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IVADAS

Rekombinantiniy geny ekspresija bakterijose Siuo metu yra paprasCiausias ir
pigiausias metodas norint iSgauti didelj kiekj heterologiniy baltymy, kurie panaudojami
tyrimuose ar komerciniais tikslais. I$ visy bakterijy yra iSskiriama Escherichia coli, kuri islieka
patraukliausiu organizmu dél puikiai iStirto genomo, didelio skaiciaus klonavimo vektoriy,

gebéjimo augti greitai didelio tankio kultiiroje ir minimaliy reikalavimy mitybinei terpei.

D¢l daugybés jvairiy stipriy promotoriy ir metody, optimizuojanciy transliacijos
iniciacijg ir elongacijg, rekombinantiniai baltymai E. coli lastelése yra sintetinami itin aktyviai.
Vis déelto, aktyvi baltymy sintezé¢ nereiSkia, jog efektyviai gaminamas aktyvus, teisingai
sulankstytas rekombinantinis baltymas. Nuo pat DNR technologijy eros pradzios buvo
susiduriama su baltymo teisingos tretinés struktiiros jgavimo problemomis. Buvo nustatyta, jog

ne visi heterologiniai baltymai gali nattiraliai jgauti teisingg konformacija.

Daugeliu atveju, ypac, kai produktas yra sudétingos struktiiros, neteisingai
sulankstyti baltymai yra nukreipiami j stambius baltymy agregatus, vadinamus intarpiniais
kiineliais. Siekiant padidinti iSgaunamy natyviy baltymy kiekj yra taikomos dvi strategijos:
natyviis baltymai iSgaunami i§ intarpiniy kiineliy arba vengiama intarpiniy kiineliy susidarymo.
Baltymy kiekj natyvioje frakcijoje gali padidinti Zema kultivacijos temperatiira ir indukcijos
mazinimas. Norint iSaiSkinti tam tikry lasteliniy baltymy vaidmenj rekombinantinio baltymo
sulankstymo procese, nukreipime j agregatus ir pritaikyti tai praktikoje, didinant natyvia baltymy

frakcija, turi buti atliekami i§samis fundamentiniai tyrimai.

Bakalaurinio darbo, atlikto VGTU Chemijos ir bioinZinerijos katedroje
Molekulinés biotechnologijos laboratorijoje (2014), rezultatai parodé¢, jog kultivuojant E. coli
BL21 (DE3) kamiena, turintj pET21a"/aAH plazmide 25 °C temperatiiroje bei indukuojant
rekombinantiniy baltymy ekspresijg itin maza 10 pM IPTG koncentracija, aptinkamas didesnis
nenustatyty netirpiy baltymy kiekis 35-45 kDa zonoje. Sis darbas yra skirtas pastebétam netirpiy
baltymy kiekio padidéjimui istirti. Kiekvieno eksperimento metu lygiagreciai atliekami du
auginimai 25 °C temperatiroje: kontrolinis auginimas, kai indukcija atliekama 500 uM IPTG ir
eksperimentinis auginimais, kai indukcija atliekama 10 arba 50 uM IPTG. Baltymy kiekio
skirtumai jvertinti 2-D elektroforezés metodu ir dominantys baltymai identifikuoti masiy

spektrometrijos metodu.
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Darbo tikslas:

Jvertinti intarpiniy kiineliy sudéties poky¢ius ir identifikuoti baltymus, kuriy kiekis
keiciasi, kai indukcija atliekama skirtingomis induktoriaus IPTG koncentracijomis.

Darbo uzdaviniai:

e Uzauginti lasteliy biomases, esant 25 °C temperatirai, indukuojant 10, 50 ir 500 uM
IPTG koncentracijomis bei surinkus biomasés méginius i$skirti netirpig baltymy frakcija.

e 2-D elektroforezés metodu palyginti intarpiniy kiineliy sudétj, kai indukcija atlickama
skirtingomis IPTG koncentracijomis.

e Masiy spektrometrijos metodu identifikuoti dominancius baltymus.

12



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Intarpiniai kuineliai E. coli Iastelése

1.1.1. Intarpiniy kaineliy sudétis

Rekombinantinése E. coli Igstelése tikslinis baltymas yra pagrindiné intarpiniy
ktneliy (IK) sudedamoji dalis. Vertinant funkciSkai, IK yra neteisingai sulankstyty baltymy
rezervas, kuriame tikslinis baltymas gali sudaryti iki 95 % baltymy kiekio [1, 2]. Nors
proteominé analizé parodé, jog rekombinantinis baltymas IK yra santykinai homogeniskas, be
tikslinio baltymo yra aptinkamas didelis kiekis lasteliniy baltymy [3, 4]. Lasteliniai baltymai gali
sudaryti iki 50 % IK masés, ypa¢ ankstyvosiose agregaty formavimosi stadijose [5]. Manoma,
jog Sie baltymai patenka ] netirpig baltymy frakcija del tarpmolekulinés sgveikos su tiksliniu
baltymu, Saperony stokos, neefektyvaus agregaty gryninimo. Gryninant IK daZnai nepavyksta
atskirti membraniniy baltymy (OmpT, OmpC ir OmpA) [6]. Be baltymy, IK aptinkami
fosfolipidy ir nukleino ruigsciy pédsakai [7].

IK sudétyje aptinkama pre-p-laktamzé, kuri yra fermento [-laktamazés
prekursorius, po subrendimo suteikiantis rekombinantinéms E. coli Igsteléms atsparumag
atrankoje naudojamam ampicilinui [3]. Netirpioje baltymy frakcijoje aptinkami maZieji karScio
Soko baltymai IbpA ir IbpB [8]. Rekombinantiniy E. coli lasteliy netirpiy baltymy frakcijoje taip
pat aptinkamas elongacijos faktorius Tu (EF-Tu) [9], lastelés metabolizme dalyvaujanti
dihidrolipoamido dehidrogenazé (LpdA), triptofanazé (TnaA) ir D-tagatozé-1,6-bisfosfat
aldolazeé (GatY) [10].

Rekombinantinése E. coli lastelése, kuriy tikslinis baltymas yra nukreipiamas j IK,
pastebimas padidéjes DnaK kiekis netirpioje baltymy frakcijoje. Agregatus Salinanti DnaK
sistema ir ClpB yra limituojantys veiksniai lemiantys tikslinio baltymo kiekj tirpioje formoje. IK
formuojanciose lastelése aptinkamas padidéjes DnaK kiekis parodo Sio Saperono svarbg Salinant
agregatus. Daugelio IK formuojanciy baltymy masé yra 30-75 kDa, atitinkan¢iy DnaK substraty
dydj [5, 8].

Be DnaK, netirpioje baltymy frakcijoje, aptinkama GroEL Saperoniné sistema.
DnaK aptinkamas agregaty iSoréje, o GroEL yra tolygiai pasiskirstes visoje lastelés citoplazmoje
ir IK viduje. Nors tiksli DnaK ir GroEL funkcija IK metabolizme néra iki galo iSaiSkinta, GroEL
gali dalyvauti neteisingai sulankstyty baltymy nukreipime j IK [1, 5, 8, 11].
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Tai, kad DnaK aptinkamas ant IK pavirSiaus, rodo, jog $is Saperonas i$skiriamas
kartu su netirpia baltymy frakcija ne dél bendro iSsodinimo sgveikaujant su agregatus
formuojanciais neteisingai sulankstytais baltymais. DnaK sgveikauja su jau suformuotais
agregatais ir katalizuoja baltymy virsmus tarp tirpios ir netirpios formy [11]. DnaK nuolatos
Salina agregatuose esancius baltymus net agregacijos metu, todél IK augimas priklauso nuo
balanso tarp baltymy nukreipimo j ir Salinimo i§ IK [1]. Kai Saperonai ir proteazés nepajégia
uztikrinti baltymy kokybés kontrolés, baltymai formuoja IK, o kai Saperonai ir proteazés geba
atlikti savo funkcijas ir aktyvuojama baltymy de novo sintezé, IK iStirpinami in vivo. DnaK ir

ClpB dalyvauja iSgaunant baltymus i$ terminio Soko metu susiformavusiy baltymy agregaty [12].

Champion, K. M., et al., (2003) [13] palygino baltymy kiekio skirtumus tarp
rekombinantiniy E. coli lasteliy turin¢iy ,,tus¢ig” ir Nutropin™ (somatotroping) koduojancia
plazmide. Nustatyta, jog lastelése, gaminanciose rekombinantinj baltyma, 6 kartus padidé¢ja IK
suriSancio baltymo A (IbpA) kiekis. IbpA yra 16 kDa karS¢io Soko baltymas, kuris riSasi su
agreguojanciais rekombinantiniais baltymais. IK susidarymas aktyvuoja IbpA gamyba [8,13].
DnaK ir GroEL kiekio skirtumy tarp lasteliy, gaminanciy ir negaminanéiy rekombinantinj
baltyma, nenustatyta, bet literatiroje minima, jog Siy Saperony kiekis padidéja rekombinantinio
baltymo ekspresijos atveju, kai suformuojami IK [13, 14]. Nustatytas stuburiniy lizocimo
inhibitoriaus (Ivy) kiekio padid¢jimas tikslinj baltyma ekspresuojancioje kultiiroje bei 6 kartus
didesnis GImU baltymo kiekis ,,tus¢ioje* lasteliy kultiiroje. DidZiausias kiekybinis skirtumas
buvo nustatytas fago Soko baltymo (PspA) atveju, kurio kiekis buvo 10 karty didesnis
rekombinantinio baltymo nekoduojanciose lastelése. PspA priskiriamas E. coli streso baltymams,

kuris indukuojamas kar$¢io Soku, Igsteles paveikiant etanoliu ar hiperosmotiniu Soku [13, 15].

1.1.2. Intarpiniy kiineliy sandara ir morfologija

Intarpiniai kiineliai gali susidaryti tiek citoplazmoje, tiek periplazminéje ertméje,
priklausomai nuo to ar rekombinantinis baltymas yra sukurtas sekrecijai. Agregatg formuojantys
rekombinantiniai baltymai yra atspariis proteolizei, geba sukaupti didelius kiekius santykinai
gryno baltymo, todél IK daznai naudojami toksiskiems, nestabiliems ir lengvai pervyniojamiems

baltymams gaminti.

Stebint pro elektroninj mikroskopa IK lastelése atrodo kaip stambiis, tamsiis
agregatai [16, 17]. Isgryninti IK neturi grieztos strukttros, aptinkami apvalios ar ritinio formos
dariniai, kuriy diametras siekia 0,2-1,2 um [18, 19]. Agregaty iSoré yra jvairi, pavirSius gali biiti
tiek Siurkstus, tiek lygus. Lasteléje dazniausiai aptinkamas vienas arba keletas stambiy IK, kuriy

dydziai gali skirtis [5]. Citoplazmoje esantys IK susiformuoja i§ dalinai sulankstyty baltymo
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formy, kurios sukuria pirming Serdj tolesniam agregatui augti [1]. IK dydis priklauso nuo Igsteliy

dydzio, rekombinantinio baltymo sekos ir aplinkiniy salygy.

Intarpiniai kiineliai néra inertiSki, jy sudétyje yra tam tikra dalis tinkamai
sulankstyty baltymy, kurie pasizymi biologiniu aktyvumu. Lasteléje baltymai néra pasiskirste
vien ] aktyvius (tirpius) ir neaktyvius (netirpius) baltymus, yra daugybé pereinamyjy baltymo

formy, kurios pasizymi daliniu aktyvumu [20].

Pagal morfologija baltymy agregatai yra skirstomi j labai tvarkingos struktiiros
amiloidines skaidulas ir netvarkingos struktiiros IK. Amiloidiniy skaiduly formavimasis
zmogaus organizme sukelia jvairias ligas: Alzheimer, Parkinson, antrojo tipo diabetas ir
prioniniai sutrikimai. Stebint elektroniniu mikroskopu amiloidinés skaidulos atrodo kaip ilgos
gijos, kuriy diametras siekia 6-12 nm. Rentgeno spinduliy difrakcinis tyrimas parode, jog

amiloidinés skaidulos sudaro cross-# struktiiras [21].

PrieSingai nei amiloidinés skaidulos, bakterijose susiformuojantys IK yra
morfologiskai netvarkingos struktiiros. Sie agregatai susidaro bakterijose, gaminandiose
rekombinantinius baltymus, tai reiskinys keliantis daug problemy biotechnologijoje [22, 23].
Manoma, jog IK susidarymg lemia didelé vienos riiSies baltymy koncentracija, atsirandanti dél
labai aktyvios rekombinantinio baltymo ekspresijos. Naujai gaminami baltymai, dar neatsiskyre
nuo ribosomos, yra apsupami $aperony, jie apsaugomi nuo agregacijos ir palengva jgauna savo
natyvig forma. ESant nejprastai aktyviai ekspresijai, baltymo pagaminama tiek daug, jog
nepakanka lasteléje esanciy Saperony, todél baltymai pradeda agreguotis [22]. Yra nustatyta, jog
IK pasizymi amiloidinémis savybémis: riS§imasis su Kongo raudonuoju dazu, agregacijos
Iniciavimas tirpiy baltymy apsuptyje, citotoksiSkumas eukariotinése Igstelése, skirtingas baltymy
apykaitos greitis agregate. Sios savybés leidzia manyti, jog IK savo sudétyje turi struktiiry

panasiy j amiloidines skaidulas [23].

