliniy funkcijy, jie turi bendry
bruozy. Konversija tarp nattraliy ir netinkamai sulankstyty struktiiry jvyksta atsitiktinai, o pastaraja dar
labiau stabilizuoja agregacija. Ir zinduoliy, ir mieliy prionai yra savaime besidauginancios dalelés —
amiloidai, jie gali priversti natiiraly baltyma paversti netinkamai sulankstyta forma, kuri gali baiti jtraukta
] amiloidus. Jie suskaidomi, kai pasiekia itin didelius matmenis. S. cerevisiae Hspl104 Saperonas
dalyvauja §io proceso palaikyme. Natiiralus PrP arba Sup35 baltymas gali biiti paverstas netinkamai
sulankstyta forma ir jtrauktas j amiloidus. Taskinés rodyklés rodo hipotetinius (PrP) arba galimus (Sup35
baltymo) procesus, o vientisa rodyklé rodo, kad Hsp104 baltymas yra biitinas [PSI*] prionui propaguoti
(Ishikawa, 2021).

1.3 Mieliy S. cerevisiae prionai

Mieliy ir grybeliy prionai yra sudaryti i§ baltymy, paprastai pakitusios baltymo formos,
katalizuojancios baltymo konformacinius pokyc€ius. Taigi mieliy prionai perduodami vertikaliai, ir
horizontaliai (kaip infekciniai baltymai arba prionai). Daugumos mieliy priony pagrindas yra amiloidy
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susidarymas, o vienas priono baltymas gali turéti bet kurig i keliy skirtingy savaime besidauginanciy
amiloido formy (Wickner et al., 2015).

S. cerevisiae genomas koduoja keletg baltymy, kurie laboratoriniuose kamienuose gali jgyti
stabilig, perduodamg priono formg. Kiekvienu atveju tam reikia, kad baltymo Q/N turtingas prionus
formuojantis domenas (PrD) bty nepazeistas (Resende et al., 2003).

Daugybé filogenetiSkai nesusijusiy priony, kai kurie i§ jy gali turéti jtakos daugeliui lasteliy
procesy, yra aprasyti S. cerevisiae (1.1 lentelé). Sis sarasas yra negalutinis, nes daugelis mieliy baltymy
domeny, kurie gali suteikti priony savybiy, susiliej¢ su reporterio konstrukcija, dar nebuvo istirti dél jy
gebéjimo islaikyti natyviy baltymy priono biiseng (Chernova et al., 2014).

Visi mieliy prionai turi keletg bendry savybiy. Visy pirma, to paties baltymo tirpios ir amiloidinés
biisenos sukelia skirtingus fenotipus. Be to, dauguma priony gali turéti daugybe amiloidiniy
konformacijy su skirtingu suskaidymo ir pailgéjimo grei¢iu. Jie sukuria priony variantus, kurie turi
skirtingg tirpiy ir amiloido izoformy santykj, todél turi skirtingus fenotipus ir dauginimosi galimybes
(Chernova et al., 2014).

1.1 Lentelé S. cerevisiae prionai (Chernova et al., 2014).

Baltymas Prionas Baltymo funkcija Priono fenotipas Saltinis
Ure2 [URES3] Reguliuojantis Prasto azoto $altinio (Wickner,
baltymas azoto naudojimas 1994)
metabolizmo kelyje
Sup35 [PSI+] Transliacijos Padidéjusi ,,nonsense” (Cox, 1965)
terminacijos faktorius supresija
Rngl [PIN+]/ Nezinoma Padidéjes de novo kity priony | (Derkatch et
[RNQ+] susidarymas al., 1997)
Swil [SWI+] Chromatino Pakites anglies Saltinio (Du et al.,
remodeliavimo utilizavimas 2008)
komplekso subvienetas
Cyc8 [OCT+] Transkripcijos Pakites anglies Saltinio (Patel et al.,
korepresorius utilizavimas, flokuliacija 2009)
Mot3 [MOT+] Transkripcijos Lastelés sienelés sudéties (Alberti et
korepresorius pasikeitimas al., 2009)
Sfpl [ISP+] Transkripcijos Antisupresija (Rogoza et
aktyvatorius al., 2010)
Mod5 [MOD+] tRNR modifikavimo | Padidéjes ergosterolio kiekis ir | (Suzuki et al.,
fermentas atsparumas prieSgrybeliniams 2012)
vaistams
Nup100 | [NUP100+] FG-nukleoporinas Padidéjes medziagy (Halfmann et
transportas j branduolj al., 2012)
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1.3.1 Priony domenai

Mieliy PrD yra pladiai aprasyta ypa¢ [PSI'], [URE3] ir [RNQ™]. Bendrai PrD yra biidinga daug
Q/N, netvarkingas issidéstymas modulumas ir galimybé sudaryti amiloido pagrindu pagamintus
agregatus, butinas priony susidarymui ir perdavimui (Du, 2011).

Ryskiausias mieliy PrD sudétinis bruozas yra Q ir N liekany gausa, kuriy bendras kiekis yra apie
37-49 %, palyginti su vidutiniu mieliy proteomo Q/N kiekiu — 10 % Sup35 ir Rngl PrD turi daugiau Q
nei N, o jy Q ir N lickanos yra gana tolygiai pasiskirs¢iusios visuose PrD. Swil, Sfpl, Mot3 ir Ure2 PrD
yra praturtinti tiek Q, tiek N, taciau juose yra daugiau N liekany, o jy Q liekanos néra tolygiai pasiskirste
ju PrD. Taigi mieliy PrD gali buti daug N, Q/N arba Q (Du, 2011). Q ir N lickany reik§mé lemianti priony
susidarymg ir baltymy agregacijg buvo placiai istirta (Du, 2011).

Tiek Ure2, tiek Sup35 PrD yra daug Q/N ir i§ esmés netvarkingi. Pirminés Ure2 ir Sup35 PrD
sekos sumaiSymas nepanaikina galimybés formuoti prionus, o tai rodo, kad aminortgsc¢iy sudétis, o ne
pirmin¢ seka, yra daugiausia atsakinga uz priony aktyvumg. Sup35 ir Ure2 PrD turi daug sudétiniy
ypatybiy, jskaitant nepakankama jkrauty ir labai hidrofobiniy liekany kiekj, palyginti su mieliy
proteomu, ir daug poliniy aminoragsciy bei glicino (Cascarina et al., 2014).

Remiantis sudéties panaSumu j zinomus prionus, buvo nustatyta ir keletas naujy priony. Kiti
sudéties ypatumai, jskaitant polinki j sering, tirozing ir glicing, matomi tik kai kuriuose PrD pogrupiuose

(Cascarina et al., 2014).

1.3.2 Priony variantai

Mieliy priony baltymai turintys viena Seka gali buti daugelio paveldimy, aiskiai skirtingy priony,
vadinamy ,,priony variantais* arba ,priony kamienais®, pagrindu. Mieliy priony [PSI'] ir [URE3]
variantai pirmiausia buvo iSskirti kaip ,.stipras® ir ,silpni®, o tai reiSkia priono fenotipo stipruma,
atspindint] normalios baltymo formos trikumo laipsnj. Priony variantai taip pat labai skiriasi savo
stabilumu, daznumu, kuriuo jie prarandami dél mitozinio augimo. Yra tam tikra koreliacija, kai variantas
yra stiprus ir stabilus arba silpnas ir nestabilus, paaiSkinama tuo, kad pastebétas trumpesnis stipriy
filamenty dydis ir 1lgesnis silpny filamenty ilgis. Manoma, kad didesnis filamenty galy skai¢ius padeda
uzfiksuoti didesng monomery dalj, taigi ir ,,stipry* fenotipa. PanaSiai dél didesnio filamenty skaiciaus
stipriame variante yra mazesné tikimybe, kad dukteriné lastelé negaus filamenty. Taciau buvo aprasyti
stipriis nestabilils ir silpni stabiliis [URE3] priono variantai, todé¢l Sios koreliacijos néra absoliucios

(Wickner et al., 2019).
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Jau seniai keliama hipotezé, kad priony baltymai gali pasiekti ne tik vieng infekcing amiloido
konformacija, bet ir susijusiy, taciau skirtingy, savaime besitgsianciy konformacijy, koduojanciy
skirtingus biologinius fenotipus, rinkinj. Tai buvo jrodyta, transformacijos budu | mieles jvedus NM
amiloidus, turindius skirtingas fizines savybes, kurios sukiiré skirtingus fenotipus. Siy tyrimy metu
nustatyta, kad skirtingos NM amiloido konformacijos gali susidaryti paprasé¢iausiai surenkant filamentus
skirtingomis temperattiromis (zitréti 1.2. pav.). Tarp dviejy filamenty populiacijy yra dideliy strukttriniy
skirtumy, kuriuos rodo skirtingas jy terminis stabilumas (pluostai, susidar¢ 4 °C temperatiroje, lydosi
Zemesngje temperatiiroje nei susidare 25 °C temperatiiroje). Kai amiloidai, susidare 4 °C temperatiiroje,
buvo perkelti | mieles, lastelés pasizyméjo prastesniu translacijos terminacijos efektyvumu (stiprus
[PSI7] fenotipas). Priesingai, mieliy transformacija 25 °C temperattroje susidariusiais amiloidais 1émé

didesn;j translacijos terminacijos efektyvumag mieliy lgstelése (silpnas [PSI*] fenotipas) (Tessier et al.,

R

°C / \ 25°C ar 37 °C

1.2 pav. Sup35 baltymo priony variantai.

Sup35 NM fragmentai esant skirtingomis temperatiromis sukuria unikalias amiloidines
konformacijas, kurios, patekusios j S. cerevisiae, sukelia skirtingus priony fenotipus, vizualizuojamus
pagal kolonijy spalvos skirtumus (Tessier et al., 2009).

1.3.3 [PSI*] priono baltymas Sup35

Mielése prionai pasireiSkia kaip paveldimi genetiniai elementai. Geriausiai iStirti mieliy prionai
yra [PSI*], jis sudarytas i§ transliacijos terminacijos faktoriaus eRF3 priono formos, dar Zinomo kaip
Sup35. Sup35 sudaro trys domenai. N-galo (N) domenas (aminortig§éiy lieckanos 1-123) yra bitinas ir

pakankamas [PSI*] plitimui. Vidurinis (M) domenas (124-253 liekanos) sgveikauja su Hsp104 $aperonu
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per 128-148 sritj. Esminis C-galo domenas (254-685 liekanos) dalyvauja transliacijos terminacijoje

(Ziareéti 1.3 pav.).

Reikalingas Saperonuy
[PSI+] prisijungimo
suSIIformaVImllul , Vieta ] Dalyvauja transliacijos
1 123 264 terminacijoje

Sup3sp

o
>
o

N M C

Q/N oligopasikartojimai

1.3 pav. Sup35 Baltymo struktiira.

Sup35p N-galingje srityje yra tiek glutamino, tiek asparagino (Q/N) turtinga sritis ir oligopeptidy
pasikartojimy, reikalingy prionams susidaryti. M sritis sgveikauja su Saperony mechanizmais ir skatina
tam tikry [PSI+] varianty susidaryma (Lyke et al., 2019).

Rysi tarp priony fenotipo ir amiloido struktiiros visy pirma lemia Hsp104 Saperonas, padedamas
Hsp70 ir Hsp40 Saperony, skirtingy priony atzvilgiu. Hsp104 suskaido Sup35 amiloidus j mazesnius
fragmentus, taip padaugindamas amiloido galus, kurie gali jtraukti naujas Sup35 molekules j amiloida.
Amiloido struktiira apibrézia, kaip daznai jj atpazista Hsp104 ir (arba) kaip lengvai Hsp104 gali i8skirti
protomerg t.y oligomerinio baltymo struktiirinj vieneta, taip suskaidydamas amiloido dalel¢ j dvi dalis.
Daznesnis skilimas paprastai lemia mazesnes, bet didesnj kiekj amiloido daleliy, greitesne amiloido
konversija, mazesn] neagreguoto funkcinio Sup35 baltymo lygi, didesn¢ ,nonsense” supresijg ir
stabilesnj paveldéjimg. Tokie [PSI*] variantai vadinami ,,stipriais®. Retesnis Hsp104 veikimas lemia
,silpng* [PSI] varianta, i$siskiriantj vidutine ,,nonsense” supresija ir didesniu neagreguoto Sup35
baltymo lygiu. Tikrasis alternatyviy Sup35 amiloido struktiiry, pasireiSkian¢iy [PSI*] variantais, skai¢ius
yra neaiskus ir gali buti labai didelis, ta¢iau paprastai ne daugiau kaip keturis [PSI*] variantus galima
patikimai atskirti pagal ,,nonsense” supresija ar kitus fenotipus. Taip pat néra aisku, ar visus [PSI*]
variantus galima suskirstyti j dvi skirtingas grupes, tokias kaip stiprus ir silpnas, ar jie yra tgstinumas su
palaipsniui besikei¢ianciy fenotipu (Dergalev et al., 2019).