1.2. Intarpiniy kiineliy susiformavimas

1.2.1. E. coli panaudojimas rekombinantiniy baltymy ekspresijai

Enterobakterija E. coli yra prokariotinis organizmas, kuris pla¢iausiai naudojamas
genetinéms manipuliacijoms, industrinei farmaciniy produkty gamybai ir komerciniais tikslais.
E. coli lyginant su kitomis ekspresinémis sistemomis galima iSskirti keleta pranaSumy:
geb¢jimas augti nebrangioje mitybinéje terpéje, greitas biomasés prieauglis, tolerancija dideliam
lasteliy tankiui, lengvas proceso padauginimas. Tai viena pirmyjy ekspresiniy sistemy, kurios

genomas yra puikiai iStirtas, sukurta daug metody chromosomy manipuliavimui, geny
15



klonavimui ir rekombinantiniy baltymy ekspresijai. Jei rekombinantinis baltymas nereikalauja
sudétingy posttransliaciniy modifikacijy ir nesusiformuoja IK, tai E. coli yra palankiausias

mikroorganizmas, norint iSgauti didelj kiekj vertingo ir kokybisko baltymo.

Kai naujai susintetintas rekombinantinis baltymas nepajégia greitai jgauti natyvios
konformacijos ir nesgveikauja su Saperonais, bégant laikui lieka dvi iSeitys: baltymas
nukreipiamas j IK arba baltymas degraduojamas. Net 40 % atvejy kultivuojant rekombinanting
E. coli tiksliniai baltymai agreguojasi ir suformuoja IK [24]. Tikimybé neteisingai suvynioti
baltyma padidéja naudojant stiprius promotorius arba indukcija atliekant didelémis induktoriaus
koncentracijomis. Ekspresija gali biti tokia efektyvi, jog net puse lasteléje sintetinamy baltymy
sudaro rekombinantinis baltymas. Esant tokioms aplinkybéms, baltymo agregacijos greitis
dazniausiai btina didesnis nei natyvios konformacijos jgavimo greitis, o baltymo sulankstyma
atliekanciy Saperony rezervas iSsenka. Agregacijos procesas konkuruoja su teisingu baltymy
sulankstymu ir labiau priklauso nuo lIgstelés Saperony veiklos, aplinkos salygy nei nuo tikslinio
baltymo charakteristiky (baltymo dydzio, sulieto baltymo, formuojamy subvienety strukturos,
hidrofobiskumo). Kitas faktorius lemiantis IK formavimasi yra bakterijy posttransliaciniy
modifikacijy stoka, kurios yra biitinos baltymo natyviai formai jgauti. Pavyzdziui, laukinio tipo
E. coli sunkiai formuoja vidumolekulines ir tarpmolekulines S-S jungtis, nes citoplazma
pasizymi redukuojanéiomis savybémis, todél rekombinantiniai baltymai, reikalaujantys daug

disulfidiniy jungciy, yra agreguojami.

Transkripcija ir transliacija tankiame E. coli citozolyje yra stipriai vienas nuo Kito
priklausomi procesai. Vidutiniskai kas 35 sekundes nuo ribosomos atpalaiduojama nauja
baltymo molekulé, kuri patalpinama Igstelés makromolekuliy apsuptyje, kur koncentracija siekia
Seimininko baltymai (< 100 a. r.), sudaryti i§ vieno domeno, geba greitai ir efektyviai jgauti
tinkamg konformacija, bet dideli, turintys keleta domeny rekombinantiniai baltymai, kuriy

ekspresija yra nenatiiraliai aktyvi, sulankstymui reikalauja Saperony pagalbos.

1.2.2. Baltymy sulankstymg citoplazmoje atliekantys Saperonai

Neteisingas rekombinantiniy baltymy sulankstymas yra daznas reiskinys tiek E. coli
atveju, tiek naudojant kitas ekspresines sistemas. Rekombinantiniy baltymy neteisingas
sulankstymas gali atsirasti dél prieSlaikinés transliacijos terminacijos, naujai susintetintos
polipeptidinés grandinés teisingos konformacijos jgavimo sutrikdymo arba baltymo teisingos
konformacijos praradimo dél aplinkos veiksniy sukeliamo streso. Lastelei yra nenaudinga

prarasti natyvius baltymus, todél Siai problemai spresti yra naudojami itin konservatyvios

16



struktiiros baltymai (Saperonai), gebantys atlikti de novo baltymy sulankstymg, teisingai
sulankstyti i$ dalies sulankstytus baltymus, iStirpinti agregatus ir sunaikinti pazeistus baltymus.
Saperonai apsaugo aktyvias baltymo zonas nuo tarpusavio saveikos ir saveikos su tirpikliu. Be
to, prisijunge Saperonai apsaugo baltyma nuo nepageidaujamy sulankstymg skatinanciy
fermenty, kurie geba pagreitinti nuo molekuliy kinetikos priklausomus pokycius, tokius kaip
peptidil-propil ry$io izomerizacija, naujy disulfidiniy tilteliy suktirimas ir esamy pergrupavimas.
Tikimybé suformuoti IK priklauso nuo lastelés Saperony rinkinio pajégumo ir sgveikos su
lankstomu tiksliniu baltymu. Greitos rekombinantinio baltymo sintezés metu Igstelé patiria Soka,
indukuojami kar$c¢io Soko tipo baltymai [26], taCiau pavéluota ir pasyvi biosintezé nesuformuoja

efektyvaus atsako malSinant agregaty susidaryma.

Molekuliniai Saperonai yra didziausia sulankstymo moduliatoriy klasé, Kkuri
efektyviausiai atlieka baltymy konformacinés kokybés kontrolg. Seperonai saveikauja su
baltymais neturin¢iais natyvios formos, juos stabilizuoja, tinkamai sulanksto. Nors Saperonai yra
konstitutyviai ekpresuojami, esant subalansuotoms augimo sglygoms, taiau jy ekspresija
padidéja esant kar$¢io Sokui ir faktoriams, kuriy déka baltymai sulankstomi neefektyviai (pvz.,
rekombinantinio baltymo ekspresija). Pagal atliekamas funkcijas Saperonai skirstomi j streso ir

karscio Soko baltymus (Hsps).

Vertinant veikimo principg mechanistiSkai, baltymo sulankstymo metu Saperonai
geba iSkelti struktiirizuotus hidrofobiSkus domenus j globulés iSorg. Iprastai hidrofobinés
baltymo dalys néra orientuotos ] supant] tirpiklj ir yra linkusios spontaniskai suformuoti
hidrofobiskus domenus. Be Saperony pagalbos tam tikros baltymo dalys sulankstymo metu
negali specifiSkai sgveikauti, nes hidrofobisky domeny iSardymas yra energetiSkai nenaudingas

procesas. Neperzengiant energetinio barjero baltymas yra nepilnai arba neteisingai sulankstomas.

Saperonai pasizymi selektyvumu baltymo sekai, nuo to priklauso ar $aperonas jungsis
su baltymu. DaZniausi Saperony taikiniai yra trumpos, nestruktiirizuotos, hidrofobinés baltymo
atkarpos, turin¢ios daug baziniy ir mazai rigsStiniy amino rugsciy liekany. Kadangi Sie motyvai

baltymo grandinéje yra sutinkami daznai, Saperonai turi daug susiriSimo zony.

Pagal veikimo mechanizmg molekuliniai Saperonai yra skirstomi j tris grupes.
Pirmajai grupei priklauso Saperonai, kurie naudodami ATP (angl. adenosine triphosphate) atlieka
konformacinius baltymy struktiiros pakeitimus: teisingai sulanksto arba iSlanksto neteisingos
formos baltymus (pvz.: DnaK ir GroEL). Sekanciai grupei priklauso Saperonai sulaikantys
baltymus dalinio sulankstymo stadijoje (pvz.: IbpB). Baltymas yra fiksuojamas dalinai

sulankstytoje formoje, kol yra sumazZinamas faktorius, sukéles baltymo konformacinius
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pokyCius, ir teisingg baltymo formg gali atkurti sulankstymo Saperonai. TreCiajai grupei

priklauso Saperonai, kurie geba tirpinti susidariusius agregatus (pvz.: ClpB).

Uz de novo baltymy sulankstyma E. coli citoplazmoje yra atsakingos trys Saperony
sistemos: trigerinis faktorius (angl. Trigger Factor (TF)), DnaK-DnaJ-GrpE ir GroEL-GroES
Saperoninés sistemos (1 pav.) [27]. TF baltymas yra sudarytas i§ 3 domeny, kuris vidutiniSku
afiniSkumu jungiasi su ribosomomis Salia baltymy iS¢jimo zonos. TF jungimosi su ribosoma
padétis leidzia lengvai sgveikauti su iSlendan¢iy naujai susintetinty baltymy trumpais
fragmentais. Centrinis TF domenas turi peptidil-propil cis/trans izomerazinj aktyvuma [28].
Dazniausiai TF sgveikauja su didelés masés (> 60 kDa) multi-domeniniais baltymais, kurie
sudaro 10-20 % E. coli proteomo [29].

Prie ilgy, naujai susintetinty baltymy grandiniy, jungiasi DnaK Saperonas, kurio
substratu gali buti ir TF atpazjstamos sekos. DnaK yra nukreipiamas j auksto afiniSkumo zonas
padedant kosaperonui Dnal, kuris aktyvuoja DnaK suris§to ATP hidrolizg, taip sukuriamas tvirtas
rySys. DnaK ir baltymo sgveikai nutraukti yra naudojamas GrpE, kuris DnaK priklausantj ADP
paver¢ia i ATP. DnaK-DnaJ-GrpE sistemos apdorotas baltymas gali jgauti natyvia forma
savarankiSkai, pakartotinai jungtis su DnaK ir TF, kol pasiekiama natyvi forma arba sgveikauti
su GroEL-GroES sistema. GroEL/ES sistema apdoroja iki 10 % E. coli naujai pagaminty
baltymy [30]. GroEL yra 800 kDa oligomeras, sudarytas i$ dviejy homoheptameriniy ziedy. Prie
vieno i§ dviejy GroEL Ziedy visada prijungtas GroES. GroEL substratai yra dalinai struktiirizuoti
baltymai (iki 60 kDa), kurie néra jgave natyvios formos. GroEL Ziedai suformuoja uzdarg erdve,
kurioje jtrauktas baltymas yra veikiamas absoliutaus praskiedimo efekto ir gali jgauti teisinga
forma. GroES suformuoja uzdangg, palaiko baltymg GroEL ziedy ertméje ir naudojant ATP
suteikiamg energijg baltymas pasiekia natyvig forma [30, 31].
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Sulaikymo $aperonai

1 pav. Saperony valdomas baltymy sulankstymas E. coli. Pritaikyta pagal [31]

Naujai susidarantys baltymai, kuriems reikalinga $aperony pagalba natyvios formos
jgavimui, pirmiausia susiduria su TF ir DnaK-DnaJ sistemomis (1 pav.). Abu Sie Saperonai
apsaugo hidrofobines baltymo dalis nuo salycCio su tirpikliu ir kitomis baltymo dalimis. Dalinai
sulankstytam baltymui atsiskyrus nuo TF ar DnaK: pasiekiama natyvi forma savarankiskai, vél
prisijungiama prie DnaK-DnaJ sistemos arba baltymas nukreipiamas j GroEL/ES sistema, kur
pasiekiama natyvi forma absoliutaus atskiedimo aplinkoje. Raudonos rodyklés Zymi baltymo
peréjimo kryptj nepalankiomis aplinkos sglygomis. (1 pav.) Labiliis baltymai praranda natyvig
forma, iSsilanksto ir suformuoja agregatus. Sulaikymo Saperono IbpB pavirSiuje prisijungia
dalinai sulankstyti baltymai, kurie sulaikomi, kol sulankstymo Saperonai juos prijungia prie
stambiy agregaty. Sulaikymo Saperonai Hsp33 ir Hsp31 yra svarbiis oksidacinio ir stipraus
terminio Soko atveju. ClpB atlieka agregaty iSardyma ir, likvidavus Soka sukélusj faktoriy,
aktyvuoja DnaK-DnaJ-GrpE sistemg. Rekombinantiniai baltymai tinkamu metu nesusijunge su
TF ar DnaK/Dnal sistemomis yra nukreipiami j IK (zalia rodykl¢, 1 pav.) [31].
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Be de novo baltymy sulankstymo, DnaK ir GroEL atlieka aplinkos veiksniy sukelto
Soko paZeisty baltymy sulankstyma i§ naujo. Siems Saperonams darba palengvina sulaikymo
Saperonai (holdazées), kurie stabilizuoja dalinai sulankstytus baltymus nepakeisdami jy strukttiros
(1 pav). Labiausiai zinomos holdazés priklauso mazyjy Hsp Seimai. E. coli holdazés IbpA ir
IbpB yra 16 kDa homologiniai baltymai, kurie koduojami su tuo pac¢iu operonu [8]. IbpB
suformuoja didelius oligomerus, kurie reaguoja i temperatiiros pokycius. Pakilus temperatiirai
IbpB | iSor¢ iskelia savo hidrofobinius domenus, kurie sugaudo pereinamosios formos
iSlankstytus ir denatiiruotis linkusius baltymus [32]. Nukritus temperatirai (pasalinus Soka
sukelianCius faktorius), su IbpB suriStus baltymus perima DnaK ir GroEL sistemos, kurio

sugrazina baltymui natyvig forma.

Lankstymo ir sulaikymo Saperonai yra nepajégiis susidoroti su baltymy agregacija
stipraus ir ilgo streso atveju, todél susiformuoja agregatai. E. coli lastelése agregaty iSardyma
atlieka Hsp 100 Seimos narys, Ziedg formuojanti ATP-az¢ ClpB. Be to, Hsp 100 Seimai priklauso
ClpA, ClpX ir ClpY, kuriy pagrindiné funkcija yra baltymy proteolitinis skaidymas [12]. ClpB
kartu su kitais mazaisiais kar§¢io Soko baltymais (sHsp) efektyviai iSardo agregatus, bet dalinai
sulankstyti baltymai jgauna natyvig formg tik po sgveikos su DnaK [33]. In vitro tyrimais
nustatyta, jog DnaK-Dnal gali iStirpinti nedidelius agregatus. In vivo DnaK-DnaJ inicijuoja

dideliy agregaty iSardyma, kurj tesia ClpB [34].

1.2.3. Natyvios tikslinio baltymo frakcijos didinimas

Daugelis eukariotiniy baltymy, turin¢iy didel¢ terapeuting ir komercing vertg, turi
sudaryti sudétingas tretines ir ketvirtines struktiiras, suformuoti keleta disulfidiniy jungéiy,
priimti post-transliacines modifikacijas tam, kad buty pasiekta natyvi, biologiSkai aktyvi
konformacija. Tokiy baltymy gamyba E. coli l1astelése yra sudétinga uzduotis, nes vidulasteliné
aplinka, sulankstyma atliekantys baltymai ir sulankstymo kokybés kontrolé¢ prokariotuose labai
skiriasi nuo eukarioty. Sie neatitikimai daugeliu atveju sukelia IK formavimasi, rekombinantiniy

baltymy proteolitinj skaidyma, kai heterologinis baltymas yra aktyviai ekspresuojamas E. coli.

Klasikiniai btidai IK formavimuisi slopinti yra paremti rekombinantinio baltymo
sintezés grei¢io mazinimu. Rekombinantinio baltymo gaminimo greitj galima sumaZzinti
naudojant silpnesniu promotorius, ir/arba mazinant indoktoriaus koncentracijg. Naudojant lac
operonu paremtas sistemas indukcija atliekama izopropil D-tiogalaktopiranozidu (IPTG), kurio
koncentracijai esant zemiau 100 uM stebimas dalinés indukcijos efektas [35]. Kita strategija yra
zemesnés kultivacijos temperatiiros parinkimas, Kuris suteikia dvigubg nauda, nes vienu metu

yra létinami transkripcijos, transliacijos procesai ir mazinamas hidrofobinés sgveikos efektas. Siy
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strategijy neigiama pusé¢ yra sumazejes produktyvumas [36]. Naudojant zemg kultivacijos
temperatiirg galima iSgauti didesni kiekj tirpaus rekombinantinio baltymo, kurio aktyvumas yra
didesnis, lyginant su tirpia rekombinantinio baltymo frakcija esant jprastai kultivacijos
temperatiirai. Zema temperatiira kei¢ia ne vien baltymo pasiskirstyma tarp tirpios ir netirpios
frakcijy, bet kartu kei¢ia baltymy konformacinj bavj tiek tirpioje, tiek netirpioje frakcijose. Vis
delto, atliekant kultivacija Zemoje temperatiiroje pakankamai ilgag laikg, agregaty kiekis did¢ja

[20].

Siekiant iSlaikyti didelj produktyvuma, kartu sumazinant neteisingg baltymy
sulankstymg, E. coli kartu su tiksliniu baltymu yra ekspresuojami molekuliniai Saperonai,
dalyvaujantys de novo baltymy sulankstyme. DnaK-DnaJ arba TF aktyvi ekspresija yra naudinga
tuo atveju, jei reikalingas papildomas efektyvus rekombinantinio baltymo sulankstymas
ankstyvoje sintezés stadijoje [37]. Jei baltymas geba lengvai pereiti ankstyvaja sulankstymo
stadija, bet kyla sunkumy pasiekiant galuting konformacija, papildomai yra ekspresuojama
GroEL-GroES $aperoniné sistema, kuri efektyviai sulanksto < 60 kDa baltymus. Esant problemy
viso rekombinantinio baltymo sulankstymo metu, papildomai ekspresuojamos abi DnaK-DnaJ ir

GroEL-GroES $aperoninés sistemos [37].

1.3. E. coli prisitaikymas prie Zemos kultivacijos temperatiiros

1.3.1. E. coli lasteliy adaptacija

E. coli yra mezofiliné bakterija, kuri gerai auga kultivavimo temperatiirai esant
nuo 21 iki 49 °C. Si bakterija randama Zmogaus Zarnyne, todél nestebina, jog nustatyta optimali
augimo temperattra yra 37 °C. Kultivavimo metu yra pastebimas staigus lasteliy augimo greicio
kritimas, kai terpés temperatiira yra zemesné nei 21 °C, o pasiekus 7.5 °C lasteliy augimas

nebefiksuojamas [38].

Kiekvienas mikroorganizmas gali efektyviai daugintis ir augti tik jam vienam
biuidingame siaurame fizikocheminiy veiksniy intervale. Lasteliy augimo greiio sumaz¢jimas
analizuojant pasirinkta veiksnj dazniausiai priklauso nuo vienos ar keliy struktiry (pvz.:
Saperonai) atliekamy funkcijy sutrikdymo. Lasteliy struktiiry gebéjimas efektyviai atlikti savo
funkcijg tam tikrame iSoriniy veiksniy intervale nulemia mikroorganizmy biogeografini
pasiskirstyma [39]. Nustatyta, jog baltymy Dps, RpsB, ClpB ir DnaK veiklos sutrikimai esant
zemai temperatiirai yra atsakingi uz lgsteliy augimo sustojima, zitj. Tai gali biiti susij¢ su tuo,
jog Saltis inaktyvuoja GroELS Saperonus, kurie toliau nepajégia i§ naujo sulankstyti dél Salcio

inaktyvuotus Dps, RpsB, ClpB ir DnaK baltymus [39]. [domu tai, jog Saperony GroEL ir GroES
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geb¢jimas tinkamai sulankstyti baltymus stipriai sumazéja nukritus temperattrai zemiau 15 °C.
Sie $aperonai dalyvauja daugiau nei 30 % lastelés baltymy sulankstyme ir surinkime taip pat
prisideda prie baltymy sekrecijos. Augimui tinkamas temperatiiros intervalas yra tiesiogiai

susijes su Saperony aktyvumu [38].

Mikroorganizmai privalo sugebéti prisitaikyti prie kintancios aplinkos. Pokyciai
susideda 1§ aplinkoje esancio deguonies ir mitybiniy medziagy prieinamumo, osmosinio Soko,
temperattiros kitimo. Nukritus aplinkos temperatirai lastel¢je prasideda svarbis fiziologiniai
poky¢iai, pasikei¢ia membrany klampumas, padidéja RNR ir DNR antriniy strukttiry stabilumas,
kuris apsunkina RNR transkripcija, transliacija ir degradacija [40]. Sal¢io $oko atsakas padeda

lastelei kovoti su nepalankiais aplinkos pokyciais, aktyvinant specifiniy baltymy sintezg.

Kultivuojant E. coli optimalioje temperatiiroje (37 °C) stebimas didziausias lasteliy
augimo greitis. Staigiai sumazinant kultivavimo temperatiira yra stebimas augimo greicio
kritimas, lastelés pereina j aklimatizacijos faze, kuri uztrunka apie 4 valandas. Aklimatizacijos
metu daugelio baltymy (ir tikslinio baltymo) gamyba sustoja, taciau Salcio Soko baltymy kiekis
pradeda augti [41]. Po Siy pokyciy lagstelés prisitaiko prie zemos kultivavimo temperatiiros,
Sal¢io Soko baltymy kiekis krenta, pratgsiama lgstelés baltymy sintezé, augimas, dauginimasis,

bet visi procesais vyksta IéCiau [40].

1.3.2. Poky¢iai Iastelés membranoje

Staigus aplinkos temperatiiros sumazéjimas pakeicia lastelés membranos savybes,
sumazeja fosfolipidy takumas, padidéja membranos laidumas [42]. Gram-neigiamy bakterijy
membranoje yra lipopolisacharidy (LPS), kurie susideda i§ tolimojo polisacharido (O-antigeno),
Serdinio polisacharido ir lipido A. E. coli bakterijy lipidas A yra sudarytas i§ dviejy
gliukozaminy sujungty su acilo grandinémis (riebiosios riigStys). Kultivuojant Igsteles 37 °C

temperatiiroje laurato riebioji riigstis sudaro didziausia dalj.

Lasteles veikiant Zema temperatiira yra pastebimas laurato riebiosios riigsties
kiekio sumazéjimas, kurig pakei¢ia palmitoleatas [43]. Palmitoleatas lyginant su lauratu yra
nesocioji riebioji riigstis. Nesociosios riebiosios riigstys membranai suteikia didesnj takuma, tai
padeda kovoti su Zemos temperatiros sukeliamomis problemomis. E. coli Igstelése uz laurato
pakeitimg palmitoleatu yra atsakinga Sal¢iu indukuojama aciltransferaz¢ LpxP, kuri palmitoleata

prijungia prie lipido A [44].
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1.3.3. RNR metabolizmo adaptacija

Daugelis Sal¢iu indukuojamy baltymy dalyvauja RNR metabolizme (pvz.: RNR
helikazé DeaD, egzonukleazés RN-azé R ir PNP-az¢). Stipriausiai $al¢iu indukuojami baltymai
yra nukleino riig§ciy Saperonai, priklausantys Sal¢io Soko baltymy Seimai Csps. Tai parodo, jog

RNR metabolizmas yra kritiSkas bakterijy adaptacijai.

Zema temperatiira stabilizuoja antrine nukleino riig8¢iy struktiira, tai kei¢ia
transkripcija, RNR degradacija ir transliacijg. Pagrindiné $al¢io Soko baltymy veikianc¢iy RNR
metabolizmg uzduotis yra apsaugoti nuo antriniy struktiiry susidarymo bei degraduoti
susidariusias strukttrizuotas RNR. Csp Seimos nukleino riig§¢iy Saperonai apsaugo nuo antriniy
struktiry formavimosi, helikazé DeaD geba iSardyti antrines struktiiras, o egzonukleazés PNP-
azé ir RN-azé R atlieka jy degradacija. RN-azé R yra vienintelis E. coli fermentas efektyviai
karpantis dvigrande RNR 3' — 5' kryptimi be helikazés pagalbos. Sal¢io Soko metu RN-azés R
kiekis padid¢ja iki 10 karty [45].

1.3.4. Transkripcijos poky¢iai

Zemoje temperatiiroje kei¢iasi DNR susukimo laipsnis, ji tampa labiau neigiamai
superspiralizuota. Tai dalinai priklauso nuo to, kad vykstancioje saveikoje dalyvauja histony tipo
HU (HupB) baltymai bei fermentas girazé (GyrA), kuris geba inicijuoti neigiama
superspiralizavimg. DNR struktiiros pokytis yra trumpalaikis, trunkantis ~ 1 valanda,
aklimatizacijos proceso metu [46]. Yra manoma, jog laikinoji DNR struktiira geba inicijuoti
Sal¢io indukuojamy baltymy transkripcija. Tyrimy metu buvo parodyta, jog kultivuojant
Synechocystis sp. ir lgsteles paveikiant DNR girazés inhibitoriumi, pastebimas S$al¢io

indukuojamy geny slopinimas [47].

Daugelis baltymy priklausanciy Csp Seimai geba jungtis su DNR. CspE lasteléje
dalyvauja chromosomy formavime (sulankstyme) ir apsaugoje [48]. CspA ir CspE dalyvauja
transkripcijoje esant Zemai temperatiirai atlikdami antiterminatoring funkcija, neleisdami
susiformuoti ,,plauky segtuko* motyvui, kuris sukelia prieslaikinj transkripcijos nutraukima.

Kitas baltymas pasiZymintis antiterminatorine funkcija yra NusA [49].

Transkripcijos faktorius RpoS (c6S) néra priskiriamas Sal¢iu indukuojamiems
baltymams, bet jis yra susijes su ekspresija geny, veikian¢iy Igsteles susidurian¢ias su jvairiu
stresu, tarp kuriy ir Sal¢io Sokas. Tiriant E. coli bioplévelés formavimg 23°C temperatiiroje, 40 %
geny buvo kontroliuojami RpoS. Dalis Siy geny buvo atsakingi uz biofilmo formavima, todél
atlikus eksperimentg su mutantu neturin¢iu RpoS geno, buvo pastebéta, jog lastelés sunkiau

formuoja biofilmg 23 °C temperattroje [50].
23



1.3.5. RNR degradacija ir stabilizacija nukritus temperatirai

Dalis Csp Seimos baltymy dalyvauja RNR stabilizavime ir/arba degradacijoje. Csp
Saperony veikla yra biitina mRNR stabilumui, kai aplinkos temperatiira yra zema. CspA yra
pagrindinis SalCio indukuojamas baltymas Csp Seimoje, kuris destabilizuoja antrines struktiiras ir
veikia kaip Saperonas, palaikantis RNR viengrande formg, palankia RNR degradacijai. CspE
veikia priesingai — stabdo RNR degradacijg. Sis fermentas geba prikabinti poli-A uodega, kuri
apsaugo RNR nuo PNP-azés egzonukleazinio aktyvumo ir nuo RN-azés E vidinio sukarpymo
[51].