Keli veiksniai turi jtakos [PSI*] priono atsiradimui. Per didelé Sup35 arba tik jo N domeno sintezé
sukelia de novo [PSI'] atsiradimg. Eliminavus [PSI'] naudojant GuHCI, kai kurios lgstelés buvo
indukuojamos j [PSI'] buseng dél per didelés Sup35 baltymo sintezés, o kitos lgstelés buvo visiskai
atsparios [PSI*] indukcijai. Genetiné Siy skirtumy analizé leido iSkelti hipoteze, kad kitas j prionus

panasus veiksnys kontroliuoja [PSI*] atsiradima. Sis kontroliuojantis faktorius, vadinamas [PIN"],
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egzistuoja nepriklausomai nuo [PSI7] ir buvo nustatytas kaip Rngl baltymo priono forma (Bradley et al.,
2003).

1.3.4 [PIN*] priono baltymas Rngl

Rnql yra nezinomos funkcijos baltymas ir yra vienas i§ keliy zinomy mieliy baltymy, turinCiy
QN turtingg priony domeng (zitréti 1.4 pav.), kurio pavadinimas kiles i§ ,,daug asparagino (N) ir
glutamino (Q)* (angl. rich in asparagine (N) and glutamine (Q). Rnql sudaro priong [PIN*] (pavadinimas
kiles i ,,[PSI'] indukcija®), nes [PIN'] reikalingas efektyviai [PSI*] priono atsiradimui, bet ne [PSI*]
priono propagavimui (Kurahashi et al., 2008).

1.4 pav. Rngl baltymo

struktura

Rngl baltymas
turi N-galo sritj ir C-galo
405 domeng, kuriame yra

Rnqip Q/N turtingi regionai,
N galinis — susije su [PIN"] priony
domenas Domenas biitinas [PIN*] palaikymu Iasteléje

(NGD) prionui formuotis (Lyke et al., 2019).
(Prionus formuojatis
domenas PRD) Per didelé Sup35

baltymo sintezé sukelia
de novo [PSI*] atsiradimg, o [PSI"] de novo indukcijos efektyvumas labai padidéja, kai lgsteléje yra
[PIN*]. Tyrimai patvirtina hipoteze, kad Rnql baltymo agregatai [PIN*] mielése suteikia galimybe
pradéti [PSI*] de novo prionizacija (Zitréti 1.5 pav.), nors taip pat jmanoma, kad [PIN*] agregatai titruoja
[PSI™] priony susidarymo inhibitorius. [PIN*] gali egzistuoti skirtingy paveldimy fenotipy variantais
(pvz., silpnas, vidutinis, stiprus ir labai stiprus [PIN™]), kurie skiriasi efektyvumu, kuriuo skatina [PSI*]
indukcija. Fluorescencinio zyméjimo tyrimai rodo kad, kai Rnq1 baltymas, kurio stiprus [PIN*] fenotipas
sulietas su -GFP ir per daug ekspresuojamas, daugiausia rodo kelis fluorescencinius taskus, o kituose

trijuose variantuose dazniausiai yra vienas taskas vienoje lasteléje (Patel et al., 2007).
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[PIN*] prionas

W\ Cg W\ 69 » @
) C,‘g [PIN*] sgveika su
Tirpus Su Sup3s baltymu
l{)palt-‘mfgss [PSI*] prionas

1.5 pav. [PIN*] sgveika su Sup35 baltymu.

[PSI*] susidarymgs naudojant kryZminio séjimo mechanizmg, kuriame [PIN*] prionas gali
paversti Sup35 baltymo tirpig formg j amiloidinj agregatg. Manoma, kad Q/N turtingy regiony sgveika
tarpininkauja kryZminio s¢jimo mechanizmui (Lyke et al., 2019).

Skirtingi [PIN*] variantai neegzistuoja vienoje lasteléje. Atvirksciai, kai poruojantis dviejy
lgsteliy, turinéiy skirtingus [PIN™] variantus, citozoliai sumaiSomi, susidariusios zigotos palikuonys turi
tik vieng [PIN'] variantg, vadinamg ,,dominuojan¢iu“ variantu. [PIN'] varianto ,,dominavimas*
atvirksciai koreliuoja su Igstel¢je randamu neprionizuoto tirpaus Rnql baltymo kiekiu, t.y. kryzminant
du [PIN*] variantus visada buvo nustatyta, kad maZiau tirpus Rnql yra ,,dominuojantis®. Galimas $io
reiSkinio paaiskinimas yra tas, kad kiekvienas [PIN*] variantas pasizymi tam tikru efektyvumu, kuriuo
jis prijungia Rnql baltymo molekules | priony agregatus. Kai citozolyje yra du [PIN*] variantai,
veiksmingesnis ,,prijungéjas pasisavins didzigjag dalj tirpaus Rnql baltymo, galimo agreguoti,
trukdydamas augti prastai prijungian¢iam variantui ir galiausiai sukeldamas maziau efektyvaus varianto
praskiedimg ir i8nykimg. Pradinis [PSI*] indukcijos palengvinimo fenotipas gali biiti nesusijes su visais
Rngl baltymo priono variantais. Be to, Kiti prionai, pvz. [URE3], o tam tikry j prionus panasiy Q/N
turtingy baltymy perprodukcija gali palengvinti [PSI*] indukcijg, kai néra [PIN*]. Teigiama, kad $ios
Iastelés turi [PIN*] fenotipa, nors jos iSlieka [pin’], nes Rnql baltymas néra priono formos (Liebman et
al., 2006).

1.4 Amiloidai ir jy struktira

Amiloidas yra gijinis baltymy monomery polimeras, kurio didzioji dalis yra B laksto strukttros,
kurioje B gijos eina statmenai ilgio filamento aSiai. Amiloidas yra labai tvarkingas agregatas,
pasizymintis santykiniu atsparumu proteazéms ir specialiomis dazy suriSimo savybémis. Daugelio
skirtingy baltymy amiloidinés gijos yra zmoniy ligy, iskaitant Alzheimerio liga, II tipo diabeta,

Parkinsono liga, senatving amiloidozg ir priony ligas priezastis (Wickner et al., 2013).
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Atomings skiriamosios gebos rentgeno struktiiros atskleidzia, kad pagrindinis skersinio 3 laksto
motyvas susideda i§ poros glaudziai besikartojanciy B laksty (ziuréti 1.6 pav.)

1.6 pav. Amiloido sudaryto i§ B laksty
Linkiy vieta priklauso )
nuo priono varianto modelis.

Ivairiy amiloidy rentgeno spinduliy
difrakcijos tyrimai rodo ,,kryzminj §* modelj, §is
modelis yra bendras visiems amiloidams. 4,75 A
yra atstumas tarp vandenilinémis jungtimis
suristy B gijy, o ~ 10 A atstumas tarp p laksty
(Wickner et al., 2013).

Filamen.to ilgoji
asis
Zvelgiant igilgai protofilamento asies, du
B lakstai prilimpa dél besijungianciy klos¢iy Soniniy grandiniy, panaSiai kaip uZtrauktuko dantys.
Sudétingas Soniniy grandiniy susipynimas rodo, kad fibriliy susidarymas priklauso nuo dalyvaujanciy
segmenty sekos. Tai yra, segmentai, sudarantys Sias struktiiras, yra vienas kita papildantys. Fibriliy
stabilumg lemia keli veiksniai. Vienas i$ tokiy veiksniy yra vandeniliniai rysiai, susidarantys tarp stuburo
amido grupiy, kurios eina auks$tyn ir Zemyn P lakstais. Kadangi kiekviena amido vandeniliné jungtis yra
poling, lygiagreciy vandeniliniy jung¢iy linijos yra nukreiptos j virSy ir Zemyn [ lakstais. Tokiu btudu
vandeniliniai rysiai poliarizuojasi, o tai sukuria kooperacing formavimosi energija (Tsemekhman et al.,
2007). Kitas veiksnys yra van der Valso jégos, susidarancios tarp glaudziai sgveikaujanciy 3 laksty pory.
Trecias veiksnys yra vandens molekuliy, iSsiskirian¢iy i$ dviejy taip glaudziai susikertanciy P laksty,
vidiniy pavirsiy, entropijos padidéjimas. Kitas stabilizuojantis veiksnys yra Soniniy grandiniy, kurios
eina aukStyn ir Zemyn [ lakstais, sgveika. Sgveikaujancios Soninés grandinés apima Tyr aromatinius
ziedus, kurie susikaupia dél m — m saveikos. Soninés Asn, Gln, Thr ir Ser grandinés sudaro vandenilinius
ry$ius, zinomus kaip kopécios, kurios eina auks$tyn ir Zemyn fibrilémis (Sawaya et al., 2007).

Visi amiloido segmento mikrokristalai rodo, kad kryZzminio  1ak$to motyvas susideda i§ dviejy,
beveik begaliniy, B lakSty su steriniu uZtrauktuko Soninés grandinés sgsaja. Taciau jvairios kryZminés 3
laksty struktiiros gali biiti skirstomos j kategorijas pagal kelis kriterijus: ar jy B gijos lygiagrecios, ar
antilygiagrecios; ar jy B lakSty pavirSiai supakuoti su tais paciais pavirSiais (pakavimas akis j akj), ar
skirtingi pavirsiai (pakavimas vienas $alia kito); ir ar du glaudziai supakuoti f lakstai yra nukreipti ta
padia kryptimi (auk$tyn — aukstyn), ar prieSinga kryptimi (aukstyn — Zzemyn). Siy trijy struktiiriniy
18déstymy deriniai suteikia astuonias teoriSkai galimas steriniy uZztrauktuky klases, 1§ kuriy septynios
dabar buvo matomos rentgeno struktiirose (zitréti 1.6 pav.) (Landreh et al., 2016). Lygiagreciame 3
lakste kiekviena [ grandiné yra tiksliai vir§ B grandinés Zemiau, o antilygiagreCiame [} lakste kiekviena

B grandiné yra tiksliai vir$ B grandinés, kuri yra dviem klostémis Zemiau (Soriaga et al., 2016).
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Amiloidinio peptido kristaly struktiiros rodo kryzminio B lak§to motyvo su sterinio uztrauktuko
tipo Soninés grandinés sgveika paplitimg peptidy komplementacijoje ir oligomerizacijoje amiloidinése
fibrilése. Taciau svarbu atsizvelgti i tai, kokiu mastu amiloidiniy fibriliy, susidaranc¢iy i§ amiloidg
formuojanciy baltymy segmenty, struktiiros atspindi fibriliy strukttiras, kurias sudaro jy viso ilgio

pirminiai baltymai (Wel et al., 2007).

1 Klasé 2 Klasé 4 Klasé
GNNQQNY, mieliy ATIGLM, amiloido p HSSNNF, IAPP
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1.7 pav. Amiloidiniy protofilamenty, sudaryty i§ trumpy amiloidga formuojanciy baltymy
segmenty, atominés skiriamosios gebos rentgeno spinduliy difrakcijos sterinés-uztrauktuky strukttros

(Riek et al., 2016).

Kiekviena struktiira iliustruoja vieng i§ galimy steriniy uztrauktuky simetrijos klasiy su vaizdais
18ilgai (virSuje) ir statmenai (apaciai) protofilamento aSiai. Vienas P lapas rodomas juodai, o kitas —
pilkas. Pazymétina, kad vandens molekulés (Sviesiai mélynos sferos) nejtraukiamos j glaudzig sgsajg tarp
B laksty. Pavaizduoti azoto atomai (mélyna), deguonies atomai (raudona), sieros atomai (geltona) ir -
Klostés (rodyklés). Kiekvienai klasei pateikiama reprezentatyvaus segmento aminoriig§¢iy seka, pirminis
baltymas, i$ kurio buvo pasirinktas segmentas, ir baltymy duomeny banko (PDB) prisijungimo kodas
(skliausteliuose) struktiiros koordinatéms. 1, 2 ir 4 klasés (virSutiné eiluté) apibiidina lygiagrecius 3
lakstus, o 5-8 klasés (apatiné eiluté) apibiidina antilygiagrecius [ lakstus. Taip pat rodomos Asn ir Tyr
kopécios (virSuje desingje). 3 klasé eksperimentiskai dar nebuvo pastebéta. Kiekviena klasé¢ apibréziama
remiantis keliomis savybémis: ar jy B-klostés yra lygiagrecios, ar antilygiagrecios; ar jy B laksty pavirsius
yra vienodas (priesais veidas) arba skirtingas (priesais veidas j nugarg) vienas $alia kito; ir ar du glaudZziai
supakuoti  lakStai yra nukreipti ta pacia kryptimi (aukStyn — aukStyn), ar prieSinga (aukStyn — Zemyn)
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kryptimi. Apibendrinant: 1 klaséje yra lygiagreciy, akis j akj, aukStyn ir aukStyn struktiiros; 2 klaséje yra
lygiagrecios, viena kitai nukreiptos, aukStyn-aukstyn strukttros; 3 klas¢je yra lygiagrecios, akis | akj,
aukstyn-zemyn struktiiros; 4 klas¢je yra lygiagreCios, veidas | nugarg, aukStyn-zemyn struktiiros; 5
klaséje yra antilygiagrecios, akis j akj, aukStyn ir aukStyn struktiiros. 6 klas¢je yra antilygiagrecios, veidas
] nugarg, aukStyn ir auksStyn strukttros; 7 klas€je yra antilygiagrecios, akis j akj nukreiptos aukstyn-
zemyn struktiiros; ir 8 klas¢je yra antilygiagrecios, akis j akj, aukStyn-zemyn struktiiros.