E. coli fermentas DeaD yra DEAD-box tipo helikazé, kuri Sal¢io Soko metu
suformuoja degradosomg ir dalyvauja RNR degradavime. Turimas helikazinis aktyvumas padeda
lengviau degraduoti RNR struktiiras. In vitro tyrimuose buvo pastebéta, jog DeaD tiesiogiai
jungiasi su RN-aze R, kuri atlieka pagrindinj RNR skaldymg degradosomos komplekse. RhiB
helikazé aptinkama S$al¢io Soko atveju susijungusi su degradosoma, yra nezinoma ar dvi

skirtingos helikazés jungiasi su RN-aze E, ar lastel¢je yra dviejy tipy degradosomos [52].

Esant Zemai temperatiirai helikaz¢ DeaD dalyvauja ribosomy biogenezéje.
Inaktyvavus DeaD geng sumazéja subrendusiy 50S ribosomos subvienety, bet susidaro 40S dydj
atitinkanciy neaktyviy dariniy [53]. Ribosomy susidaryme dalyvauja RbfA baltymas, kuris

atsakingas uz 30S subvieneto brendima, jo kiekis 1gsteléje padidéja sal¢io Soko atveju [54].

PNP-azé yra viena pagrindiniy egzonukleaziy E. coli, kurios kiekis $al¢io Soko
metu padidéja dvigubai. Fermentas mazina Csp Seimos baltymy kiekj aklimatizacijos proceso
pabaigoje. Lastelés neturincios PNP-azes, poli-A polimerazés (PAP) ar DeaD helikazes, geba
ekspresuoti jprastg kiekj Csp baltymy, bet praéjus aklimatizacijai, Csp baltymy kiekis iSlieka
nepakites. Tai parodo, jog minétieji fermentai prisideda prie specifinio Csp nariy mRNR

degradavimo [55].

1.3.6. Transliacija Zemoje temperatiiroje

Nukritus temperatirai baltymy transliacija 1étéja, sustoja, taciau tai neveikia Sal¢io
indukuojamy baltymy gamybos, prieSingai, jy ekspresija padid¢ja. PY yra baltymas
dalyvaujantis transliacijos blokavime. Blokuojama mRNR, taip stabdoma transliacija, nes PY
baltymas jungiasi su 30S ribosomos subvienetu, kuris atskiriamas nuo 50S. Trikstant 30S
subvienety nesusiformuoja 70S kompleksai, todél jy kiekis ilgainiui mazéja. PY baltymas
aptinkamas kartu su ribosomomis jau pirmaja valanda po salCio Soko ir iSlieka per visg

aklimatizacijos perioda, kol prisitaikiusios lastelés sugrjzta prie jprasto augimo [56].
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Struktiiriné RNR stabdo ribosomy atlickamg transliacijg, be to, suformuotos
strukttiros gali slépti Shine-Dalgarno sekas, kurios yra reikalingos transliacijos iniciacijai. RNR
struktiriSkumo mazinima atlieka Csp baltymai, RNR helikazés, gebantys iSlydyti RNR motyvus
[57].

Pacios ribosomos sugeba prisitaikyti prie naujy saglygy. In vitro tyrimais jrodyta,
jog E. coli transliacinis mechanizmas Zemoje temperatiiroje aktyviau pasirenka S$al¢io
indukuojamy geny mRNR [58]. Kryptingg mRNR pasirinkimg lemia dvi faktoriy grupés
vadinamos cis ir trans. Cis apima specifines mRNR struktiras budingas tik SalCiu
indukuojamiems genams, o trans apima Csp baltymus ir iniciacijos faktorius (IF1, 1F2, IF3),
aktyvinancius Sal¢io Soko indukuojamy geny mRNR transkripcijg. IF3 faktorius stimuliuoja tik
Sal¢io indukuojamy geny mMRNR transliacija, o IF1 sustiprina IF3 atlieckamg funkcija,
neveikdamas jo specifiSkumo mRNR [59].

Baltymai pasizymi didziausiu termodinaminiu stabilumu esant tam tikrai,
optimaliai temperatirai (E. coli — 20 °C). Tiek auksta, tick Zema temperattra apsunkina teisingg
baltymy suvyniojimo procesa, todél atsiranda neteisingai sulankstyty baltymy. Iniciacijos
faktorius F2 ir Hsc66 baltymas dalyvauja teisingame baltymy sulankstyme Saltyje [60]. Ko-
transliaciniame baltymy sulankstyme dalyvauja TF, kurio kiekis padidéja nukritus temperatirai.
Lastelés turincios sumazintg TF kiekj yra labai jautrios Sal¢iui, o papildomai ekspresuojant TF,
padidéja lasteliy gebéjimas iSgyventi Saltyje [28]. TF pagerina baltymy sinteze, sulankstyma,

apsaugo pagamintus ir tvarko Sal¢io pazeistus baltymus [40].

1.3.7. Sal&io Soko baltymy indukcijos mechanizmas

Salgio adaptacijos metu daugelio baltymy ekspresija stabdoma, bet $alio
indukuojamy baltymy ekspresija yra indukuojama. Indukcijos mechanizme nedalyvauja
specifiniai indukcijos faktoriai, manoma, jog ekspresijos aktyvinimas vyksta dél mRNR
stabilumo pokyc¢iy ir pakitusio prieinamumo transliacijai. Baltymo CspA Sal¢io indukcija yra
pladiausiai istirta. Sal¢io Soko metu CspA sudaro iki 13 % visy lastelés baltymy, bet esant

optimaliai 37 °C temperattrai baltymo kiekis yra labai mazas [61].

Geno cspA promotorius yra jautrus temperattiros sumazéjimui. 15 °C temperatiroje
cspA geno promotorius yra 3 kartus aktyvesnis, be to, mRNR kiekis iSauga dél padidéjusio
transkripto stabilumo (puséjimo laikas 15 min.). Geno cspA mRNR yra labai nestabili 37 °C
temperatiiroje, pus¢jimo laikas vos 12 sekundziy. Manoma, jog cspA mRNR 5° gale esancio

netransliuojamo regiono (5° UTR) strukturiniai persitvarkymai sukeliantys nestabilumg 37 °C
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temperatiiroje, yra atsakingi uz mRNR stabilizavimg Zemoje temperatiiroje. Be to, struktiiriniai
cspA 5 UTR pokyciai Zemoje temperatliroje atveria transliacijos iniciacijos regiong (TIR) [62].
Padidéjes CspA, transliacijos iniciacijos faktoriy IF3 ir IF1 kiekis, veikia kaip trans veiksniai,

palengvinantys tolimesn¢ CspA biosinteze [58].
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2. METODINE DALIS

2.1. Prietaisai, darbo priemonés, kompiuterinés programos.

2.1.1. Prietaisai, darbo priemonés

Prietaisai ir darbo priemoneés: Gamintojas:

10 uL, 100 pL, 200 puL, 1 mL, 5 mL automatinés Eppendorf Research
pipetés

100 mL, 500 mL, 1000 mL siaurakaklés Rasotherm
ploksc¢iadugnés kolbos

20 mL, 200 mL, 500 mL stiklinés Simax

25 mL, 250 mL, 500 mL, 1 L, 2 L matavimo Simax, Rasotherm
cilindrai

Analitinés svarstyklés (Max 220 g, d =0.0001 g)  Scaltec

Autoklavas

Centrifuga Labotek
Centrifuga 5810R Eppendorf
Centrifuga Rotina 35R Hettich
Elektriné plytelé Severin
Inkubatorius Medline

Laminaring spinta

Magnetiné maisyklé RH basic 2 IKA

pH-metras Metller Toledo
Spektrofotometras Ultrospec 4000 Pharmacia Biotech
Srovés $altinis izofokusavimui EPS 3501 XL GE Healthcare
Svarstyklés SPO (Max 3100 g, d=0.1 g) SCALTEC SPO 61

Traukos spinta

Ultragarsinis dezintegratorius Vibracell VCX 750  Sonics

Vienkartinés kiuvetés Roth

Vorteksas MS1 Minishaker IKA

Skeneris ImageScanner IlI GE Healthcare Life Sciences
Elektroforezés aparatas SE900 Hoefer

Izofokusavimo prietaisas Multiphor 11 GE Healthcare

Gradienteris Pharmacia Biotech



Peristaltiné pompa Cyclo II

Vartytuvas WT 17

Elektros Saltinis (izofokusavimui) Electrophoresis
Elektros Saltinis (elektroforezei) CS-3AMP
Termostatas (izofokusavimui) MultiTemp 111
Termostatas (elektroforezei) MultiTemp IV
Dejonizuoto vandens sistema Mili-Q

2.1.2. Kompiuterinés programos
e Microsoft Office 2010 programinis paketas
e Adobe Photoshop CS6
e Progenesis SameSpots (Nonlinear Dynamics)
e EPSON Scan

2.2. Medziagos ir tirpalai

2.2.1. Medziagos

Medziaga:

Acetonas

Acto riigstis

Akrilamidas

Alyva Plus One (Dry Strip Cover Fluid)
Ampicilinas

APS (amonio persulfatas)

Baltymy molekuliniy masiy standartas SM0441
Baltymy molekuliniy masiy standartas SM0661
BIS akrilamidas (N, N -metilen-bis-akrilamidas)
Bromfenolio mélis

CHAPS

Coomassie Brilliant Blue G250

Coomassie Brilliant Blue R250

Deoksicholatas

Roth

Biometra

GE Healthcare
Cleaver scientific
GE Healthcare
GE Healthcare
Millipore

Gamintojas, Saltinis:
P.P.H. Standard
Lachema

Roth

Amersham Biosciences
Roth

Fluka

Fermentas

Fermentas

Roth

Serva

Roth

Serva

Serva

Roth
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DTT (ditiotreitolis)

E. coli kamienas BL21 (DE3), turintis plazmidg

pET21a"/aAH

EDTA (etilendiamintetraacto riigstis)
Etilo alkoholis

Fosforo riigstis

Glicerolis

Glicinas

HCI (druskos rtigstis)

IAA (jodacetamidas)

IPG buferinis tirpalas Pharmalyte pH 4-7
IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas)
Izopropanolis

Jaucio serumo albuminas

Kazeino hidrolizatas

Mieliy ekstraktas

NaCl (natrio chloridas)

NaDS (natrio dodecilsulfatas)

NaOH (natrio Sarmas)

pH 4-7 IPG (imobilizuoto pH gradiento) strypeliai

PMSF (fenilmetilsulfonil fluoridas)
Slapalas
TCA (trichloracto rugstis)

TEMED (N,N,N",N"-tetrametiletiletilendiaminas)

TRIS (tris(hidroksimetil)aminometanas)

Zemos lydymosi temperatiiros agarozé

2.2.2 Tirpalai ir buferiniai tirpalai

Fermentas
Molekulinés biotechnologijos laboratorija,
VGTU

Roth

Vilniaus degtiné
Peaxum

P.P.H. Standard
Roth

Rieder-de Haén
Sigma

GE Healthcare Life Sciences
Roth

Fluka
Fermentas
Oxoid

Bacto

Fluka

Roth

Chempur
BioRad

Fluka

Roth

Roth

Sigma

Roth

Roth

e Ampicilino tirpalas (100 mg/mL): 0,1 g ampicilino tirpinama 1 mL sterilaus dejonizuoto

vandens.

e IPTG tirpalas (0,1 M): 0,1191 g IPTG tirpinama 5 mL sterilaus dejonizuoto vandens.

e Biomasés ardymo buferinis tirpalas (100 MM TRIS, 5 mM EDTA, pH = 7,4): tirpinama
2,42 g TRIS ir 0,29 g EDTA 180 mL dejonizuoto vandens, pH privedamas iki 7,4 su

praskiesta HCI (esant 20 °C temperatirai). Buferinio tirpalo tdris papildomas su

dejonizuotu vandeniu iki 200 mL ir laikomas 4 °C temperatiiroje.
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PMSF tirpalas (200 mM) izopropanolyje: 69,68 mg PMSF tirpinama 2 mL izopropanolio.
Tirpalas laikomas 4 °C temperatiiroje.

APS tirpalas (10 %): 0,5 g amonio persulfato tirpinama 5 mL dejonizuoto vandens.
Akrilamido/BIS akrilamido tirpalas (30,8 %): 300 g akrilamido sumaiSoma su 8 g BIS
akrilamido (N, N -metilen-bis-akrilamido) ir 500 mL dejonizuoto vandens. Medziagoms
iStirpus, ttiris privedamas su dejonizuotu vandeniu iki 1 L.

1,5M TRIS (pH 8,8): 181,7 g TRIS tirpinama 900 mL vandens, pH privedamas iki 8,8 su
6 M HCI, turis papildomas iki 1000 mL su dejonizuotu vandeniu.

1 % bromfenolio mélis: 1 mg bromfenolio mélio tirpinama 1 mL dejonizuoto vandens.
NaDS (10 %): 10 g NaDS tirpinama 100 mL dejonizuoto vandens.