Biologinj amiloidy poveikj lemia dvi bendros biocheminés savybés. Pirma, amiloidg
formuojantys baltymai gali pereiti nuo tirpiy monomery j netirpias fibriles. Sis fazés pasikeitimas gali
sutrikdyti lgsteliy ir organy funkcija, prarandant esmine funkcijg arba padidinant toksing funkcijg (Ano
Bom et al., 2012). Antroji savybé yra pasikartojanti amiloidy struktira. Kadangi kryzminé B laksty
struktiira daugiausia sudaryta i§ tarpmolekuliniy kontakty, pradinj amiloido susidaryma lemia didelé
amiloido baltymo koncentracija, o suaktyvéjus agregacijai, amiloidai gali iSlikti neribotg laikg. Dél
subnanometrinio struktiiros pasikartojimo nespecifinis aktyvumas, pvz., (netinkamas) ligandy suriSimas,
gali biiti sustiprintas iki stipraus poveikio per avidiSkuma. Jo pasikartojanti konfigtiracija taip pat suteikia
amiloidams galimybe jungtis prie kity pasikartojanciy biomolekuliy, tokiy kaip RNR, DNR,
glikozaminoglikanai ir lipidy membranos, turin¢ios santykinai didelj afiniskuma (Geoghegan et al.,
2007; Wang et al., 2010). Strukttrinis amiloidinio pluo$to pasikartojimas yra idealus Sablonas
replikacijai, todel gali buti perduodamas tarp lasteliy arba netgi uzkreciamas prioniniy ligy atveju

(Prusiner, 1998).

1.5 Eukariotiniy baltymy sintezé prokariotinéje sistemoje

Bakteriné ekspresija yra labiausiai paplitusi ekspresijos sistema, naudojama rekombinantiniams
baltymams gaminti. Organizmas Escherichia coli (E. coli), yra lengvai valdomas, nebrangus kultivuoti
ir greitai generuoja rekombinantinj baltyma. Taciau, kadangi tai yra prokarioty pagrindu sukurta sistema,
ekspresuojami heterologiniai eukarioty baltymai néra tinkamai modifikuojami, taip pat gali buti sunku
palengvinti ekspresuoto baltymo sekrecija dideliais kiekiais. Be to, baltymai, iSreiksti dideliais kiekiais,
gali sudaryti inkliuzinius kiinus, o didelius sudétingus baltymus gali bati sunku sintetinti (Jana et al.,

2005).
1. Kodono naudojimas / $aliSkumas

Dauguma aminoriig§¢iy buvo uzkoduotos daugiau nei vienu kodonu, o visi turimi aminorig§¢iy
kodonai yra Saliski, kuriuos naudoja kiekvienas organizmas (zitiréti 1.2 Lentel¢). Lasteliy transportiné
RNR (tRNR) atspindi jos mRNR kodono paklaida. Kodono naudojimo E. coli tyrimai atskleidzia, kad
labai i8reiksti genai turi didesng kodono paklaidg nei silpnai iSreiksti, o naudojamy sinoniminiy kodony

daznis atspindi jy giminingy tRNR gausa. Tai gali reiksti, kad heterologiniai genai su gausiais kodonais,
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retai naudojami E. coli, gali bati neefektyviai ekspresuojami E. coli ir gali sukelti transliacijos klaida.
Kodony $aliskumas tampa labai paplitusiomis problemomis, kai reti kodonai transkriptuose sudaro
grupes, tokias kaip dupletai arba tripletai, kuriy kiekis yra didelis. Transliacijos klaida, atsirandanti dél
reto kodono paklaidos, apima klaidingus aminortigsciy pakeitimus, rémelio poslinkius arba prieslaikinj

transliacijos nutraukimg (Khow et al., 2012).

1.2 Lentelé. Reciausiai naudojami kodonai E. coli, mielése, drosophila, dictyostelium ir primatuose
(Sahdev et al., 2007).

CGA,
AGG, AGA, AGG, CGA, AGA, CGA, AGG, CGA, CGG, Argininas
CGA, CGG CGG, CGC CGG CGG, CGC CGC,
CGU
AUA AUA Izoleucinas
CUA CucC UUA CUG Leucinas
CCC CCG CCG CCG Prolinas
UCG AGU UCG UCG Serinas
GCG GCG GCG Alaninas
ACG ACG ACG Treoninas
GGG GGG Glicinas
UGU Cisteinas
CAG Gliutaminas
GUG Valinas

2. Baltymy susilankstymas

Rekombinantiniy baltymy ekspresija E. coli daugiausia nukreipiama j tris skirtingas vietas, t.y.
citoplazma, periplazma ir augimo terp¢ (per sekrecijg). Pirmenybé teikiama ekspresijai citoplazmoje, nes
gamybos iSeiga paprastai yra didelé. Citoplazminis susilankstymas daZnai sustipréja esant Zemai
temperatiirai, todél Saltu indukuojamy promotoriy naudojimas gali palengvinti §] procesa. Taciau tai
daznai lydi klaidingas susilankstymas ir atsiSkyrimas ] netirpius agregatus, vadinamus inkliuziniais
kiinais. Agregacija galima sumazinti iki minimumo kontroliuojant tokius parametrus kaip temperatiira,
ekspresijos greitis ir Seimininko metabolizmas. Nors inkliuzinio kiino susidarymas palengvina baltymy
i$gryninimg, néra garantijos, kad in vitro perlankstymas sukurs didelius biologiskai aktyviy produkty

kiekius. Norint i$leisti rekombinantinius baltymus j periplazmg ir auginimo terpe¢, buvo iStirta daug

19




sistemy. Kadangi toks metodas yra sudétingas, sistemos nebuvo komercializuojamos (Cabrita et al.,

2006; Yin et al., 2007).

3. Baltymy fosforilinimas ir glikozilinimas

E. coli turi ribotg eukarioty posttransliacinio mechanizmo funkcijg, kuri laikoma pagrindiniu

eukariotiniy fosfoproteiny, ty serino/treonino/tirozino proteinkinaziy, gamybos

1.3 Lentelé. Biotechnologinai sprendimai gaminant biologisSkai aktyvius baltymus naudojant
lasteles (Sahdev et al., 2007).

E. coli

kombinacijos;

2. Heterologiniy GC

pACYC, pSC101;

2. BL21-CodonPlus

E. coli ekspresijos sistemos issikiai Problemy sprendimo Saltiniai
biidai
Kodono $aliskumas 1. Rety tRNR geny | 1. pRIG, pRARE, | (Brinkmann et al.,

1989; Cinquin et al.,
2001; Rosenberg et
al., 1993; Sharp et al.,
1989; Yu & Jin, 2007)
(Kirienko et al., 2004;

formavimasis

jungciy susidarymas

E. coli periplazmoje;

2. Disulfidiniy
jungciy susidarymas

E. coli citoplazmoje;

3. In vitro disulfidiniy

Jung¢iy susidarymas;

2. Seimininko trxB ir

gor geny sutrikimai;

3. Baltymy disulfido
izomerazé (PDI) kaip

katalizatorius;

turtingy geny | (DE3)-RIPL lastelés; | Sgrensen et al., 2003;
transliacija; Trundova et al., 2007)
3. Lastelés su | 3. Rosetta-gami | (Neubauer et al.,
papildomomis  rety | kamienas. 2007; Peti et al,
tRNR kopijomis. 2007)

Disulfidiniy jungéiy | 1. Disulfidiniy | 1. Dsb sistema; (Andersen et al.,

1997; Kurokawa et
al., 2001; Liu et al.,,
2001)

(Bessette et al., 1999;
Jurado et al., 2006;
Levy et al, 2001;
Lilie et al., 1994)
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4.  S-sulfonavimas, | (Chew et al., 1995;

4. Nespecifinio | Glutationas arba | Klappa et al., 1997,
disulfidinio ry$io | Cisteamino-cistamino | Winter et al., 2002)
susidarymas. redukuojantis buferis. | (Masuda et al., 1996;
Mukhopadhyay,
2000)
Baltymy 1. Truoksta ecukarioty | 1. Kinazés ir jos | (Gosse et al., 1993;
fosforilinimas post-transliacijos substrato koekspresija | Yue et al., 2000)
masinos; per

atskirus arba vienos
plazmidés vektorius;
2. Endogeninis | 2. Rekombinantinio | (Mijakovic et al.,
fosforilinimas. baltymo 2006)
fosforilinimas
naudojant
endogenines

proteinkinazes.

Baltymy 1. Truksta lastelés | 1. Nefermentinis | (Mironova et al.,
perlankstymas organeliy, reikalingy | glikozilinimas,  dél | 2005)
glikozilinimui; kurio atsiranda

pazangus glikacijos
galutinis produktas;
2. Didelio masto | 2. Kotransliaciné | (Zhang et al., 2004)

gamyba su specifinés | sintezé naudojant
vietos genetiskali
glikozilinimu. uzkoduotas

modifikuotas

aminoragstis.

trikumu. Norint jveikti Sias klittis, kartu ekspresuojant modifikuotus zinduoliy fermentus, tokius kaip
baltymy metilazés ir acetilazés bei jy substratai i§ vieno arba dviejy atskiry plazmidés vektoriy toje
pacioje E. coli, gali susidaryti rekombinantiniai baltymai, labai panasiis | vietinius eukarioty baltymus

(Cabrita et al., 2006). Glikozilinimas yra dar vienas sudétingas posttransliacinio modifikavimo procesas.
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Jis yra atsakingas uz lasteliy glikany, kurie daznai yra prijungti prie baltymy ir lipidy, susidaryma.
Glikoziltransferazé ir glikozidazés yra fermentai, atsakingi uz daugelio baltymy glikozilinima.
Glikoproteinai, kurie dazniausiai pasiskirsto eukariotinése lastelése, retai blina prokariotiniuose
organizmuose, nes $iuose organizmuose truksta glikozilinti batiny Igsteliy organeliy (Demain et al.,

2009; Sahdev et al., 2007)

4. mRNR stabilumas

MRNR stabilumas turi jtakos ekspresijos greiciui. Vidutinis mRNR pusinés eliminacijos laikas
E. coli esant 37 °C svyruoja nuo sekundziy iki maksimumo 20 min., o ekspresijos greitis tiesiogiai
priklauso nuo biidingo mRNR stabilumo. mRNR skaidymas RNazése gali buti apsaugotas RNR
sulankstymu, ribosomomis ir stabilumo moduliavimu poliadenilinant. Rekombinantinés ekspresijos
sistemos su mRNR stabilumo didinimu yra parduodamos, pavyzdziui, Invitrogen BL21 star™ kamienas,

turintis mutacijg geno, koduojanc¢io RNaseE (Jana et al., 2005; Makino et al., 2011).

5. Promotoriaus stiprumas

Rekombinantinéms ekspresijos plazmidéms reikalingas stiprus transkripcijos promotorius, kad
bty galima auksto lygio geny ekspresija. Promotorius turi biiti indukuojamas naudojant termines arba
chemines priemones, o labiausiai paplitgs induktorius yra cukraus molekulinis izopil-beta-D-
tiogalaktopiranozidas (IPTG). Tac¢iau IPTG netinka didelio masto zmogaus gydomyjy baltymy gamybai,
nes yra toksiskas ir brangus (Cabrita et al., 2006; Samuelson, 2011; Sgrensen et al., 2005).

Nors dabar yra daug alternatyviy organizmy ir ekspresijos sistemy, skirty rekombinantiniams
baltymams gaminti, bakterijos, tokios kaip E. coli, ir toliau yra patraukliausia $eimininké heterologiniy
baltymy gamybai. Siuo metu tam tikros potransliacinés modifikacijos E. coli negalima pasiekti.
Netolimoje ateityje gali atsirasti naujy metody, kaip gaminti sudétingus eukarioty baltymus

prokariotinéje ekspresijos sistemoje (Khow et al., 2012).
1.6 Baltymuy sintezés optimizacija

Rekombinantiniy baltymy ekspresija pakeité visus biologijos moksly aspektus. Svarbiausia, kad
jis Zymiai padidino baltymuy, kuriuos galima istirti tiek biochemiskai, tiek strukturiskai, skai¢iy. Anksc¢iau
baltymy gamyba buvo eksperty sritis, nes gryninimas i nattiralaus $altinio (t.y. augaly, triusiy, galvijy)
daznai buvo sunkus ir atimdavo daug laiko. Taciau naujy komerciniy rekombinantiniy baltymy
ekspresijos sistemy prieinamumas kartu su pazangiomis baltymy gryninimo technikomis padar¢ baltymy

gamybg paplitusia visuose biologijos ir biomedicinos moksluose. Tai leido mokslininky bendruomenei
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18tirti tikstancius mazo gausumo ir naujy baltymy i§ jvairiy organizmy. Didé¢jant rekombinantiniu biadu
gaminamy baltymy skaiCiui, did¢ja ir Sio proceso sunkumy bei apribojimy jvertinimas. Nepaisant
daugelio nebakteriniy rekombinantiniy ekspresijos sistemy sukiirimo per pastaruosius tris deSimtmecius
(mielés, bakulovirusai, zinduoliy Igstelés, sistemos nenaudojant lgsteliy), E. coli yra tinkamiausias
Seimininkas rekombinantiniy baltymy ekspresijai (Yin. et al., 2007). Loginis pagrindas yra ai$kus: E. coli
yra lengva genetiSkai manipuliuoti, ja auginti néra finansiSkai brangu, o ekspresija greita, baltymai
paprastai gaminami per vieng dieng. Be to, BMR spektroskopijos izotopy Zyméjimo ir rentgeno
kristalografijos selenometionino jtraukimo protokolai yra gerai zinomi, todél jie labai tinka
struktdiriniams baltymy tyrimams. Taigi, E. coli turi daug reik§mingy pranaSumy, palyginti su kitomis
ekspresijos sistemomis, jskaitant kaing, naudojimo paprastumg ir mastg (Francis et al., 2010).
Ekspresijai E. coli 1astelése reikia keturiy elementy: dominancio baltymo, bakterinés ekspresijos
vektoriaus, ekspresijos lasteliy linijos ir jrangos ir (arba) medziagy, skirty bakterijy lasteliy kultiirai
auginti. Yra keli parametrai, kuriuos galima keisti optimizuojant ekspresijos protokolg — nuo vektoriaus
su atitinkamu promotoriumi parinkimo iki tinkamos indukcijos temperattiros pasirinkimo. Kiekviena
atranka turi jtakos baltyminio produkto tirpumui ir aktyvumui. Ta¢iau deSimtmecius trukes mokslininky
darbas, kartu su naujausia didelio nasumo strukttirinés genomikos pastangy patirtimi, leido nustatyti

protokolg, leidZiantj sékmingai iSreiksti jvairius baltymus (zitréti 1.8 pav.) (Francis et al., 2010).
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1.8 pav. Baltymy sintezés bendrasis protokolas (Francis et al., 2010).

Protokolas susideda i§ devyniy zingsniy. Pirmiausia nustatomos optimalios norimo baltyminio
produkto, ,tikslinio baltymo®, ribos. Tada tikslinis genas subklonuojamas j bakterinés ekspresijos
vektoriy, kuris naudoja T7 lacO promotoriaus sistemg (t.y. naudojama pET sistemoje) ir turi N-galo
heksahistadino (hise) Zyma ir tabako viruso (TEV) proteazés skélimo ,,vietg* (Peti et al., 2007). T7
promotoriaus sistema uZtikrina stipria, tvirtag ekspresija, his6 Zymé palengvina gryninima, o proteazes
vieta leidZia (hiss) Zyme proteolitiSkai paSalinti 1§ iSgryninto tikslinio baltymo. Treciajame etape
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ekspresijos vektorius transformuojamas j BL21 (DE3) kamiena, pvz., BL21 (DE3)-RIL lasteles. Siose
lastelése, kurios yra suderinamos su T7 promotoriaus sistema, yra plazmidziy, koduojanciy arginino,
izoleucino ir leucino tRNR, kurios yra retos E. coli, ir jose truksta lon ir ompT proteaziy, o tai sumazina
tikslinio baltymo skaidyma in vivo. Po to, kai didelés apimties kultirai paséti naudojama vienos nakties
pradiné kultura (5 veiksmas), lgstelés auginamos iki vidutinés log fazés (ODeoo nuo 0,6 iki 0,9) LB terpéje
maiSomos purtyklés kolbose (tai padidina aeracijg) ir tokiu budu iSeigg 37°C temperatiiroje nuolat
kratant. Tada kultiros perkeliamos j Zemesne temperatirg (18 °C), o atvésus baltymy ekspresija
suzadinama naudojant izopropil-p-tio-galaktozida (IPTG). Ekspresija tgsiama per naktj intensyviai
kratant (200-250 aps./min.) 18 °C temperatiiroje. Zemesné ekspresijos temperatiira palengvina
sulankstyto, tirpaus baltymo gamyba. Galiausiai lastelés apdorojamos centrifuguojant ir laikomos —80
°C temperatiiroje, kol prireiks.

Sis protokolas yra skirtas kaip pradinis taskas kuriant ekspresijos strategija E. coli. Ta¢iau
kadangi gali prireikti modifikuoti kelias baltymo, vektoriaus, Seimininko kamieno charakteristikas ir
(arba) ekspresijos salygas, kad susidaryty sulankstytas aktyvus baltymas, neretai pasitaiko sudétingesniy
protokoly, kuriais Sie kintamieji tikrinami lygiagre¢iai. Daugelis veiksniy, gali turéti jtakos
rekombinantiniy baltymy, pagaminty E. coli, tirpumui. Atitinkamai, norint sékmingai ekspresuoti tirpy
baltyma, daznai reikia pakeisti vieng ar kelis ekspresijos protokolo elementus (1.9 pav.). Tai gali reiksti
daugybés iSraisSkos protokoly testavima, o tai atima daug laiko ir yra brangu. Taigi, norint pasirinkti

optimalig konstrukcijg ir raiSkos salygas, prie§ didinant mastelj, naudinga naudoti mazo masto raiskos

testus (Francis et al., 2010).
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1.9 pav. Problemos ir galimi sprendimai kiekvienam baltymy ekspresijos etapui E. coli lastelése

(Francis et al., 2010).

Kairiajame stulpelyje pateikiami pagrindiniai rekombinantinio baltymo ekspresijos zingsniai su
pagrindiniais kintamaisiais, ] kuriuos reikia atsizvelgti. Viduringje skiltyje pateikiamos daZniausios
klittys, su kuriomis susiduriama kiekviename zingsnyje, o galimi kiekvienos kliiities sprendimai

pateikiami deSiniajame stulpelyje.
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1.7 Elektroporacija

Elektroporacija reiskia trumpy aukstos jtampos impulsy naudojima Igstelés membranos barjerui
jveikti. Taikant iSorinj elektrinj lauka, kuris tiesiog pranoksta Igstelés membranos talpa, gali biiti sukeltas
trumpalaikis ir griztamasis membranos skilimas. Si trumpalaiké, pralaidi bisena gali biti naudojama
apkrauti Igsteles jvairiomis skirtingomis molekulémis arba per paprasta difuzija, kai molekulés yra
mazos, arba per elektroforetiS$kai valdomus procesus, leidzian¢ius prasiskverbti per destabilizuota
membrang — kaip ir DNR perkélimo atveju (ziaréti 1.10 pav.). I§ pradziy sukurta geny perdavimui,
elektroporacija dabar naudojama daugybei molekuliy pristatymui: nuo jony iki vaisty, dazy, atsekamyjy
medziagy, antikliny ir oligonukleotidy iki RNR ir DNR. Elektroporacija pasirodé naudinga tiek in vitro,
tiek in vivo. (Luft et al., 2015).

gl

1.10 pav. Lasteliy elektroporacija (Luft et al., 2015)

Elektroporacija vyksta keturiais pagrindiniais etapais: (1) lastelés poliarizacija, (2) membranos
susitraukimas, sukuriantis nanoporas, (3) makromolekuliy patekimas ir (4) membranos pakartotinis
uzdarymas. (1) Taikant trumpus elektros impulsus, membrana jkraunama, sukuriamas elektrinis laukas
ir Iastelés poliarizacija. Stiprus elektrinis laukas sukels struktiirinius membranos pertvarkymus, vandens
uzpildyty membrany struktiiry (,,vandeniniy pory®) ir ,,nanopory®, kuriy dydis didesnis nei 1 nm, o tai
leidZia jonams pereiti membrang. (2) Membranoje susidaro didesnés poros, kurios leidZia patekti
makromolekuléms, tokioms kaip DNR arba RNR. Paprastai toje vietoje, kuri yra nukreipta | neigiama
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elektroda, susidaro daugiau pory dél drusky koncentracijy skirtumo Igstel€je ir naudojamo buferio. (3) |
lastelg gali patekti didelés makromolekulés. Neigiamas DNR / RNR kruvis gali veikti kaip stabdis,
skatinantis jsisavinimg, nors, kita vertus, teigiami jonai, tokie kaip kalcis, gali padidinti artumg prie
neigiamo krivio membranos pries$ jsisavinima. (4) Elektroporacija yra griztama, o kai elektrinis laukas
1Sjungiamas, membrana gali vél uzsandarinti ir iSlaikyti makromolekules Igstelés viduje. Uzsandarinimas
vyksta daug ilgiau (nuo minuéiy iki valandy), o poros gali susidaryti per milisekundes. Zema temperatiira
gali sustiprinti pakartotin] sandarumag, nors kai kuriais atvejais tai gali biiti nepraktiSka eukarioty
lasteléms.

Transmembraninis potencialas, kurj lasteléje sukelia iSorinis laukas, paprastai apibudinamas
lygtimi:

AV, = f Egxer cos® (1)

Vm yra transmembraninis potencialas, f - 1astelés formos faktorius, apibuidinantis lgstelés poveikj
tarplastelinio lauko pasiskirstymui, Eext - taikomas elektrinis laukas, r - 1gstelés spindulys ir @ - polinis
kampas iSorinio lauko atzvilgiu. Daugelio autoriy faktoriaus f reikSmé yra 1,5; taciau Sis veiksnys
priklauso nuo daugelio skirtingy veiksniy. Elektroporacija pasiekiama, kai AVm ramybés
transmembraninio potencialo yra didesnis nei slenkstinis, AV kadangi dvisluoksné membrana yra bendra
ivairiy tipy lasteliy savybé, AV yra panaSios jvairiy tipy lastelése. Paprastai praneSama, kad AV jtampa
yra 1 V (Kinosita et al., 1977), nors eksperimentinis ir teorinis tyrimas véliau apibudino kaip 200 mV
(Teissié et al., 1993). Kuo mazesnis lgstelés spindulys, tuo didesnis iSorinis laukas, reikalingas
pralaidumui pasiekti. D¢l Sios priezasties elektriniai laukai, reikalingi zinduoliy lasteléms pralaidinti, yra
Zymiai mazesni nei tie, kuriy reikia pralaidumui bakterijoms. Taip pat akivaizdu, kad pvz.,
mitochondrijos ar kitos tarplastelinés organelés nebus pralaidzios elektriniam laukui, kurio pakanka
lastelés membranos pralaidumui. Ramybés transmembraninis potencialas yra svarbus ne tik pralaidumo
slenkscCiui, bet ir jvykiy sekai. Pralaidumas i§ pradziy jvyks elemento poliuje, nukreiptame j teigiamag
elektroda, nes dél neigiamo elemento vidaus ¢ia pirmiausia virSijama membranos talpa, kai veikia iSorinis
laukas. Antrasis jvykis yra elemento poliaus, nukreipto | neigiamg elektroda, pralaidumas. | teigiama
elektrodg nukreipto poliaus pralaidumo laipsnj (pralaidzios membranos plotg) galima valdyti impulso
amplitude t.y. kuo didesné impulso amplitudé, tuo didesnis plotas, per kurj gali vykti difuzija (Gabriel et
al.,1997). Pralaidumo laipsnj galima valdyti pagal impulso trukme (taip pat ir impulsy skaiciy), t.y. Kuo
ilgesnis impulsas, tuo didesnis membranos trikdymas tam tikroje srityje (Gabriel et al., 1997). Irodyta,
kad membranos plotas yra didesnis poliuje, nukreiptame j teigiamg elektroda, tac¢iau pralaidumo laipsnis
yra didesnis Igstelés poliuje, nukreiptame j neigiamg elektroda (Tekle et al., 1990). Taigi didesnés
molekulés galés difunduoti j lastelg ties poliumi, nukreiptu | neigiama elektroda, taciau plotas, kuriame

gali vykti difuzija, yra didesnis teigiamo elektrodo puséje (Tekle et al., 1990).
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Elektrody geometrija lems elektrin} lauka, taikoma lasteliy vienasluoksnei arba trimatei
struktiirai, todél ji yra labai svarbi sékmingam geny pristatymui. Pagrindiniai parametrai, lemiantys
elektros laiduma, yra Sie: lasteliy faktoriai, tokie kaip lasteliy tankis, lasteliy architekttra ir Iasteliy
biochemija, fizikiniai ir cheminiai veiksniai, tokie kaip temperatiira, pH, osmoliariSkumas ir naudojamo
buferio jony koncentracija ir elektriniai parametrai, tokie kaip elektrinio lauko stiprumas, jtampa,
impulso ilgis, impulsy skaiCius ir elektrodo geometrija. Tinkamy elektroporacijai naudojamy buferiy
parinkimas taip pat turés jtakos geny pristatymo efektyvumui. Pagrindiniai tinkamo buferio parinkimo
parametrai yra osmoliariSkumas ir jony stiprumas, iSlaikant didziausig jmanomg iSgyvenamumag.
Paprastai buvo rekomenduojami buferiai, imituojantys tarplgstelinj jony stipruma, bet apskritai dauguma
standartiniy terpiy veikia pakankamai gerai. Terpés kompozicijy patobulinimais siekiama padidinti
lasteliy iSgyvenimg po elektroporacijos, kad biity galima naudoti grieztesnius elektroporacijos

parametrus. Todél kiekvieno tipo lasteliy elektroporacijos salygos Siek tiek skirsis (Luft et al., 2015).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