Netirpios baltymy frakcijos plovimo buferinis tirpalas (100 mM TRIS, 5 mM EDTA, 1 M
NaCl, 2 M S$lapalas, pH = 8): tirpinama 2,42 g TRIS, 0,37 g EDTA, 11,69 g NaCl ir
24,02 g slapalo 180 mL dejonizuoto vandens, pH privedamas iki 8 su praskiesta HCI
(esant 20 °C temperatiirai). Buferinio tirpalo taris papildomas su dejonizuotu vandeniu
iki 200 mL ir laikomas 4 °C temperatiiroje.

Rehidratacijos buferinis tirpalas (8 M Slapalas, 50 mM DTT, 4 % CHAPS, 0,2 %
Pharmalyte (pH = 4-7)): 2,4 g Sslapalo, 38,55 mg DTT, 0,2 g CHAPS ir 10 uL
Pharmalyte tirpinami 5 mL dejonizuoto vandens. Tirpalas iSpilstomas po 0,5 mL ir
uz8aldomas - 20 °C temperatiroje.

0,5 mg/mL jaucio serumo albuminas: 0,5 mg jaucio serumo albumino tirpinama 1 mL RB
tirpalo.

0,15 % deoksicholato tirpalas: 0,075 g deoksicholato tirpinama 50 mL dejonizuoto
vandens.

72 % TCA tirpalas: 36 mL 100 % TCA tirpalo dejonizuotu vandeniu skiedZziama iki 50
mL.

Bradford dazas: 50 mg Coomassie Brilliant Blue G250 tirpinama 50 mL metanolio,
pridedama 100 mL 85 % fosforo rugsties ir 500 mL dejonizuoto vandens. Dazas
filtruojamas, pridedama dar 350 mL dejonizuoto vandens. Dazas laikomas 4 °C
temperatiiroje.

R250 dazas: 3 g Coomassie Brilliant Blue R250 dazo tirpinama 450 mL metanolio,
pridedama 100 mL acto riigsties ir 450 mL dejonizuoto vandens.

Pusiausvyrinimo buferinis tirpalas (50 mM TRIS, 2 % NaDS, 6 M S$lapalo, 30 %
glicerolio, pH = 8,8): sumaisomi 5 mL 1,5 M TRIS (pH = 8,8), 30 mL 10 % NaDS ir

45 g glicerolio, gautame tirpale tirpinami 54,1 g Slapalo. Privedamas tiiris su dejonizuotu
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vandeniu (150 mL) ir pridedama apie 30 pL 1 % bromfenolio meélio tirpalo. Gautas
tirpalas iSpilstomas po 30 mL ir laikomas - 20 °C temperatiiroje.

Redukuojantis pusiausvyrinimo buferinis tirpalas su DTT: 15 mL pusiausvyrinimo
buferinio tirpalo tirpinama 139,5 mg DTT.

Alkilinantis pusiausvyrinimo buferinis tirpalas su IAA: 15 mL pusiausvyrinimo buferinio
tirpalo tirpinama 675 mg IAA.

10x elektrodinis buferinis tirpalas (0,25 M TRIS, 1,92 M glicino, 1 % NaSD, pH = 8,3):
393,25 g TRIS, 1873,3 g glicino ir 130 g NaDS tirpinama dejonizuotame vandenyje, taris
privedamas iki 1,3 L.

Ix elektrodinis buferinis tirpalas: 1,3 L 10x elektrodinio buferinio tirpalo skiedziama iki
13 L su dejonizuotu vandeniu.

1 % agarozés tirpalas: 0,5 g Zemos lydymosi temperatiiros agarozés tirpinama 1x
elektrodiniame buferiniame tirpale, pridedama 0,25 mg bromfenolio mélio (tirpinimas
vyksta karsto vandens voneléje).

Fiksavimo tirpalas (25 % metanolio, 10 % acto riigsties): sumaiSoma 250 mL metanolio
ir 100 mL acto ragsties, pridedama 650 mL dejonizuoto vandens.

Blukinimo tirpalas (25 % metanolio, 10 % acto riigsties): sumaisoma 750 mL metanolio

ir 300 mL acto rugsties, pridedama 1950 mL dejonizuoto vandens.

2.2.3 Terpé
Luria-Bertani (LB) terpés sudétis 1 L:

10 g kazeino hidrolizato
10 g NaCl (natrio chlorido)
5 g mieliy ekstrakto

2.3. Metodai

2.3.1. aAH kamieno konservavimas

Paruosiamas darbo inventorius, tirpalai darbui laminarinéje spintoje:

Dejonizuotas vanduo;
Pipeciy antgaliai (5 mL, 1 mL, 0,1 mL);
Meégintuvéliai (Eppendorf: 1,5 mL, Falcon: 10 mL, 50 mL);
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e Kaultivavime naudojami tirpalai.

Darbo inventoriaus sterilumas uZztikrinamas autoklavuojant 20 min. easant 1 atm.

slégiui ir 121 °C temperatiirai.

LB terpés paruosimas. RuoSiama 400 mL LB terpés j kurios sudétyje yra 4 g
kazeino hidrolizato, 4 g NaCl bei 2 g mieliy ekstrakto, tirpinama 390 mL dejonizuoto vandens.
Terpés pH koreguojama koncentruotu natrio Sarmo tirpalu (pH 7-7,2). Terpé praskiedziama iki
400 mL su dejonizuotu vandeniu. Terpé sterilinama autoklavu 1 atm slégyje ir 121 °C

temperatiiroje.

Naktinés kulttros uzs¢jimas. | 500 mL tiirio kolbg su 100 mL sterilios LB terpés
jpilama 50 pL 100 mg/mL antibiotiko ampicilino ir tuomet jpilama 400 pL konservo
(rekombinantinis E. coli BL21 (DE3) kamienas su pET21a’/aAH plazmide). NK kultivuojama

termostatuojamame kratytuve per naktj, esant 37 °C temperatiirai bei 180 aps./min greiciui.

Biomasés kultivavimas. | dvi 500 mL tirio kolbas, kuriose yra po 100 mL S$iltos
(37 °C) LB terpés bei 50 uL 100 mg/mL ampicilino, pilama po 10 mL NK, kurios optinis tankis
600 nm bangoje yra vir§ 3 o. v. NK pridedamas turis gali kisti, siekiama, kad galutinis o. t. biity
apie 0,2 o. v. Stebimas kultliros augimas, kas 40 min imami méginiai tik i§ vienos kolbos ir

matuojamas optinis tankis. Biomasé kultivuojama kol optinis tankis pasiekia 1-1,5 0. v.

Biomasés iSpilstymas ir laikymas. Nutraukus kultivacija, neatidarinétos kolbos
kulttra supilama j du 50 mL Falcon tipo mégintuvélius ir centrifuguojama 10 min prie 2100 x g
(+4 °C). Nupilamas gautas supernatantas, 0 nuosédos suspenduojamos j mégintuvélius pilant po
9mL LB terpés ir 9 mL 40 % glicerolio. Galutiné glicerolio koncentracija turi bati 20 %, o
optinis tankis, prie 600 nm bangos, 4-6 o. v. Suspensija iSpilstoma j 1,5 mL Eppendorf

meégintuvelius po 0,5 mL, uzSaldoma - 20 °C temperatiiroje.

2.3.2 Rekombinantinio aAH biosintezé E. coli 1astelése

2.3.2.1. Paséjamosios kultiiros paruoSimas

Pirmiausia pagaminamas visas reikiamas LB terpés kiekis eksperimentui.
Ruosiama 600 mL LB terpés, kurios sudétyje yra 6 g kazeino hidrolizato, 6 g NaCl bei 3 g
mieliy ekstrakto, tirpinama 550 mL dejonizuoto vandens. Matuojamas terpés pH su tinkamai

nukalibruotu pH-metru. Terpés pH koreguojama koncentruotu natrio Sarmo tirpalu, galutiné
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terpés pH turi buti lygi 7-7,2. Privedamas terpés tiiris iki 600 mL su dejonizuotu vandeniu.

Terpé sterilinama autoklavu 1 atm. slégyje ir 121 °C temperatiiroje (sterilinimo trukmé 20 min.).

I 250 mL talpos kolba, kurioje yra po 50 mL LB terpés, turinios 50 mg/L
ampicilino, laminarinéje spintoje uzsé¢jama 400 uL. aAH produkuojancio kamieno konservo.

Kultivuojama per naktj 13 valandy 25 °C temperatiiroje, esant 200 aps./min.

2.3.2.2. Biomasés gavimas

I dvi 500 mL talpos kolbas, kuriose yra po 250 mL sterilios LB terpés, pridedama
antibiotiko ampicilino (125 pL) iki galutinés 50 pg/mL koncentracijos. I paruosta 25 °C
temperattiros terp¢ pilama apie 8-13 mL paséjamosios kultiiros. Pridedamas paséjamosios
kultiros tiris priklauso nuo to, kokia pas¢jamosios kultiiros lasteliy koncentracija, Kkuri
nustatoma aseptiskai paimant 1 mL méginius optiniam tankiui (0. t.) jvertinti spektrofotometru
(bangos ilgis 600 nm, 1 cm kiuveté). Uzséjus kultlirg, paimami 1 mL méginiai o. t. jvertinti, ir
kolbos jstatomos j termostatuojama kratytuva. Nustatomi parametrai: 25 °C temperatira ir 200

aps./min.

Kas 90 min matuojamas kultiiros optinis tankis Kultivavimo kolbose. Lasteléms
pasiekus 0,8 optiniy vienety o. t. 600 nm bangoje yra atliekama indukcija skirtingomis

induktoriaus IPTG koncentracijomis.

Ruosiamas induktoriaus 0,1 M IPTG tirpalas. Atsizvelgiant  kintantj kultiiros tiirj
kultivacijos metu, apskaiciuojamas reikiamas induktoriaus tirpalo turis, reikalingas indukuoti
kulturas. | kultivacijos kolbas pridedamas skirtingas induktoriaus tirpalo turis iki 500, 50 arba

10 uM galutiniy koncentracijy.

Kolbos su skirtingomis induktoriaus koncentracijomis pazymimos, tgsiama
kultivacija, stebimas kultiiry optinis tankis. Po indukcijos biosintezé tgsiama dar 27 val. (i§ viso
31 val.). Pragjus 27 val. po indukcijos i§ kolby paimami 200 mL méginiai netirpiy baltymy
kiekybiniams ir kokybiniams skirtumams jvertinti. Méginiai centrifuguojami 10 min 4 °C
temperatiiroje esant 2100 x g. Nupilamas supernatantas, o surinktos lastelés uzSaldomos ir

saugojamos - 20 °C temperatiroje.

Kultury, auginty prie skirtingy induktoriaus koncentracijy (500 uM, 50 uM arba 10
uM) netirpiy baltymy frakcijos yra lyginamos tarpusavyje tolimesniy tyrimy metu. Norint
palyginti méginius i$ skirtingy kolby, biitina paimti vienoda lasteliy kiekj. Renkant 200 mL

méginius, jvertinami kultliry optiniai tankiai ir apskai¢iuojami reikalingi méginiy ttiriai. Méginio
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1§ kulturos, kurios o. t. yra mazesnis (o. t.1), paimamas tiris yra 200 mL, o méginio, kurio o. t.

yra didesnis (0. t.,), tiiris X apskaic¢iuojamas pagal formulg:

O.t.l* 200 == O.t.z* X (1)

2.3.3. Biomasés ardymas

Surinkti biomasés pavyzdziai, gauti nucentrifugavus 200 mL producento kultiiros,
suspenduojami 30 mL biomasés ardymo buferiniame tirpale, pridedama 150 uL 200 mM PMSF
tirpalo (galutiné PMSF koncentracija biomasés tirpale 1 mM). Biomas¢ yra ardoma ultragarsu

ledo ir NaCl vonel¢je. Ardymo parametrai:

e Amplitudé — 50 %
e Energija— 1020 kJ
e Laikas—5 min.

e Maksimali temperatiira— 10 "C

Biomasés lizatas centrifuguojamas 25 min 4 °C temperatiroje esant 13000 rcf
jégai. Atskiriamos tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijos. Tolimesnei analizei naudojama netirpiy

baltymy frakcija, kuri uzsaldoma ir saugoma - 20 °C.

2.3.4. Netirpios baltymy frakcijos plovimas
Netirpiy baltymy frakcija suspenduojama 30 mL 4 °C temperatiiros dejonizuoto

vandens ir centrifuguojama 25 min 4 °C temperatiiroje esant 13000 rcf.

Supernatantas nupilamas ir nuosédos suspenduojamos 30 mL 4 °C temperatiiros
netirpios baltymy frakcijos plovimo buferiniame tirpale. Pridedama 150 uL. PMSF tirpalo.

Suspensija centrifuguojama 25 min 4 °C temperatiiroje esant 13000 rcf greiciui.

Nupilamas supernatantas ir nuosédos suspenduojamos 30 mL dejonizuoto vandens.
Centrifuguojama 25 min 4 °C temperatiiroje esant 13000 rcf. Nulipamas supernatantas, nuosédos

analizuojamos toliau arba uzsaldomos - 20 °C temperatiiroje iki kito etapo.

2.3.5. Méginiy tirpinimas rehidratacijos buferiniame tirpale
Netirpi baltymy frakcija gauta i§ 200 mL kultiiros yra suspenduojama 2 mL
imobilizuoto pH gradiento (IPG) strypeliy RB tirpale. Nuosédos sunkiai tirpsta, Svelniai maiSant

baltymai tirpinami 1 valanda. Lik¢ neiStirpe dariniai yra pasalinami meéginius centrifuguojant
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5 min., esant 6000 rcf. Supernatantas atsargiai perkeliamas | naujus mégintuvelius neiSjudinant

nuosédy.

2.3.6. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Panaudojant dvikrypte elektroforeze yra lyginami baltymy kiekio skirtumai tarp
méginiy i§ kultiry indukuoty skirtinga induktoriaus koncentracija (10, 50 ir 500 uM). Norint
patikimai palyginti tam tikry baltymy kiekio skirtumus, j izoelektronio fokusavimo IPG
strypelius reikia jnesti vienodg bendrg baltymy kiekj. Baltymy koncentracija nustatyta Bradfordo

metodu.

Gaunama kalibraciné kreivé. 0,5 mg jaucio serumo albumino tirpinama 1 mL RB
tirpalo. | mégintuvélius pripilama jaucio serumo albumino tirpalo, nuo 0 pL iki 80 pL, kas 5 —
10 uL ir mégintuvéliy tiris privedamas iki 100 pL su RB tirpalu. | mégintuvélius pridedama po
1 mL Bradford dazo, sumaiSoma, laikoma 5 min. kambario temperatiiroje. Kiekvieno skiedimo
taskas kartojamas du kartus. Spektrofotometru iSmatuojama sugertis ties 595 nm bangos ilgiu.
Pagal Zinoma pridéta baltymo kiekj méginiuose ir gauta opting sugertj, braizoma kalibraciné
kreivé. Pagal kalibracinés kreivés tiesinés dalies nuolinkio koeficientg apskaiciuojama baltymy
koncentracija méginiuose. Nustatant baltymy koncentracija laikomasi pasikliovimo intervalo
(0,3-1 0. v., 595 nm).

Baltymy koncentracijai méginiuose nustatyti yra paimama po 10 pL iStirpusio
méginio RB tirpale, skiedziama 3 kartus (bendras tiris 30 pL) ir i§ praskiesto méginio
matavimui paimama 30 uL. Matuojama du kartus. Baltymy méginius galima skiesti papildomai.
Nustacius baltymy koncentracijas méginiuose, atlickama normalizacija (suvienodinamas

baltymy kiekis méginiuose).

2.3.7. Petersono TCA-DOC baltymy precipitacija ir plovimas acetonu

Naudojamas modifikuotas G. Peterson (1977) apraSytas metodas skirtas baltymy
18sodinimui 1§ mazos koncentracijos méginiy. Vieno méginio turinys (315 pL) maiSomas su
3,15 mL 0,15 % deoksicholato tirpalu (iSlaikomas santykis 1/10). Méginys Svelniai sumaiSomas

ir laitkomas lede 15 minuciy.

Pridedama 3,15 mL atSaldytos 72 % TCA. Méginys Svelniai sumaiSomas ir
laikomas lede 15 minucéiy. Méginys centrifuguojamas 10 minuciy, esant 12000 rcf ir 4 °C.

Pasalinamas visas supernatantas neiSjudinant nuosédy.
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Nuosédos suspenduojamas 5 mL - 20 °C acetono. Mégintuvéliai vorteksuojami tris
kartus po 30 sekundziy valandos laikotarpyje. Procesas atlickamas Saltai, mégintuvéliai visada
laikomi lede. Atlickamas centrifugavimas surenkant baltymus i§ acetono (10 min., 12000 rcf ir

4 °C), pasalinamas supernatantas. Plovimas acetonu kartojamas dar 2 kartus.

Po paskutinio plovimo acetonu, supernatantas paSalinamas sausai, i§dziovinamas
atidarius meégintuvelius (apie 5—7 min.). Svarbu méginiy neperdziovinti, nes pablogéja jy
tirpumas. ParuoStas méginys tirpinamas 340 uL RB tirpale, siekiama kiek jmanoma efektyviau
iStirpinti baltymus. Méginys pilnai paruoSiamas pirmajai 2-D elektroforezés krypciai pridéjus

1 uL 1 % bromfenolio mélio (dazas leidzia stebéti izofokusavimo eigg).

2.3.8. Dvikrypté elektroforezé

2.3.8.1. IPG strypeliy brinkinimas, méginio uZneSimas

Pirmoji 2-D elektroforezés kryptis (baltymy frakcionavimas pagal pI) yra atlieckama
naudojant 18 cm IPG strypelius, kuriy frakcionavimo ribos yra nuo 4 iki 7 pl. Sausi IPG
strypeliai yra brinkinami horizontaliame brinkinimo padékle naudojant méginius istirpintus RB
tirpale. Gamintojo rekomendacijos rehidratacijai naudojant 18 cm strypeius: 315 pL méginio RB
tirpale, turincio 200—400 pg baltymy. Tyrimo metu procesas buvo optimizuotas, parinkti
parametrai rehidratacijai: 340 L méginio RB tirpale, turinéio 730 pg baltymy.

IPG strypeliai yra laikomi - 20 °C temperatiiroje, prie§ naudojima reikiamas
strypeliy kiekis iSimamas i§ Saldiklio, strypeliai laikomi kambario temperatiiroje 30 min.
Brinkinimo padéklo griovelyje tolygiai paskirstoma 340 pL méginio. Strypelis atsargiai
iSimamas 1§ apsauginés pakuotés, darbo metu inventorius laikomas kiek jmanoma S$variau,
strypelis manipuliuojamas steriliais pincetais. Nuo strypelio nupléSiama apsauginé plévele ir jis
guldomas | méginio tirpalg griovelyje gelio puse zemyn. Svarbu, kad nesusiformuoty oro

burbulai, o pats strypelis neprilipty prie griovelio dugno.

Brinkinami IPG strypeliai yra uzdengiami DryStrip lengvaja alyva. Padéklas su
strypeliais uzdengiamas, patikrinamas padéklo horizontalumas. Brinkinimas atlieckamas

kambario temperatiiroje per naktj.

2.3.8.2. Izoelektrinis fokusavimas

Jjungiamas izoelektrinio fokusavimo Saldymo platformos termostatas, palaikantis

20 °C temperatiirg.
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Po brinkinimo strypeliai iSimami i§ brinkinimo padéklo ir kelioms minutéms
padedami ant matinio stiklo padékly. Nuo strypeliy pasalinama alyva. Ant Saldymo platformos
paskirstoma 3 mL lengvosios alyvos, uzdedamas izoelektrinio fokusavimo padéklas su
elektrodais taip, kad po padéklu nebiity oro burbuly. | padékla pilama 10 mL lengvosios alyvos,
ant kurios guldomas IPG strypeliy laikiklis taip, kad nebiity oro burbuly. Oro burbulai mazina
Silumos mainus. ISbrinkinti IPG strypeliai guldomi greta vienas kito | strypeliy laikiklj gelio puse
aukStyn. Strypeliai orientuojami riig§tiniu galu (+) | anodo puse¢. Atkerpami du 11 cm ilgio
popieriaus elektrodai, kurie sudrékinami 500 pL dejonizuoto vandens, vandens perteklius
pasalinamas filtriniu popieriumi. Sudrékinti elektrodai dedami ant strypeliy anodiniy ir katodiniy
galy. Ant popieriniy elektrody dedami elektros $altinio elektrodai. Uzdengiamas izoelektrinio

fokusavimo prietaiso dangtis.

Sujungiami elektros Saltinio ir izoelektrinio fokusavimo elektrodai. Jjungiamas

elektros Saltinis, nustatoma izoelektrinio fokusavimo programa:

1. 300V ir 300 V/h;

2. 1000 V ir 1000 V/h;
3. 2000 V ir 2000 V/h;
4. 3500 V ir 70 kV/h.

Po izoelektrinio fokusavimo nuo strypeliy pasalinama alyva.

2.3.8.3. IPG strypeliy pusiausvyrinimas

I stiklinj mégintuvélj jpilama 15 mL pusiausvyrinimo tirpalo su DTT, jdedamas

strypelis. Mégintuvélis uzdengiamas parafilmu ir supamas 15 min. Buferinis tirpalas nupilamas.

I meégintuvel] jpilama 15 mL pusiausvyrinimo tirpalo su [AA. Mégintuvélis

uzdengiamas parafilmu ir supamas 15 min. Buferinis tirpalas nupilamas.

2.3.8.4. Gradientiniy geliy gaminimo aparatiiros surinkimas

Su spiritu nuvalomi elektroforezés stiklai, geliy polimerizavimo kasetés pavirsiai,
tarpinés. Kruopsciai iSplaunamas gradienteris ir peristaltinés pompos Zarnos. Surenkama geliy
polimerizavimo kaseté su pasirinktu stikly skai¢iumi. Sistema leidzia vienu metu pagaminti iki 6
geliy. Prijungiama peristaltiné pompa ir gradienteris. Gradienteris statomas ant magnetinés

maiSyklés ir j abu rezervuarus jdedami vienodo dydZio magnetai.
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2.3.8.5. Gradientiniy geliy gaminimas

Ruosiamas lengvasis tirpalas. Gaminama 190 mL lengvojo akrilamido/BIS-

akrilamido 8 % tirpalo (gaminant 2 gelius), kuriam paruosti reikia:

e 49,8 mL 30,8 % akrilamido/BIS-akrilamido tirpalo
e 47,5mL 1,5 M TRIS buferinio tirpalo, pH = 8,8

e 88,7 mL dejonizuoto vandens

e 1,9 mL 10 % natrio dodecilsulfato (NaDS) tirpalo
e 1,9mL 10 % APS tirpalo

e 0,41 mL 10 % TEMED

Ruosiamas sunkusis tirpalas. Gaminama 190 mL sunkiojo akrilamido/BIS-

akrilamido 20 % tirpalo (gaminant 2 gelius), kuriam paruosti reikia:

e 123 mL 30,8 % akrilamido/BIS-akrilamido tirpalo
e 48 mL 1,5 M TRIS buferinio tirpalo, pH = 8,8

e 1,9 mL 10 % natrio dodecilsulfato (NaDS) tirpalo
e 16,3 mL glicerolio

e 0,95 mL 10 % APS tirpalo

e 0,054 mL 10 % TEMED

Ruos$iamas i§stimimo tirpalas. Gaminama 200 mL iSstimimo tirpalo, kuriam

paruosti reikia:

e 50 mL 1,5 M TRIS buferinio tirpalo, pH = 8,8
e 60 mL glicerolio
e 90 mL dejonizuoto vandens

e 2 mg bromfenolio mélio

Lengvasis ir sunkusis tirpalai supilami ] atskiras gradienterio talpas. Tirpalai
supilami taip, kad pirmiausia j polimerizacijos formg buty paduodamas lengvasis tirpalas, o
mazgjantis jo turis gradienteryje pakei¢iamas sunkiuoju tirpalu. [jungiama magnetiné maisyklé
gradiento maiSymui, atidaromas voZtuvas jungiantis gradienterio talpas, atidaromas voztuvas
jungiantis gradienter] ir peristalting pompa. [jungiama peristaltiné pompa, skystis paduodamas |
polimerizacijos formg nestipria srovele, vengiama oro burbuly patekimo | sistema.
Gradienterryje likus apytiksliai 5-10 mL tirpaly yra jpilamas iSstimimo tirpalas, kuris

pumpuojamas tol, kol polimerizacijos forma uZpildoma 2 cm iki virSaus. Peristaltiné pompa
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stabdoma, guminés Zarnelés uzgnybiamos su spaustukais. Busimo gelio virSus padengiamas
50 % izopropanolio tirpalu, polimerizacijos forma uzdengiama aliuminio folija ir geliai

polimerizuojami per naktj.

2.3.8.6. Antroji kryptis (skirstymas pagal molekulin¢ mase)

Elektroforezés stiklai su geliais iStraukiami i$ polimerizacijos formos, nuplaunami
distiliuotu vandeniu. Gelio virSus uzpilamas dejonizuotu vandeniu, palaikomas 15 min., vanduo
pakeic¢iamas elektrodiniu buferiniu tirpalu. Buferinis tirpalas laikomas ant gelio virSaus 15 min.

ir nupilamas. Gelio virSus nusausinamas filtriniu popieriumi nepazeidziant gelio pavirsiaus.

Siltu agarozés tirpalu padengiamas gelio vir§us. Ant gelio virSaus atsargiai
guldomas paruostas IPG strypelis, su sterilia plastikine mentele strypelis Svelniai priglaudZiamas
prie gelio virSaus. Salia strypelio jstatoma plastikiné plokstelé (0,5 x 2 cm) skirta masiy standarto
jvedimui. Palaukiama, kol agarozé sukietéja, ir iStraukiama plastikiné plokstelé, | kurios
suformuotg griovel] pridedama 15 pL masiy standarto. Agaroze uzpildomas likgs tarpas iki

formos virsaus, palaukiama, kol agarozé sukietéja.

Is 10x elektrodinio buferinio tirpalo paruoSiama 13 L vienkartinio elektrodinio
buferinio tirpalo, kurio 12 L pilama j elektroforezés aparata. [jungiamas buferinio tirpalo
maiSymas ir termostatas, palaikantis 25 °C temperatiirg. Stiklai su geliais statomi  laikiklj, svarbi
geliy orientacija, nes elektroforezé vykdoma ne vertikaliai, o horizontaliai. Geliy virSus su

strypeliais turi buti orientuoti  katoding (-) pusg.