2.1.1 Reagentai

Applichem, Vokietija Glicerolis

Carl Roth, Vokietija D-sorbitolis, D(+)-gliukozés monohidratas,
mieliy ekstraktas, NDS, peptonas, TRIS,
akrilamidas, bis-akrilamidas, TEMED, agaroze,
agaras

BioRad, JAV Glicinas

o Etanolis, NaOH, HCI, amoniopersulfatas, NaCl
Merck, Vokietija

Sigma, JAV Histidinas

Sigma Aldrich, Vokietija etidzio bromidas, EDTA

TPP, Sveicarija Svirkstiniai filtrai PVDF membrana, pory dydis
0,22 pm

Reanal, Vengrija Bromfenolio mélis

Thermo Fisher Scientific, PageBlue baltymy dazas, PageRuler Plus

Lietuva Prestained, baltymy molekulinés masés dydziy

standartas, MassRuler DNR molekulinés masiy
standartas, GeneRuler 1 kb Plus DNR masiy
standartas, fermentai - restrikcijos
endonukleazés FastDigest: EcoRI, Xhol, Ndel,
Notl, GeneJET Plasmid Miniprep Kit, GeneJET
Gel Extraction Kit, T4 DNR ligaze.

2.1.2 Prietaisai

Binder Termostatas
Eppendorf Biofotometras, staliné centrifuga
Amersham Biosciences Elektroforezés srovés Saltinis (EPS 601)
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B. Braun Biotech Inc

VGTU

Velp Scientifica
Thermo Scientific

DNR Bio-Imaging System

Bio-Rad

Consort
Biosan

ScanLAF

Radelkis

Vibra-Cell (Sonics)

LB

SOC

Rotaciné purtyklé

Mikrosekundinio pulsuojancio elektrinio lauko
generatorius

Vorteksas

Didelio tirio centrifuga — Jouan KR25i

Elektroforezés rezultaty vizualizavimo sistema —
MiniBIS Pro

Elektropernasos sistema

elektroforezéms

baltymy

FElektros srovés $altinis — E865
Geliy vartyklé — 3D Sunflower, terminé purtyklé
Laminarinis boksas — MARS 1200,

pH matuoklis — OP-211/1

Ultragarsinis dezintegratorius

2.1.3 Kultyvavimo terpés ir juy priedai

peptonas

mieliy ekstraktas
natrio chloridas
agaras

gliukoze
peptonas

mieliy ekstraktas

NaCl

KCI

10 g/l
59/l
59/l
20 g/l
20 g/l
20 g/l
59/l
0,59/l

0,1869/1
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MgSO4

GYT glicerolis
mieliy ekstraktas
triptonas

LB terpés priedai ampicilino tirpalas

chloramfenikolio tirpalas

Skysty terpiy gamybai nenaudojamas agaras.

2.1.4 Tirpalai
Apicilino tirpalas ampicilinas
Chloramfenikolio tirpalas chloramfenikolis

NDS-PAGE elektroforezéje naudojami buferiai, tirpalai ir geliai

Akrilamido miSinys akrilamidas
bis-akrilamidas
Skirstomasis gelis dH20
akrilamido miSinys
1,5M TRIS pH 8,8
10 % NDS
10 % APS
TEMED

Koncentruojamasis gelis dH20

2,4 g/l
100 mi/l
1,25 g/l
2,59/l
1 ml/l

30 mg/ml

19/l

30mg/mi

290 g/l
10 g/l
7,9 ml
6,7 mi
5ml

0,2 ml
0,2 ml
0,008 ml

41 ml
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10x% glicino buferis

4x uzne$imo buferis

Anodo buferis

Katodo buferis

Gelio buferis 3%

AB — 3 tirpalas

4 % tricino koncetruojamasis

gelis (4 ml)

akrilamido miSinys
1M TRIS pH 6,8
10 % NDS

10 % APS
TEMED

TRIS

glicinas

NDS

1 M TRIS pH 6,8
bromfenolio mélis
glicerolis

1 M ditiotreitolis
0,1 M TRIS pH 8,9
0,1 M tricinas

0,1 M TRIS pH 8,25
0,1 % NDS

3 M TRIS pH 8,45
0,3 % NDS
akrilamidas
bis-akrilamidas

AB - 3 tirpalas

Gelio buferis

1 mi

0,75 ml
0,06 ml
0,06 ml
0,006 ml
30,3 g/l
144,2 g/l
80 g/l

250 mi/l
kruopelé
320 ml/i
400 ml/l
12,114 g/l
17,917 g/l
12,114 g/l
19/
363,42 g/l
39/l

480 g/l

15 g/l
0,333 ml

1ml
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10 % tricino skirstomasis
gelis (10 ml)

APS

TEMED

dH.0

AB — 3 tirpalas
Gelio buferis
Glicerolis

APS

TEMED

dH.0

30 ul
3ul
2,634 ml
2 ml
3,333 ml
lg

50 pl
5ul

3,612 ml

Lasteliy kultyvavimo terpés yra autoklavuojamos 0,5 atm 112 °C salygomis, terpiy priedai

filtruojami ir toliau steriliai jdedami j terpes po autoklavavimo.

2.1.5 Naudoti kamienai ir plazmidés

Darbe naudotos plazmidés pateiktos 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé Darbe naudotos plazmidés

Plazmidé Atrankos Zymuo Saltinis
pET21c(+)-GD25sign- Ampicilinas VU GMC MBK kolekcija
pET21c(+) Ampicilinas VU GMC MBK kolekcija
pET21c(+)SUP35NM-GFP Ampicilinas Sis darbas

pNMG* Ampicilinas (True et al., 2004)
pRSETB-8xHis-SUP35NM Ampicilinas VU GMC BTI kolekcija

*pPNMG plazmidé sudaryta i§ pRS306 vektoriaus, kuriame jterpti SUP35NM ir GFP genai.

Darbe naudoti E. coli kamienai pateikti 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé Darbe naudoti kamienai

Kamienas Genotipas

Saltinis

E. coli DH5a F~endA1l gInV44 thi-
1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20 ¢80dlacZAM15 | MBK kolekcija
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r« mk*), A

VU GMC

(DE3)

E. coli BL21 | F ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg~) A(DE3)

VU GMC
MBK kolekcija

(DE3)

E. coli Rosetta | F ompT hsdSB (rs” mg?) gal dcm (DE3) pRARE (Cam®) | VU GMC

MBK kolekcija
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E. coli BL21 | F- ompT hsdSB (rs - ms -) gal dcm rnel31 (DE3) VU GMC BTI
Star™ (DE3) kolekcija

2.2 Metodali

2.2.1 Molekulinés biologijos metodai

Plazmidziy skyrimas i§ E. coli lasteliy atlickamas naudojant Thermo Scientific GeneJET Plasmid
Miniprep Kit, pagal gamintojo protokola;

Plazmidziy hidrolizé restrikcijos endonukleazémis atlickama naudojant Thermo Scientific FastDigest
restriktazes, pagal gamintojo protokolus;

DNR gryninimas i§ agarozés gelio atlickamas naudojant Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit,
pagal gamintojo protokola;

DNR ligavimas atliekamas naudojant Thermo Scientific T4 DNR ligaze¢, pagal gamintojo protokola
pasirenkant kelis skirtingus inserto ir vektoriaus santykius;

DNR vizualizacija atlickama elektroforezés budu 1 % agarozés gelyje, parametrai — 7 VV/cm, 45 min.;
Glicininé NDS-PAGE: paruosiamas 10 % skirstomasis ir koncentruojamasis geliai ir uzpilami Tris-
Glicino buferiu. Elektroforezé vykdoma palaikant 15 mA, 180 V, 10 W kontentruojamajame gelyje ir 30
mA, 180 V, 10 W skirstomajame gelyje. Geliai dazomi CoomasieBlue dazu (Thermo Scientific);
Tricinine NDS-PAGE: paruoSiamas 8 % skirstomasis ir koncentruojamasis geliai ir uzpilami buferiais —
anodui ir katodui. Elektroforezé vykdoma palaikant 15 mA, 180 V, 10 W kontentruojamajame gelyje ir
30 mA, 180 V, 10 W skirstomajame gelyje. Geliai dazomi CoomasieBlue dazu (Thermo Scientific);
SupNM35-GFP baltymo sinteze¢ buvo atlikta LB+amp terpéje, naudojant darbe sukurta pET21c(+)-
SUP35NM-GFP konstrukta, naudojant skirtingas IPTG koncentracijas ir indukcijos laika;

Sup35NM baltymo sintezé buvo atlikta LB+amp terpéje, naudojant kontrolinj pPRSETB8xHis-SUP35NM
konstrukta, naudojant skirtingas IPTG koncentracijas ir indukcijos laika,

Elektroporacija atliekama naudojant impulsinj elektrinj lauka (IEL), salygos: Bakterijy transformacija
plazmidémis — 8 kV/cm, 5 kartai po 1 ms.

NDS-PAGE méginiai paruosiami: paimamas 1 OT atitinkantis Igsteliy tiiris augancios Iasteliy kulttros,
lastelés nucentrifuguojamos 30 s 13000 x g, supernatantas nupilamas ir ant lasteliy uZpilama 20 pl 4x
redukuojanc¢io NDS-PAGE uZne§imo buferinio tirpalo. Mégintuvéliai su méginiais patalpinami j terming

purtykle 95 °C ir inkubuojami 10 min.
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2.2.2 Mikrobiologijos metodai

Lasteliy kultivacija vykdoma LB/LB+amp/LB-+apm-+chloramp. Elektrokompetentiniy lasteliy ruo§imas:
Bakterijy lasteliy ruoSimas: lastelés auginamos iki vidurinés-vélyvos eksponentinés fazes, atSaldomos,
praplaunamos su dejonizuotu steriliu vandeniu, praplaunamos su steriliu 10 % glicerolio tirpalu,
elektroporacijos terpe GYT (glicerolis-mieliy ekstraktas-triptonas) ir elektroporuojamos, po
elektroporacijos lastelés inkubuojamos SOC terpéje 1 val., 37 °C, tada uzs¢jamos ant LB terpés su

atitinkamais antibiotikais.

2.2.3 Duomeny analizés ir vizualizavimo metodai

Bioinformatiné plazmidziy analizé, retriktaziy parinkimas — naudojama SnapGene programiné jranga.
Elektroforezés geliy vizualizacija ir analizé — naudojama elektroforezés geliy vizualizavimo kamera.

NDS-PAGE geliy analizei naudojama Image Lab 6.1 programing jranga.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 pET-21¢(+) ir pNMG plazmidziy bioinformatiné analizé

Atlikta pET-21c(+) ir pNMG plazmidziy bioinformatiné analizé norint parinkti restrikcijos
endonukleazes, kuriomis buty hidrolizuota pET-21¢(+) ir pNMG plazmidziy DNR, taip, kad i§ pNMG
plazmidés buty iskirptas tikslinis SUP35NM-GFP genas ir pET-21¢(+) plazmidéje hidrolizé vykty

multikloniniame regione (angl. Multiple cloning site) (zitréti 3.1 — 3.2 pav.).

bla promoter .
S. cerevisiae URA3 promoter

: —
R
.“ ( |
= |
5| pNMG ‘
|| 6186 bp ,

__flon

\ /.

lac promoter promoter for the E. coli lac operon
[lac repressor encoded by lacI lac operator
(3918) Xhol

S. cerevisiae TEF1 promoter for EF-1-alpha

EcoRI (2427)

3.1 pav. pPNMG plazmidés bioinformatinés analizés rezultatai.

pNMG plazmidés genolapis, pazymétos restrikcijos endonukleaziy atpazinimo vietos Xhol
(3918) ir EcoRI (2427), esancios aplink SUP35NM-GFP gena.
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6xHis XhoI (158)
EcoRI (192)

[lac operator]|
T7 promoter

- Il
Tl ‘(7 germinator MCs'

PET-21c¢c(+)
5369 bp

3.2 pav. pET-21¢(+) plazmidés bioinformatinés analizés rezultatai.
PET-21c(+) plazmidés genolapis, paZymétos restrikcijos endonukleaziy atpazinimo vietos Xhol
(158) ir EcoRI (192), esan¢ios multikloniniame regione.

Pasirinktos dvi restrikcijos endonukleazés: EcoRI ir Xhol. EcoRI restrikcijos endonukleazé
plazmidéje pNMG hidrolizuoja DNR seka, esan¢iag SUP35NM-GFP geno skaitymo rémelio pradZioje,
kity hidrolizés viety néra. Xhol hidrolizuoja DNR seka, esan¢ig SUP35NM-GFP geno skaitymo rémelio
pabaigoje, kity hidrolizés viety néra. EcoRI ir Xhol restrikcijos endonukleazés hidrolizuoja DNR seka,
esanCig pET-21c(+) plazmidés multikloniniame regione, kity hidrolizés viety, naudojant minétas

restrikcijos endonukleazes, plazmidéje néra.

3.2 pET-21¢(+) ir pNMG plazmidZiy skyrimas i§ E. coli DH5a kamieno Igsteliy ir
DNR hidrolizé EcoRI ir Xhol restrikcijos endonukleazémis

Pirmiausiai buvo atliktas plazmidziy skyrimas i$ E. coli DH5a kamieno lasteliy turin¢iy plazmide
PET-21c(+) ir pPNMG, i$skirtos plazmidés vizualizuotos agarozés gelyje (3.3 pav.). I$skirtos pET-21c(+)

ir PNMG plazmidés atskiromis reakcijomis buvo hidrolizuotos parinktomis EcoRI ir Xhol restrikcijos
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endonukleazémis, gauti fragmentai — pET-21c¢(+) plazmidé £ 5,3 kB ir pNMG plazmidés fragmentai 1,5
kB (SUP35NM-GFP genas) ir 4,7 kB (likusi plazmidés dalis) (3.4 pav.).

kb 3.3 pav. pET-2lc(+) ir pNMG plazmidziy

vizualizacija agarozes gelyje.

M — MassRuler DNR masiy standartas; 2 —
pNMG plazmidé (apibraukta mélyna spalva); 3 — pET-
21c(+) plazmidé (apibraukta raudona spalva).

2 345 67 89 10 1 3.4 pav. pET-21c(+) ir pNMG
- plazmidziy, hidrolizuoty EcoRI ir Xhol
vizualizacija agarozes gelyje.

M — GeneRuler 1 kb Plus DNR masiy
standartas; 1-5 - hidrolizuota PpET-
21¢(+) plazmidé (apibraukta raudonai),
7-11 — hidrolizuota pNMG plazmide,
matoma dalis be SUP35NM-GFP geno

(4,7 kB) ir SUP35NM-GFP geno
fragmentai (1,5 kB) (apibraukti mélyna spalva).

3.3 Hidrolizuoto pET-21(+) vektoriaus ir SUP35NM-GFP geno fragmento
gryninimas, ligavimas, E. coli DH5a kamieno transformacija gautu ligatu.

Atliktas pET-21c(+) vektoriaus ir SUP35NM-GFP geno gryninimas i$ agarozés gelio, fragmentai buvo
sukoncentruoti, vizualizuoti agarozés gelyje (3.5 pav.), juy koncentracija nustatoma naudojant MassRuler
DNR masiy standartg. Toliau vykdoma ligavimo reakcija, pasirinktus vektoriaus (pET-21c(+)) ir inserto
(SUP35NM-GFP) santykius galima matyti 3.1 lentel¢je. Gautas ligatas buvo pagausintas E. coli DH5a

klonavimo kamieno lastelése, ligatas | Iasteles jvestas elektroporacijos metodu.
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3.5 pav. ISgryninty ir sukoncentruoty
PET-21c(+) plazmidés ir SUP35NM-
GFP geno vizualizacija agarozés
gelyje.

M — MassRuler DNR masiy standartas;
2, 4 — iSgrynintas hidrolizuotas pET-
21c(+) vektorius, 6, 8 — iSgrynintas
SUP35NM-GFP geno fragmentas.

3.1 lentel¢ Ligavimo metu naudoti

inserto ir vektoriaus molinés masés

santykiai bei po transformacijos uzaugusiy kolonijas formuojanciy vienety (KFV) skaicius.

Insertas : vektorius UZaugusiy kolonijy skaicius
11 1
2:1 1
31 1
51 1
71 14

Daugiausia kolonijy po transformacijos uzaugo naudojant 7:1 inserto ir vektoriaus santykio
ligata. Tai gal¢jo jvykti dél to, kad vektorius paprastai yra didel¢ molekulé ir turi du restrikcijos
fermentais hidrolizuotus galus. Todél vektorius turi didesne tikimybe pakartotinai susigjzti j Zieding
konformacija. Tuo tarpu insertai paprastai yra mazi, todél tikimybé, kad insertas bus jterptas tarp dviejy
vektoriaus galy, priklausys nuo inserto molekuliy skai¢iaus ligavimo miSinyje. Kuo daugiau inserty,
tuo didesné susidarimo su vektoriumi tikimybé, todél didesné ir sékmingos ligavimo reakcijos tikimybé
(Revie et al., 1988).

IS 18 transformacijos metu gauty kolonijy tolimesniems tyrimams buvo atsitiktinai pasirinkta 10
kolonijas formuojanciy vienety. Transformantai buvo patikrinti iSskiriant plazmiding DNR ir
hidrolizuojant DNR seka EcoRI ir Xhol restrikcijos endonukleazémis, gauti = 5,4 kB ir + 1,5 kB dydzio
fragmentai atitinka tikslinio geno — SUP35NM-GFP ir pET-21c(+) vektoriaus fragmentus (3.6 pav.),
todél galima teigti, kad transformacija pavyko. I§ E. coli DH5a kamieno lasteliy i$skirtas pagausintas

konstruktas naudojamas tolimesniuose tyrimuose.
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3.6 pav. Is E. coli DHS5a

2.3 4 586 7 8 90 transformanty kolonijy i$skirtos

plazmidinés DNR, hidrolizuotos
naudojant EcoRI ir  Xhol
restrikcijos endonukleazes,
vizualizacija agarozés gelyje.

M — GeneRuler 1 kb Plus DNR
masiy standartas; 1- 10 — i$
skirtingy kolonijy iSskirty ir

hidrolizuoty plazmidziy
fragmentai. Raudonai
pazymeétas pET-21c(+)

vektorius + 5,4 kB dydzio,
melynai SUP35NM-GFP geno
fragmentas + 1,5 kB dydzio.

3.4 pET-21c(+)-SUP35NM-GFP konstrukto perkélimas j E. coli BL21(DE3) ir E.
coli Rosetta(DE3) raiSkos kamienus. Sup35NM-GFP baltymo sintezé ir jos
optimizavimas E. coli BL21(DE3) ir E. coli Rosetta raiSkos kamienuose.

Gautu konstruktu pET-21c(+)-SUP35NM-GFP buvo transformuotas E. coli BL21(DE3) raiskos

kamienas, po transformacijos uzaugusios kolonijos buvo atsitiktinai pasirinktos ir patikrintos i§skiriant

plazmiding DNR ir hidrolizuojant DNR sekg su EcoRI ir Xhol restrikcijos endonukleazémis (3.7. pav.).

kb
MM 1 2 3 456 78 9
10 | A d
g— — o G £
5
:
g -” CE R
1,58 '
1 >

-

-

3.7 pav. I§ E. coli BL21(DE3) transformanty kolonijy
iSskirto  pET-21c(+)-SUP35NM-GFP  konstrukto,
hidrolizuoto naudojant EcoRI ir Xhol restrikcijos

endonukleazes, vizualizacija agarozés gelyje.

M — GeneRuler 1 kb Plus DNR masiy standartas; 1-9
— 1§ skirtingy kolonijy iSskirty ir hidrolizuoty
plazmidziy fragmentai.

Po transformacijos pasirinkty  kolonijy

plazmidiné DNR buvo hidrolizuota j du fragmentus: +

5,4 kB dydzio, kuris atitinka teorinj pET-21¢(+) vektoriaus dydj ir + 1,5 kB dydzio fragmenta, kuris
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atitinka teorinj SUP35NM-GFP geno dydj, todé¢l galima teigti, kad E. coli BL21(DE3) kamieno lgsteliy
transformacija pavyko.

Toliau buvo pasirinktos kolonijos, turin¢ios pET-21c(+)-SUP35NM-GFP konstruktg ir
vykdomas Sup35NM-GFP baltymo sintezés optimizavimas E. coli BL21(DE3) raiskos kamiene.
Baltymo sintezés induktorius — IPTG, optimizavimui naudojamos galutinés induktoriaus koncentracijos:
0,5 mM, 1 mM, 2 mM ir inkubacijos laikas po induktoriaus pridéjimo: 2 val., 4 val., 6 val. (3.8 pav.).

Gauti baltymy profiliai toliau buvo analizuojami naudojant glicininés NDS-PAGE metoda.

IPTG koncentracija

kDA IPTG koncentracija ;[5)(? M 0mM 05 mM 1mM 2mm’
fgg \M_ OmM 0,5mM 1mM 2mM OmM 0,5 mM 1mM 2mM 130

s 100
100

— | — —I 70

H s
BE -
I 25

L J \ ) L

)
2 val. po'indukcijos 4 val. po'indukcijos 6 val: po indukcijos

5 = i - " .
35 = TN == = ==
25

3.8 pav. E. coli BL21(DE3) pET-21c(+)-SUP35NM-GFP lasteliy baltymy profiliai vizualizuoti
glicininés NDS-PAGE budu.

M — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas.

Teorinis Sup35NM-GFP baltymo dydis yra 55,7 kDa, 3.8 pav. NDS-PAGE nuotraukoje skirtumy
tarp neindukuotos kontrolés su 0 mM IPTG ir indukuoty IPTG lasteliy baltymy profiliy, nepriklausomai
nuo koncentracijos ir indukcijos laiko, néra — SUp35NM-GFP baltymo sintezé nebuvo gauta. Toliau buvo
nuspresta vykdyti baltymo sinteze E. coli Rosetta kamiene. Sis kamienas turi papildoma pRARE
plazmide, kuri koduoja retesnes tRNR molekules, $iy tRNR molekuliy néra E. coli BL21(DE3) kamiene.

Konstruktu pET-21c(+)-SUP35NM-GFP buvo transformuotas E. coli Rosetta(DE3) raiskos
kamienas, po transformacijos uZaugusios kolonijos buvo pasirinktos ir patikrintos i8skiriant plazmiding

DNR ir hidrolizuojant DNR sekg su EcoRI ir Xhol restrikcijos endonukleazémis (3.9 pav.).
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3.9 pav. I$ E. coli Rosetta(DE3) transformanty
kolonijy iSskirto pET-21c(+)-SUP35NM-GFP
konstrukto ir pRARE plazmidés, hidrolizuoty
naudojant EcoRI ir Xhol restrikcijos endonukleazes,
vizualizacija agarozés gelyje.

M — GeneRuler 1 kb Plus DNR masiy
standartas; 1-4 — i§ skirtingy kolonijy iSskirty ir
hidrolizuoty plazmidziy fragmentai.

Visy po transformacijos pasirinkty 4 kolonijy

plazmidiné DNR buvo hidrolizuota | keturis

fragmentus: + 5,4 kB dydZio, kuris atitinka teorinj pET-
21c(+) vektoriaus dyd;j ir + 1,5 kB dydZio fragmenta, kuris atitinka teorinji SUP35NM-GFP geno dydj ir
du papildomus fragmentus: + 4,7 kB dydzio ir + 4,3 kB dydzio. Papildomi fragmentai gauti dél to kad E.
coli Rosetta kamiene yra papildoma pRARE plazmidé jos dydis yra apie = 4,7 kB dydzio, restrikcijos
endonukleazés galéjo dalinai hidrolizuoti pPRARE plazmide todél matomi keli fragmentai — linearizuotos
ir superspiralizuotos formos pRARE plazmidé. Kadangi yra teorinius pET-21c(+) vektoriaus ir
SUP35NM-GFP geno dydzius atitinkantys fragmentai elektroforezés gelyje, tai galima teigti, kad E. coli
Rosetta(DE3) kamieno lasteliy transformacija pavyko.