Elektrodai sujungiami su elektros Saltiniu. Elektros $altinis jjungiamas ir nustatomi
parametrai: U = 80 V ir [ <500 mA. Elektroforezé¢ vykdoma apie 20 val., kol dazo Sleifas iSeina
i§ gelio. Elektroforezé nutraukiama ir stiklai su geliais iStraukiami. Elektrodinis buferinis tirpalas

surenkamas (naudojamas iki 3 karty).

2.3.8.7. Geliy fiksavimas, daZymas ir blukinimas

Geliai atsargiai atskiriami nuo stiklinés polimerizavimo formos ir talpinami j
dideles keturkampes talpas, kuriose gelis gali laisvai plaukioti nesulankstytas. Geliai yra dideli ir
trapiis, lengvai plySta. Visy pirma atlieckamas geliy fiksavimas, Salinamas NaSD. Ant kiekvieno

gelio uzpilama po 0,5 L fiksavimo tirpalo. Geliai fiksuojami 3 valandas létai siipuojant.

Fiksavimo tirpalas pakeiciamas ] 0,5 L daza R-250. Gelis daZomas 3 valandas létai

stipuojant, geliai perkeliami j 4 °C temperatiirg ir paliekami per nakt;.
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Nupilamas dazas, gelis praplaunamas su dejonizuotu vandeniu ir uzpilamas 0,5 L
blukinimo tirpalu. Gelis blukinamas létai siipuojant ir tris kartus, kas valanda, pakeiciant

blukinimo tirpala.

2.3.8.8. Geliy analizé

Geliai yra skenuojami ir apdorojami Progenesis SameSpots programa. Nustatomi
baltymy kiekio skirtumai geliuose. Dominancios démelés i§ geliy iSpjaunamos, sudedamos |
Eppendorf mégintuvélius ir dokumentuojamos. Taip paruoSti méginiai yra siun¢iami masiy

spektrometrinei analizei, kur baltymai yra identifikuojami.

Masiy spektrometriné analizé yra uzsakomasis tyrimas, atliekamas Biochemijos ir
Biofizikos Institute (VarSuva). Baltymai analizuojami pazangia Orbitrap Velos sistema, sujungta
su UPLC Waters nanoAcquity chromatografu. Tai tandeminis masiy spektrometras (atlikta
MS/MS analiz¢). Gauti duomenys apdorojami MASCOT programa ir baltymai identifikuojami
naudojant Sprot duomeny baze (paieskos filtras: Escherichia coli).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Baigiamojo bakalaurinio darbo, atlikto VGTU Chemijos ir bioinZinerijos katedros
Molekulinés biotechnologijos laboratorijoje (2014 m.), metu nustaciau, jog kultivuojant E. coli
BL21 (DE3) kamieng, turintj pET21a’/aAH plazmide, esant 25 °C temperatiirai ir indukcija
atlieckant Zzema (10 uM) induktoriaus IPTG koncentracija, padidé¢ja tam tikry baltymy (35-
45 kDa) kiekis netirpioje frakcijoje (2 pav.). Be to, esant aktyviai rekombinantinio baltymo
ekspresijai susiformuoja intarpiniai kuneliai (IK), o Zeminant kultivacijos temperatiirg ir
induktoriaus kiekj, susidaro daugiau tinkamai sulankstyto baltymo tirpioje formoje.

M, kDa

116

45

35

25

18.4

14.4

2 pav. NaDS-PAAG celektroforezés metodu iSanalizuoti netirpios baltymy frakcijos méginiai (aAH intarpiniai
kaineliai). 2 ir 3 takeliai — méginiai surinkti praéjus 19 val. po indukcijos, 5 ir 6 — 27 val. 2 ir 5 takeliai — kontrolé
(indukcija 500 uM IPTG), 3 ir 6, méginiai gauti i§ auginimo indukavus 10 uM induktoriaus IPTG koncentracija.
Pazymétos baltymy grupés: I, II, III, kuriy kiekis yra didesnis lyginant su kontrole (medziaga pateikta i$

bakalaurinio darbo)

Kai rekombinantinis baltymas formuoja IK, kultivacijos temperatiiros Zeminimas ir
induktoriaus koncentracijos mazinimas yra strategijos leidZiancios padidinti rekombinantinio
baltymo kiekj tirpioje (natyvioje) formoje. Kai IPTG koncentracija indukcijos metu yra Zemesné
nei 100 uM, stebimas dalinés indukcijos efektas [35]. Malik, A., et al., (2016) nustaté, jog
pastebimai indukcijai pakanka vos 10 uM IPTG koncentracijos [63]. Margreiter, G., et al.,

(2008) parode, jog esant zemai induktoriaus koncentracijai susiformuoja tvarkingesni 1K, kuriy
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strukttiros tankis yra didesnis [64]. Jdomu, kas lemia tam tikry baltymy kiekio padidéjima
netirpioje frakcijoje, kai naudojamas iki 50 karty mazesnis induktoriaus kiekis nei jprasta ir

kokiy baltymy kiekis skiriasi, lyginant su kontroliniais auginimais (500 uM indukcija).

Siame darbe buvo nuspresta detaliau iStirti anks¢iau pastebéta baltymy kiekio
padidéjimg Zemos induktoriaus koncentracijos atveju. Tyrimo metu aAH sintetinancios E. coli
lastelés buvo kultivuojamos 25 °C temperatiiroje. Kultiirinio skys¢io optiniam tankiui pasiekus
0,8 0. v. (600 nm) riba, atlikta indukcija naudojant 10 arba 50 uM IPTG koncentracija.
Kiekvieno eksperimento metu kartu vykdomas biomasés auginimas tiriamojoje ir kontrolingje
kolbose. Kontroliniy auginimy kultivacijos salygos yra identiSkos lyginant su tiriamaisiais
auginimais, iSskyrus tai, jog indukcija atlickama naudojant 500 uM IPTG koncentracijg. Pragjus
27 valandoms po indukcijos yra surenkami biomasés méginiai, i§ kuriy iSskiriama netirpi
baltymy frakcija. Chalmers, J. J., et al., (1990) tirdami E. coli vykstan¢ius poky¢ius esant Zemai
temperatirai atliko kultivacijg 25 °C temperatiiroje, kuri uztruko 24 valandas po indukcijos [65].
Siame darbe buvo parinktas panaSus kultivavimo laikas, nes po 27 valandy lasteliy augimas yra
peréjes 1 stacionarig faze, kai baltymy kiekis pastovus ir dinaminiai pokyciai Igstelése yra
minimalis (3 pav.). Paruosti netirpios baltymy frakcijos méginiai yra tirpinami ir i$skirstomi 2-D
elektroforezés metodo pagalba. Pirmiausia baltymai iSskirstyti atliekant izoelektrinj fokusavima
18 cm ilgio IPG strypeliuose pagal izoelektrinj taska (pl: 4-7). Atliekant pirminius tyrimus
meéginiai buvo skirstomi naudojant platy 3—10 pl intervalg. Pastebéta, jog beveik visi baltymai
aptinkami siauresniame pl intervale, tad analizéje panaudotas 4—7 intervalas leidZia pasiekti
geresnj baltymy i$skirstyma pagal pl. Antrojoje 2-D elektroforezés kryptyje baltymai iSskirstyti
pagal mase gradientiniuose NaDS-PAAG (8-20 %).
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3 pav. E. coli augimo kreivés, optinio tankio priklausomybé nuo laiko. Grafikas vaizduoja aAH ekspresuojancios
kulttiros augima 25 °C temperatiiroje. Vieno eksperimento metu biomasé auginama dvejuose kolbose, indukuotose
skirtingomis induktoriaus koncentracijomis: M — indukuota 500 uM, O — indukuota 10 pM, * — vaizduoja
induktoriaus IPTG jvedimo laikg (medZiaga pateikta i$ bakalaurinio darbo)
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Dvikryptés elektroforezés baltymy skirstymo metodas yra Zzymiai pazangesnis,
lyginant su jprasta vienkrypte elektroforeze. Baltymai i$skirstomi ne vien pagal savo mas¢ (1-D
atveju), bet ir pagal savo izoelektrinj taska (pI). Sis metodas suteikia galimybe tiksliau i§skirstyti
meéginj iki pavieniy baltymy (atskiry démeliy). Analizuojant 2-D elektroforezés metodu gautus

gelius, galima kiekybiskai nustatyti konkreciy baltymy kiekio skirtumus.

Kiekvienos 2-D elektroforezés metu gaunami 2 geliai — iSanalizuoti tiriamasis bei
kontrolinis méginiai. Tiriamasis ir kontrolinis méginiai yra lyginami tarpusavyje ir nustatomi
nukrypimai nuo kontrolinio méginio. Dominantys baltymai, kuriy kiekiai skiriasi nuo kontrolés,
gali bati isskiriami i§ geliy ir analizuojami masiy spektrometru (MS). Sie analizés metodai,
atliekami vienas paskui kita, leidzia tiksliai jvertinti baltymy kiekio skirtumus bei Siuos baltymus

identifikuoti.

Savo bakalauro darbo metu (2014 m.) pastebéjau, jog atlickant kultivacija
minétomis salygomis, aptinkamas didesnis kiekis nezinomy baltymy méginyje su 10 uM IPTG
indukcija. Sie rezultatai gauti méginius analizuojant jprastos elektroforezés metodu. Didesnis
baltymy kiekis aptiktas 35-45 kDa intervale. Siame darbe tiriamas platesnis intervalas pagal
mase: 20-80 kDa. Baltymai skirstomi ir pagal izoelektrinj taska, o analizuojamas pl intervalas
yra 5-6. Pasirinktas intervalas apima geliy centring dalj, kur baltymy atskyrimas yra

kokybiskiausias ir rasta daugiausiai kiekybiniy skirtumy tarp kontrolinio ir tiriamojo méginiy.

Siame darbe pateikti rezultatai i$ trijy atskiry biomasés auginimy (nr.: I, 11 ir 11).
Pirminiy tyrimy metu buvo atlikta daug biomasés auginimy ir 2-D elektroforetiniy analiziy
siekiant optimizuoti analizés atlikimo sglygas (duomenys nepateikiami). Kiekvieno auginimo
metu atliktas kontrolinis auginimas, su kuriuo lyginamas tiriamasis auginimas. Auginimo nr. |
metu buvo atlikta indukcija su 10 uM IPTG galutine koncentracija, surinkti méginiai ir
iSanalizuoti 2-D elektroforezés metodu. Gauti geliai pavaizduoti 4 paveiksle, o iSanalizuoti

kiekybiniai skirtumai tarp kontrolinio ir tiriamojo méginiy pateikti lentele 1.
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Pateikti auginimo nr. | 2-D elektroforezés metodu iSskirstyty méginiy geliy vaizdai
(4 ir 5 pav.) ir nustatyti baltymy kiekio skirtumai (1 ir 2 lentelés).
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4 pav. Auginimo nr. | netirpios baltymy frakcijos méginiy analizé 2-D elektroforezés metodu. Kairéje paveikslo
puséje pateikta kontroliné netirpiy baltymy frakcija, kai indukcija 500 uM IPTG. Desinéje puséje pateikta netirpiy
baltymy frakcija, kai indukcija 10 pM IPTG

1 lentelé. Auginimo nr. | baltymy kiekio skirtumai. Lyginamas kontrolinis méginys su méginiu, kai indukcija
10 uM IPTG

Baltymy kiekio skirtumai kartais

Baltymo nr. IPTG indukcija, uM:

500 10
1 1,2
2 1,1
3 1,2
4 1,8
5 2
6 13,5

Siekiant jvertinti 2-D elektroforezés atlikimo kokybe, méginiai i§ auginimo nr. |
buvo analizuojami pakartotinai. Gauti geliai pavaizduoti 5 paveiksle, o iSanalizuoti kiekybiniai

skirtumai tarp kontrolinio ir tiriamojo meéginiy pateikti lentelé 2. Pakartotinos analizés rezultatai
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yra labai panasiis, todél galima teigti, jog 2-D elektroforezés atlikimo technika yra gera ir

pridedamos paklaidos yra minimalios.
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5 pav. Auginimo nr. I pakartotiné netirpios baltymy frakcijos méginiy analizé 2-D elektroforezés metodu. Kairéje
paveikslo puséje pateikta kontroliné netirpiy baltymy frakcija, kai indukcija 500 uM IPTG. Desinéje puséje
pateikta netirpiy baltymy frakcija, kai indukcija 10 uM IPTG

2 lentelé. Auginimo nr. | baltymy kiekio skirtumai, pakartotina analizé. Lyginamas kontrolinis méginys su méginiu,
kai indukcija 10 uM IPTG

Baltymo kiekio skirtumai kartais

Baltymo nr.. IPTG indukcija, uM:

500 10
1 1,2
2 1,1
3 1,1
4 1,2
5 1,6
6 27,4

Auginimo nr. Il indukcija atlikta taip pat su 10 pM galutine induktoriaus IPTG
koncentracija. Todél, palyginus méginiy i§ I ir I auginimy 2-D elektroforeze gautus gelius,
galima jvertinti, ar baltymy kiekio skirtumai atsikartoja tarp skirtingy auginimy. Auginimo nr. II
geliai pavaizduoti 6 paveiksle, o iSanalizuoti Kiekybiniai skirtumai tarp kontrolinio ir tiriamojo
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meéginiy pateikti lentelé 2. Palyginus auginimy nr. I ir II baltymy kiekio skirtumus (lentelé 1 ir
2), galima teigti, jog baltymy kiekio skirtumy nevienodumas tarp skirtingy 2-D elektroforezés

analiziy labiau priklauso nuo skirtingy auginimy, nei nuo 2-D elektroforezés atlikimo technikos.

Pateikti auginimo nr. 1l 2-D elektroforezés metodu i$skirstyty méginiy geliy

vaizdai (6 pav.) ir nustatyti baltymy kiekio skirtumai (3 lentelé).
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6 pav. Auginimo nr. 2 netirpios baltymy frakcijos méginiy analizé 2-D elektroforezés metodu. Kairéje paveikslo
puséje pateikta kontroliné netirpiy baltymy frakcija, kai indukcija 500 uM IPTG. Desingje puséje pateikta netirpiy
baltymy frakcija, kai indukcija 10 uM IPTG

3 lentelé. Auginimo nr. 2 baltymy kiekio skirtumai. Lyginamas kontrolinis méginys su méginiu, kai indukcija
10 uM IPTG.

Baltymo kiekio skirtumai kartais

Baltymo nr.: IPTG indukcija, uM:

500 10
1 15
2 1,4
3 1,7
4 1,3
5 1,6
6 6,4
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Atlikus eksperimentus naudojant 10 uM induktoriaus koncentracijg buvo jdomu,
kaip pasikeicia pasirinkty baltymy kiekio skirtumai, kai indukcijai naudojama didesn¢ 50 pM
IPTG koncentracija. Auginimo nr. Il indukcija atlikta naudojant 50 uM IPTG koncentracija.
Atlikus 2-D elektroforeze gauti geliai, kurie pavaizduoti 6 paveiksle ir baltymy kiekio skirtumai
pateikti 4 lenteléje. Esant 50 uM indukcijai nustatytas didesnis baltymo nr. 5 ir mazesnis
baltymo nr. 6 kiekis, lyginant su eksperimentais, kai naudota 10 uM induktoriaus koncentracija.

Nustatytas baltymo nr. 4 kiekis tarp kontrolinio ir tiriamojo geliy buvo beveik vienodas.

Pateikti auginimo nr. 111 2-D elektroforezés metodu isskirstyty méginiy gelivose
vaizdai (7 pav.) ir nustatyti baltymy kiekio skirtumai (4 lentel¢).
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7 pav. Auginimo nr. Il netirpios baltymy frakcijos méginiy analizé 2-D elektroforezés metodu. Kairéje paveikslo
puséje pateikta kontroliné netirpiy baltymy frakcija, kai indukcija 500 uM IPTG. DeSinéje puséje pateikta netirpiy
baltymy frakcija, kai indukcija 50 uM IPTG
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4 lentelé. Auginimo nr. Il baltymy kiekio skirtumai. Lyginamas kontrolinis méginys su méginiu, kai indukcija
50 uM IPTG

Baltymo kiekio skirtumai kartais

Baltymo nr.: IPTG indukcija, uM:

500 50
1 1,3
2 1
3 11
4 11
5 2,1
6 4,9

Ivertinus baltymy kiekio skirtumus 2-D elektroforezés metodu, buvo pasirinktos
baltymy démelés identifikacijai. Pirminiy tyrimy metu buvo nuspresta identifikuoti 6 baltymus.
Baltymai pasirinkti pagal nustatytus didZiausius kiekio skirtumus lyginant su kontrole ir
uzimamg vieta maseés ir pl intervale. Tolimesniy tyrimy metu 2-D elektroforezés atlikimo
technika ir gauty geliy kokybé iSaugo. Dalis identifikuoty baltymy Zymaus ir statistiSkai
patikimo baltymy kiekio skirtumo, lyginant su kontrole, nepateiké. Identifikuoti baltymai ir jy
charakteristikos pateiktos lentelé 5, kur baltymy numeriai (1-6) atitinka numeracija, pateikta 2-D

elektroforezés geliuose (4—7 pav.)

5 lentelé. Netirpioje baltymy frakcijoje identifikuoti baltymai

e . Baltymo sek
Balt. Geno Identifikavimo  Masé, Izoelektrinis altymo sekos

Bal ini o N .
nr.: altymo pavadinimas pavadinimas  kodas (Mr) taskas, (pI) E);d)englmas,
1 Izocitrat liazé aceA POA9G6 47777 5,16 55
2 Gliukoz-1-fosfatazé agp P19926 45996 5,48 55
3 Peptidazé B pepB AlAE61 46487 5,49 58
4 Per'lf)la;mlnls oligopeptidus oppA P23843 60975 6.05 60

suriSantis baltymas
5 Saperonas DnaK dnaK POAGY8 69130 4,83 74
6 Beta-laktamazé TEM bla P62593 31666 5,69 80
*

Baltymo identifikavimo kodas SwissProt duomeny bazéje

Baltymy kiekio skirtumy patikimumas jvertintas pagal tai, kaip vienodai baltymy

kiekis skiriasi geliuose tarp skirtingy auginimy. Jei iSanalizavus skirtingy auginimy meéginius 2-
D elektroforeze baltymo kiekio skirtumas yra Zymus ir i§laikoma ta pati skirtumo tendencija tarp
auginimy, tai nustatytas skirtumas yra patikimas. Baltymo kiekio skirtumo patikimumg nustatyti
padeda standartinis nuokrypis (SD), kuris parodo nustatyto baltymo kiekio atsikartojimg tarp
méginiy 1§ skirtingy auginimy. Patikimi ir reikSmingi baltymy kiekio skirtumai, lyginant su
kontrole, nustatyti siems baltymams: periplazminiam oligopeptidus surisan¢iam baltymui (nr. 4),
Saperoniniam baltymui DnaK (nr. 5) ir fermentui beta-laktamazei TEM (nr. 6). Kai baltymy
kiekio skirtumai yra zymis ir skirtumy tendencija iSlieka tarp skirtingy auginimy, galima
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pagristai nagrinéti $iy baltymy kiekio ry$j; su parinktomis eksperimentinémis kultivavimo

salygomis, daryti prielaidas bei iSvadas.

Baltymai nr. 1-3 taip pat identifikuoti masiy spektrometrijos metodu, bet jy kiekio
skirtumai yra nereikSmingi. Baltymy: izocitrat liazés (nr. 1), gliukoz-1-fosfatazés (nr. 2) ir
peptidazés B (nr. 3) kiekio skirtumai yra nepastovis, neatsikartoja tarp skirtingy auginimy. Sie
baltymai negali buti patikimai analizuojami siekiant padaryti prielaidas apie IK

heterogeniskuma.

Indukcija atlickant Zzema IPTG koncentracija, nustatytas mazesnis periplazminio
oligopeptidus suriSan¢io baltymo kiekis netirpiy baltymy frakcijoje, lyginant su kontrole. Sio
baltymo kiekis 1,4 +0,3 karto didesnis kontroliniame méginyje, kai lyginama su 10 uM indukcija
ir 1,1 karto didesnis, kai lyginama su 50 uM indukcija. Baltymo kiekis tiesiogiai priklauso nuo

indukecijos, nes didinant induktoriaus kiekj, baltymo kiekio skirtumas mazgja.

Esant zemam indukcijos lygiui, nustatytas didesnis Saperono DnaK ir beta-
laktamazés TEM kiekis. Saperono DnaK kiekis netirpiy baltymy frakcijoje yra 1,7 #0,2 karto
didesnis, kai indukcija yra 10 uM ir 2,1 karto didesnis, kai indukcija yra 50 uM, lyginant su
kontrole. DnaK $aperono kiekio padidéjimas esant Zemai indukcijai yra pastovus, standartinis
nuokrypis (SD) tik +0,2. Didziausias kiekybinis skirtumas nustatytas beta-laktamazés TEM
atveju. Nustatytas beta-laktamazés TEM kiekis yra 15,8 +8,7 karto didesnis, kai indukcija yra
10 uM ir 4,9 karto didesnis, kai indukcija yra 50 uM. Sio baltymo kiekio padidéjimas néra
pastovus (SD: 8,7), bet kiekio skirtumas labai zymus. Esant Zemai indukcijai (10 pM), gelyje

gerai matoma démelé, bet kontroliniame gelyje §i démelé sunkiai aptinkama.

Saperonas DnaK lastel¢je atlieka naujai susintetinty baltymy sulankstyma ir
neteisingai sulankstyty baltymy sulankstyma i§ naujo [27]. Saperonas aptinkamas ant IK
pavirSiaus ir sgveikauja su neteisingai sulankstytais baltymais [11], tad tikétina, jog DnaK kiekio
pokyt; lastel¢je jtakoja rekombinantinio baltymo ekspresija ir IK formavimasis. Literatiiroje
minima, jog DnaK kiekis lastelé¢je padidéja rekombinantinio baltymo ekspresijos atveju, kai
suformuojami IK [14]. Saperono kiekio padidéjimas yra atsakas j aktyvig heterologinio baltymo
ekspresija, kaip naujai susintetintiems baltymams nebepakanka turimo DnaK rezervo. Taciau,
Champion, K. M, et al., (2003) palyginus méginius, tarp kultiiry sintetinanciy ir nesintetinanciy
rekombinantinj baltyma (alfa-gliukozidaze), neaptiko DnaK kiekio poky¢io [13]. Siame darbe
gauti rezultatai parodo, jog DnaK kiekis yra nevienodas, tarp kultiry indukuoty skirtingomis
induktoriaus koncentracijomis. Indukcijg atlikus Zema (10-50 pM) induktoriaus IPTG
koncentracija, nustatytas padidéjes DnaK kiekis, lyginant su kontroliniais méginiais.
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Intarpinius kiinelius sudarantys baltymai nuolatos Salinami i§ agregaty arba
nukreipiami ] agregaty sudétj, o esant pastovioms aplinkos salygoms, nusistovi $iy veiksniy
pusiausvyra. Carrio, M. M., et al., (1998) tirdami IK susidarymg Igstelése nustaté, jog
ankstyvojoje IK formavimosi stadijoje, net iki 50 % agregaty masés gali sudaryti Igsteliniai
baltymai [5]. Atlikto darbo metu buvo naudojamos 10, 50 ir 500 pM induktoriaus
koncentracijos, kiekvienu atveju susiformavo IK. Tikétina, jog esant Zemai indukcijai, IK
suformuojami skirtingai, lyginant su kontrole (500 uM). Zema indukcija gali sukurti salygas
ankstyvosios IK formavimosi stadijos iStesimui, tai leidzia aptikti padidéjusj lgsteliniy baltymy

kiekj net po 27 valandy, kai indukcija yra zema.

Palyginus netirpiy baltymy frakcijos meéginius i§ kultiry indukuoty skirtingomis
induktoriaus koncentracijomis, didziausias Kiekybinis skirtumas nustatytas beta-laktamazés TEM
atveju. Sio fermento kiekis didesnis méginyje, kur indukcija Zema. Rinas, U., et al., (1993)
nustaté, jog IK yra aprinkama pre-beta-laktamazé, tai beta-laktamazés prekursorius [3]. Didesnis
baltymo kiekis Zemos indukcijos atveju gali bati susijes su ankstyvosios IK formavimosi stadijos

iStesimu (kaip ir DnaK atveju).

Esant zemai indukcijai nustatytas maZesnis periplazminio oligopeptidus suriSancio
baltymo (OppA) kiekis, lyginant su kontrole. Sis baltymas dalyvauja peptidy transporte per
lastelés membrang, taip pat, geny ekspresijos reguliavime, chemotaksyje, DNR perdavime
konjugacijoje ir virulentiSkumo raidoje [66]. Jprastos indukcijos metu (500 uM) lastelés patiria
Soka dél aktyviai sintetinamo rekombinantinio baltymo. Soko metu aktyvinami lgstelés
kompensaciniai mechanizmai, $velninantys nukrypimg nuo normos. Tikétina, jog didesnis OppA
kiekis rodo, jog lastelése aktyvinamas peptidy pernesimas per membrang, siekiant kompensuoti

padidéjus] medZziagy poreikj, aktyvios ekspresijos metu.
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ISVADOS

1. Kultivuojant producentg 25 °C temperatiroje ir indukcijg atliekant10 ir 50 uM IPTG
koncentracija, aptinkamas didesnis $aperono DnaK ir fermento beta-laktamazés TEM
kiekis netirpioje baltymy frakcijoje, lyginant su kontrole.

2. Kultivuojant producenta 25 °C temperatiroje ir indukcija atlickant10 ir 50 uM IPTG
koncentracija, aptinkamas mazesnis periplazminio oligopeptidus suriSan¢io baltymo
kiekis netirpioje baltymy frakcijoje, lyginant su kontrole.

3. aAH sintetinanciy lasteliy netirpiy baltymy frakcijoje identifikuoti 6 baltymai — izocitrat
liaze, gliukoz-1-fosfataze, peptidazeé B, periplazminis oligopeptidus suriSantis baltymas,
Saperonas DnaK, beta-laktamazé TEM, i$ kuriy 3 — periplazminis oligopeptidus suriSantis
baltymas, Saperonas DnaK, beta-laktamazé¢ TEM, islaiko reikSmingus kiekio skirtumus,

esant skirtingai indukcijai.
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