Toliau buvo pasirinktos kolonijos, turinCios pET-21c(+)-SUP35NM-GFP konstrukta ir
vykdomas Sup35NM-GFP baltymo sintezés optimizavimas E. coli Rosetta(DE3) raiskos kamiene.
Baltymo sintezés induktorius — IPTG, optimizavimui naudojamos galutinés induktoriaus koncentracijos:
0,5 mM, 1 mM, 2 mM ir inkubacijos laikas po induktoriaus pridéjimo: 2 val., 4 val., 6 val. (3.10 pav.).

Gauti baltymy profiliai toliau buvo analizuojami naudojant glicininés NDS-PAGE metoda.
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3.10 pav. E. coli Rosetta(DE3) pET-21c(+)-SUP35NM-GFP lasteliy baltymy profiliai
vizualizuoti glicininés NDS-PAGE budu.

M — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas.

Teorinis Sup35NM-GFP baltymo dydis yra 55,7 kDa, 3.10 pav. NDS-PAGE nuotraukoje
skirtumy tarp neindukuotos kontrolés su 0 mM IPTG ir indukuoty IPTG lasteliy baltymy profiliy
nepriklausomai nuo koncentracijos ir indukcijos laiko néra — Sup35NM-GFP baltymo sintezé E. coli
Rosetta(DE3) raiskos kamiene nebuvo gauta. Norint nustatyti kodél Sup3SNM-GFP baltymo sintezé néra
gaunama buvo iskeltos dvi hipotezés: 1) jvyko klaida vykdant Sup35NM-GFP geno klonavimo
eksperimentus; 2) jvyko klaida indukuojant baltymo sintezg ir/ar vykdant NDS-PAGE. Tolimesniems
darbams buvo nuspregsta patikrinti ar tinkamai vykdoma baltymo sinteze¢ ir NDS-PAGE, todél buvo
pasirinktas kontrolinis pRSETB-8xHisSUP35NM konstruktas (gautas i§ Amiloidy tyrimy grupés,

Biotechnologijy institutas, Vilniaus Universitetas).

3.5 E. coli BL21(DE3) kamieno transformacija pRSETB-8xHis-SUP35NM
konstruktu. Sup35NM baltymo sintezé ir jos optimizavimas E. coli BL21(DE3)
raiSkos kamiene.

Naudojant pRSETB-8xHis-SUP35NM konstrukta buvo transformuotos E. coli BL21(DE3)
kamieno Igstelés (3.11 pav.).
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3.11 pav. Is E. coli BL21(DE3) transformanty
kolonijy isskirto pRSETB-8xHis-SUP35NM konstrukto
vizualizacija agarozés gelyje.

M — GeneRuler 1 kb Plus DNR masiy standartas; 1—
5 — 18 skirtingy kolonijy i8skirtos plazmides.

Agarozés gelio nuotraukoje fiksuoti fragmentai + 3,9
kB dydzio, kuris atitinka teorinj pRSETB-8xHis-SUP35NM
plazmidés dydj, todél galima teigti, kad E. coli BL21(DE3)
kamieno transformacija pRSETB-8xHis-SUP35NM

konstruktu pavyko.

Kadangi plazmid¢je jklonuotas SUP35NM genas koduoja nedidelj = 30,2 kDa dydzio baltyma,
Sup35NM baltymo sintezés optimizacijai vizualizuoti buvo pasirinktas tricinininés NDS-PAGE metodas
(3.12 pav.). Sis metodas leidZia papras¢iau, su didesne rezoliucija nei glicininé NDS-PAGE atskirti

mazos molekulinés masés baltymus.
IPTG konqentracija

IPTG koncentracija T ——
kDA M ‘0mM 0,5mM 1mM 2mM 0 mM 0,5 mM 1mM 2mM KDA ——_ = &0 M HmY 2

e s mea 250 —
130 e 130

100 100 =

70 . 70—

55 mm— | 55

35 = - 3 35 | |

— | 5

25 ‘ : ' 95 6 val. po indukcijos

2 val. poindukcijos 4 val. po indukcijos

3.12 pav. E. coli BL21(DE3) pRSETB-8xHis-SUP35NM lasteliy baltymy profiliai vizuolizuoti
tricino NDS-PAGE budu.

M — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas.

Teorinis 8xHis-Sup35NM baltymo dydis yra 30,2 kDa, Sioje tricininés NDS-PAGE nuotraukoje
skirtumy tarp neindukuotos kontrolés su 0 mM IPTG ir indukuoty IPTG lasteliy baltymy profiliy
nepriklausomai nuo koncentracijos ir indukcijos laiko néra — 8xHis-Sup35NM baltymo sintezé E. coli

BL21(DE3) raiskos kamiene nebuvo gauta.
Yra zinoma, kad $io konstrukto raiSka tikrai vyksta E. coli BL21(DE3) kamieno lgstelése, taciau

Sio eksperimento metu baltymo sintezé nebuvo gauta (zitréti 1 Priedas). Todél buvo pasirinktas E. coli
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BL21(DE3) Star™ kamienas, kuris yra skirtas tyrimams, kuriems reikalinga didelés iseigos netoksisky
rekombinantiniy baltymy ekspresija (Chin et al., 2016). Yra zinoma, kad naudojant §j kamieng yra

s¢kmingai susintetinamas SupNM baltymas mokslininky i§ Biotechnologijy instituto, VU.

3.6 E. coli BL21(DE3) Star ™ kamieno transformacija pRSETB-8xHis-SUP35NM
konstruktu. Sup35SNM baltymo sintezé ir jos optimizavimas E. coli BL21(DE?3)
Star™ raiskos kamiene.

Konstruktas pRSETB-8xHis-SUP35NM buvo transformuotas j E. coli BL21(DE3) Star™ raiskos
kamieng, gautg i§ Biotechnologijy Instituto, po transformacijos uzaugusios kolonijos buvo atsitiktinai
pasirinktos ir patikrintos iSskiriant plazmiding DNR ir hidrolizuojant DNR seka su Xhol ir Ndel

restrikcijos endonukleazémis (3.13 pav.).

kb 3.13 pav. I§ E. coli BL21(DE3) Star™ transformanty kolonijos isskirto
%8 PRSETB-8xHis-SUP35NM konstrukto hidrolizuoto Xhol ir Ndel resitrikcijos
; endonukleazémis vizualizacija agarozes gelyje.

g M — GeneRuler 1 kb Plus DNR masiy standartas; 1 i$ transformanty kolonijos
2 i$skirta ir hidrolizuota plazmidé.

15 Po transformacijos pasirinktos kolonijos plazmidiné DNR buvo hidrolizuota j
8; du fragmentus: = 3,2 kB dydzio, kuris atitinka teorinj hidrolizuoto Xhol ir Ndel

restrikcijos nukleazémis pRSETB vektoriaus dyd; ir + 0,8 kB dydzio fragmenta, kuris
atitinka teorinj 8xHis-SUP35NM geno dydj. Kadangi yra teorinius pRSETB vektoriaus
ir 8xHis-SUP35NM geno dydzius atitinkantys fragmentai elektroforezés gelyje, tai
galima teigti, kad E. coli BL21(DE3) Star™ kamieno lasteliy transformacija pavyko.

Toliau buvo pasirinktos kolonijos, turinéios PRSETB-8xHis-SUP35NM
konstrukta ir vykdomas 8xHis-Sup35NM baltymo sintezés optimizavimas E. coli BL21(DE3) Star™
raiSkos kamiene. Baltymo sintezés induktorius — IPTG, optimizavimui naudojamos galutinés
induktoriaus koncentracijos: 0,5 mM, 1 mM, 2 mM ir inkubacijos laikas po induktoriaus pridéjimo: 2
val., 4 val., 6 val. (3.14 pav.). Gauti baltymy profiliai toliau buvo analizuojami naudojant glicininés NDS-
PAGE metoda.
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3.14 pav. E. coli BL21(DE3) Star™ pRSETB-8xHis-SUP35NM Iasteliy baltymy profiliai
vizuolizuoti glicino NDS-PAGE budu.

M — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas.

Teorinis 8xHis-Sup35NM baltymo dydis yra 30,2 kDa, Sioje glicininés NDS-PAGE nuotraukoje
skirtumy tarp neindukuotos kontrolés su 0 mM IPTG ir indukuoty IPTG Iasteliy baltymy profiliy
nepriklausomai nuo koncentracijos ir indukcijos laiko néra — 8xHis-Sup35NM baltymo sintezé E. coli
BL21(DE3) Star ™ raiskos kamiene nebuvo gauta (zifiréti 2 Priedas).

Kadangi raiska nevyko naudojant tiek mokslinio tyrimo metu sukonstruotg pET-21c(+)-
SUP35NM-GFP vektoriy bei gauta pRSETB-8xHis-SUP35NM vektoriy naudojant jvairius raiSkos
kamienus, buvo nuspresta patikrinti ar nebuvo padaryta klaida vykdant baltymy sinteze¢ ir/ar leidziant
NDS-PAGE. Buvo pasirinktas pET-21c(+)-GD25 konstruktas, turintis Gd25 lipazés gena, kuris koduoja
43 kDa dydzio baltyma. GD25 geno raiskos salygos buvo tokios pacios kaip ir praeituose prioninio
baltymo sintezés tyrimuose. Yra Zinoma, kad Sio baltymo sintezé vyksta keliuose raiSkos kamienuose,
taciau buvo pasirinktas E. coli BL21(DE3), todél kad biitent §is kamienas buvo naudojamas prioninio
baltymo sintezés tyrimuose naudojant pET-21c(+)-SUP35NM-GFP ir pRSETB-8xHis-SUP35NM

plazmides.

3.5 pET-21c(+)-GD25 konstrukto perkélimas j E. coli BL21(DE3) raiSkos kamieng.
Gd25 baltymo sintezé ir jos optimizavimas E. coli BL21(DE3) raiS§kos kamiene.

Is VU GMC MBK kolekcijos gautas konstruktas pET-21c(+)-GD25 buvo transformuotas j E. coli
BL21(DE3) raiskos kamiena, po transformacijos uzaugusios kolonijos buvo atsitiktinai pasirinktos ir
patikrintos iSskiriant plazmiding DNR ir hidrolizuojant DNR seka su Notl ir Ndel restrikcijos

endonukleazémis (3.15 pav.).
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kb 3.15 pav. I8 E. coli BL21(DE3) transformanty kolonijy iSskirto pET-21c(+)-GD25
10 konstrukto, hidrolizuoto naudojant Notl ir Ndel restrikcijos endonukleazes,
vizualizacija agarozés gelyje.

M — GeneRuler 1 kb Plus DNR masiy standartas; 1 — 1§ kolonijos i8skirtos ir
hidrolizuotos plazmidés fragmentai.

S S NWA OGN

Po transformacijos pasirinktos kolonijos plazmidin¢ DNR buvo hidrolizuota
j du fragmentus: = 5,4 kB dydzio, kuris atitinka teorinj pET-21c(+) vektoriaus dyd;j
ir £ 1,5 kB dydzio fragmenta, kuris atitinka teorinj GD25 geno dydj, todél galima
teigti, kad E. coli BL21(DE3) kamieno lasteliy transformacija pavyko. Taip pat

matomas fragmentas + 7 kB dydzio, tai galima teigti yra nepilnai hidrolizuotas,
linearizuotas pET-21c(+)-GD25 konstruktas, nes teorinis pET-21c(+)-GD25 konstrukto dydis yra 6,9
kB, o tai atitinka fragmenta matomg agarozés gelyje.

Toliau buvo pasirinktos kolonijos, turin¢ios pET-21c(+)-GD25 konstruktg ir vykdomas Gd25
baltymo sintezés optimizavimas E. coli BL21(DE3) raiskos kamiene. Baltymo sintezés induktorius —
IPTG, optimizavimui naudojamos galutinés induktoriaus koncentracijos: 0,5 mM, 1 mM, 2 mM ir
inkubacijos laikas po induktoriaus pridéjimo: 2 val., 4 val., 6 val. (3.16 pav.). Gauti baltymy profiliai
toliau buvo analizuojami naudojant glicininés NDS-PAGE metoda.

IPTG koncentracija IPTG koncentracija
M OmM 0,5mM1mM2mM omM 05mM1mM2mM kDA M OmM 0,5mM 1mM2mM

- --§
% 8 8388

2 val. po indukcijos 4 val. po indukcijos "6 val. po'indukcijos
3.16 pav. E. coli BL21(DE3) pET-21c(+)-GD25 lasteliy baltymy profiliai vizuolizuoti glicino

NDS-PAGE bidu.

M — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas.

Teorinis Gd25 baltymo dydis yra 43 kDa, Sioje glicininés NDS-PAGE nuotraukoje matomas
baltymas, kurio dydis + 43 kDa, kas ir atitinka, teorinj Gd25 baltymo dydj. NDS-PAGE gelis buvo
analizuotas naudojant Image Lab 6.1 geliy analizés programg, buvo matuojami + 43 kDa dydZio baltymo

fragementy intesyvumai (zitiréti 3.17 pav.).
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Takelio Koreguotas fragmento Fragmento Takelio Koreguotas fragmento Fragmento
numeris intensyvumas intensyvumas numeris intensyvumas intensyvumas
OomMIPTG 2|  4,553,384| 34,388,386 omMIPTG 2 87584 10451728
. 0,5mM IPTG 3 . 7,249,212 39,740,158 05mM IPTG 3 340,424 13,818,952
1mM IPTG 4 7.794 962 58,695,796 1 mM PTG 4 400,680 15,937,152
2mMIPTG 5 . 14,298,532 70,907,498 >mM IPTG 5 103,768 16,640,120
6 N/A N/A
0mM IPTG 7 I 1,647,280 27,348,742
0,5mM IPTG 8 2,456,170 28,882,506
TmMIPTG 9| 3,314,620 38,761,466
2mM IPTG10 6,142,844 29,297 512

3.17 pav. NDS-PAGE matomo + 43 kDa baltymo fragmento analizé¢ naudojant Image Lab 6.1
programing jrangg.

Desinéje esan¢iame paveiksle matoma: 1 — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas,
takeliai 2-5 po 2 val. nuo indukcijos IPTG imti méginiai, takeliai 7-10 po 4 val. nuo indukcijos imti
méginai. Kairé¢je esanfiame paveiksle matoma: 1 — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas,
takeliai 2-5 po 6 val. nuo indukcijos imti méginiai. Koreguotas fragmento intesyvumas — fragmento
intesyvumas pasalinus gelio fona.

ISanalizavus NDS-PAGE matomus + 43 kDa dydZio fragmentus matyti, kad indukuoty lasteliy +
43 kDa fragmento intesyvumas yra didesnis nei neidukuotos kontrolés bazinés raiskos nepriklausomai
nuo laiko, kada imti méginiai, todél galima teigti, kad Gd25 baltymo raiska E. coli BL21(DE3) kamiene
vyksta, tad nebuvo padaryta klaidy vykdant baltymy sintezg ir leidziant NDS-PAGE.

Sup35NM-GFP ir 8xHis-Sup35NM baltymy sintezé E. coli Igstelése galéjo nevykti dél keliy

priezasciy jvardinty literatiroje:

1. Pakankama rekombinantiniy baltymy ekspresija gali nevykti de¢l baltymy degradacijos
lasteléje:

E. coli yra dvi pagrindinés fiziologinés proteolitinio skaidymo funkcijos. Pirmasis yra
trumpalaikiy reguliuojan¢iy baltymy inaktyvavimas, o antrasis yra nepageidaujamy, neteisingai
susintetinty, netinkamai susilankstyty baltymy degradacija. Sie nepageidaujami baltymai grei¢iausiai
neturi biologinés funkcijos ir netgi gali buti toksiSki lastelei. | Sig kategorija taip pat gali patekti

rekombinantiniai baltymai, kuriuos lastelé daznai laiko nepageidaujamais (Rozkov et al., 2004).

2. Neveiksminga transliacija (mRNR gali likti antrinéje struktiiroje ir transliacija gali buti

apsunkinta):
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Rekombinantiniy geny mRNR linkusi kauptis Igsteléje, o E. coli mRNR yra gana nestabilios. Kai
kurios mRNR savybeés turi jtakos jos stabilumui pvz: kai kurie kodony deriniai gali sukurti j Shine —
Dalgarno panaSias strukttras, kurios sukelia transliacijos pauze hibridizuojant tiksling mRNR ir

verciancios ribosomos 16S rRNR (Rosano et al., 2014)

3. Eukarioty specifinés aminortigsties kodono seka skiriasi nuo prokariotinés E. coli. Sis reiskinys
zinomas kaip ,,kodono SaliSkumas®, kuris labai trukdo baltymy sintezei ir geny ekspresijai E. coli:

Kodono $aliskumas atsiranda, kai svetimoje koduojancioje DNR sinoniminiy kodony atsiradimo
daznis labai skiriasi nuo Seimininko. Pilnos rekombinantinio baltymo sintezés momentu jvyksta tRNR
iSeikvojimas. Dél S§io trikumo gali prasidéti aminortigs¢iy jsisavinimas ir (arba) polipeptido
sutrumpinimas, taip paveikdamas heterologinio baltymo ekspresijos lygius (kuris geriausiu atveju bus

Zemas) ir (arba) jo aktyvuma (Rosano et al., 2014).
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ISVADOS

1. SUP35NM-GFP genas sékmingai klonuotas j pET-21¢(+) raiSkos vektoriy, gautas konstrukto dydis —
7,1 kB.

2. Naudojant pET-21c(+)-SUP35GFP konstrukta gauti transformantai:
- E. coli BL21(DE3) pET-21c(+)-SUP35NM-GFP;
= E. coli Rosetta(DE3) pET-21c(+)-SUP35NM-GFP;

3. Sup35 baltymo sintezé ir optimizavimas atliktas Siuose raiskos kamienuose:
» E.coli BL21 (DE3) pET-21c(+)-SUP35NM-GFP
= E. coli Rosetta (DE3) pET-21c(+)-SUP35NM-GFP
» E. coli BL21 (DE3) pRSETB-8xHis-SUP35NM

Naudojant 0,5, 1 ir 2 mM IPTG koncentracijg ir indukcija vykdant 2, 4 ir 6 valandas Sup35NM baltymo
sintez¢é nebuvo gauta.

4. lvertinta baltymy sintez¢ naudojant Siuos kontrolinius rekombinantinius konstruktus ir raiSkos
kamienus:

+ E.coli BL21(DE3) Star™ pRSETB-8xHis-SUP35NM
. E. coli BL21(DE3) pET-21c(+)-GD25

Rekombinantinio baltymo sintezé buvo gauta tik E. coli BL21(DE3) pET-21c(+)-GD25 raiskos
sistemoje.

51
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Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedra
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Mieliy SUP35NM geno klonavimas ir raiSka Escherichia coli Igstelése
Mikrobiologijos magistro studijy baigiamasis darbas
Darbas atliktas

VU GMC mikrobiologijos ir biotechnologijos katedroje

SANTRAUKA

Baigiamojo darbo tikslas buvo klonuoti SUP35NM geng j bakterijy raiskos vektoriy ir optimizuoti
baltymo Sup35 sinteze¢ E. coli raiskos kamienuose. Tyrimo metu buvo naudojami molekulinio
klonavimo, rekombinantiniy baltymy sintezés ir proceso optimizavimo, transformacijos naudojant
pulsuojantj elektrinj lauka, mikroorganizmy kultyvavimo, baltymy profiliy vizualizavimo metodai.

Sékmingai atlikus bioinformating analizg, pasirinkus restrikcijos endonukleazes, atlikus DNR
iSskyrimg ir DNR fragmenty ligavimg buvo sékmingai klonuotas SUP35NM-GFP genas j pET-21c(+)
raiSkos vektoriy. pET-21c(+)-SUP35NM-GFP konstruktas buvo jvestas j E. coli BL21(DE3) ir E. coli
Rosetta (DE3) raiSkos kamienus. Toliau buvo atliekama Sup35NM baltymo sintez¢ ir optimizavimas
naudojant Sias raiskos sistemas. Baltymo sintezé nebuvo gauta.

Atlikus E. coli BL21(DE3) lasteliy elektrotransformacija konstruktu — pRSETB-8xHis-
SUP35NM buvo vykdoma 8xHis-Sup35NM baltymo sintezé ir jos optimizavimas, iSanalizavus NDS-
PAGE matyti, kad baltymo sintezé nevyko. Toliau buvo pasirinktos dvi kontrolinés raiskos sistemos: E.
coli BL21(DE3) Star™ pRSETB-8xHis-SUP35NM ir E. coli BL21(DE3) pET-21¢(+)-GD25 jvykdzius
baltymy sinteze ir optimizavimg, NDS-PAGE geliuose buvo matyti, kad 8xHis-Sup35NM baltymo
sintezé nevyko naudojant BL21(DE3) Star™ pRSETB-8xHis-SUP35NM raiskos sistema, o Gd25
baltymo sintezé vyko, NDS-PAGE geliuose matomas 43 kDa baltymas, Kkuris ir atitinka teorinj lipazés
Gd25 dyd;.
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VILNIUS UNIVERSITY
Life sciences center
Department of Microbiology and biotechnology
Neda Jonutyté-Trembo
Cloning and Expression of Yeast SUP35NM Gene in Escherichia coli Cells

Master Thesis
SUMMARY

The aim of this thesis was to clone the SUP35NM gene into a bacterial expression vector and to
optimize the synthesis of the Sup35 protein in E. coli expression strains. Methods of molecular cloning,
optimization of recombinant protein synthesis, transformation using a pulsating electric field, cultivation
of microorganisms, and visualization of protein profiles were performed during the research.

The SUP35NM-GFP gene was successfully cloned into the pET-21c (+) expression vector after
successful bioinformatics analysis, restriction endonuclease selection, DNA isolation, and ligation of
DNA fragments. The pET-21c (+) - SUP35NM-GFP construct was introduced into E. coli BL21 (DE3)
and E. coli Rosetta (DE3) expression strains. Synthesis and optimization of the Sup35NM protein using
these expression systems continued. Protein synthesis was not obtained.

After the electrotransformation of E. coli BL21 (DE3) cells using the construct - pPRSETB-8xHis-
SUP35NM, the synthesis and its optimization of 8xHis-Sup35NM protein was performed, SDS-PAGE
analysis showed that no protein synthesis took place. Two control expression systems were then selected:
E. coli BL21 (DE3) StarTM pRSETB-8xHis-SUP35NM and E. coli BL21 (DE3) pET-21c (+)-GD25
After protein synthesis and optimization, NDS-PAGE gels showed that 8xHis-Sup35NM protein
synthesis did not occur using the BL21 (DE3) StarTM pRSETB-8xHis-SUP35NM expression system
although, Gd25 protein synthesis occurred using E. coli BL21 (DE3) pET-21c (+)-GD25 expression
strain, NDS-PAGE gels show a 43 kDa protein that corresponds to the theoretical size of lipase Gd25.
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PADEKA

Esu labai dékinga savo darbo vadovei j. asist. Justinai Versockienei uz nuolating pagalba,
draugiSkumg, paskatinimg ir palaikymg reikalingu metu. Taip pat noriu padékoti prof. Eglei
Lastauskienei uz galimybg atlikti praktikg Mikrobiologijos ir biotechnologijos katedroje. A¢it doc. Ingridai
Prigodinai LukosSienei uz pagalbg sunkiu laikotarpiu.

Begalo dékinga esu savo vyrui Lukui Trembo, kuris buvo $alia paciais sudétingiausiais studijy ir
gyvenimo momentais. Ir Zinoma noriu padékoti Astai JaraSititei, kurios jau déja nebéra su mumis, acia tau uz

Siuos beveik 6 metus, uz visada gera Zodj, optimizma, riipest] ir nuostabig draugyste.
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fenotipui.
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2 Priedas

Sup35NM baltymo sintezé ir optimizavimas E. coli BL21(DE3) pRSETB-8xHis-SUP35NM
raiskos sistemoje NDS-PAGE rezultatai analizuoti Image LAB 6.1 programine jranga.

IPTG koncentracija IPTG koncentracija
‘OmM 05mMTmM2mM OmM 0,5mMTmM2mM “"kDA M O0mM 0,5mM1mM2mM

2 val. po indukcijos 4 val. po indukcijos I 6 val. pd indukcijos‘
1. pav. E. coli BL21(DE3) pRSETB-8xHis-SUP35NM lasteliy baltymy profiliai vizuolizuoti

tricino NDS-PAGE btidu. M — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas.
Gelis analizuotas naudojant Image Lab 6.1 programing jranga. 2-10 takeliuose rusvai paZymeta

8xHis-SUP35NM baltymo teoriné vieta gelyje.
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2 Priedas

Sup35NM baltymo sintezé ir optimizavimo E. coli BL21(DE3) Star™ pRSETB-8xHis-
SUP35NM raiskos sistemoje NDS-PAGE rezultatai analizuoti Image LAB 6.1 programing jranga.

IPTG koncentracija IPTG koncentracija
kDA M O0OmM 0,5mM 1 mM2mM OomM 05 mM1ImM2mM kDA M OmM 05 mM 1 mM2 mM

| 3 o

0 -
—

_ z w |~
2 val. po indukcijos " 4 val. po indukcijos "6 val. po'indukcijos.

2. pav. E. coli BL21(DE3) Star™ pRSETB-8xHis-SUP35NM Iasteliy baltymy profiliai
vizuolizuoti glicino NDS-PAGE biudu. M — PageRuler Plus Prestained baltymy masiy standartas.

Gelis analizuotas naudojant Image Lab 6.1 programing jranga. 2-10 takeliuose rusvai paZymeta

8xHis-SUP35NM baltymo teoriné vieta gelyje.
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