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SANTRUMPU SARASAS

a. r. — aminoragstis

AA — akrilamidas

Amp' — atsparumo ampicilinui genas

APC/C — anafaze skatinantis kompleksas (angl. anaphase-promoting complex/cyclosome)
APS — amonio persulfatas

aps. — apsisukimai

ATP — adenozintrifosfatas

b. p. — baziy poros

BAA — Bis-akrilamidas

BL21 (DE3) — i§vestinis E. coli kamienas

BTI - Biotechnologijos institutas

C nukleotidas — citozinas

Cdc25C — baltymas, fosforilinamas PLK1

Cdc5 — 1 Polo panasi kinaze, esanti pumpuruojanciose mielése
CHO - kinietisko Ziurkéno kiausidziy lastelés (angl. Chinese Hamster Ovary cells)
Ciklino B/Cdk1 — kompleksas, skatinantis mitozés pradzia
Da — daltonas

DH5a — i$vestinis E. coli kamienas

dNTP — deoksiribonukleotidai

DTT — ditiotrietolis

E. coli — Escherichia coli bakterija

EC — fermento numeris (angl. Enzyme Commission number)
EDTA - etilendiaminotetraacto rugstis

Fnk — PLK3

G nukleotidas — guaninas

G1 — lastelés ciklo fazé

G2 — lastelés ciklo fazé

GST - glutationo-S-transferazé

GST-PLK — su GST baltymo seka sulietas PLK baltymas
HEPES — N-2-hidroeksietilpiperazanas-N’-2-etano sulfonrtigstis
IPTG — isopropil-B-D-tiogalaktozidazé

kb. p. — kilobaziy poros

kDa — kilodaltonas



lac — promotorius

lacA — B-tiogalaktozido transacetilaze koduojantis genas

lacl — lac promotoriui represini baltyma koduojantis genas

lacY — B-galaktozido permeazg koduojantis genas

lacUVS5 — lac tipo promotorius

lacZ — B-galaktozidaze koduojantis genas

LB — Luria-Bertani mitybiné terpe

MCS — daugybinio klonavimo regionas (angl. multiple cloning site)
mRNR — matriciné RNR

Nlp — centrosomos baltymas

O.V. — optiniai vienetai

ori — plazmidés replikacijos pradzios taskas (angl. origin of replication initiation)
PB domenas — Polo “dézuciy” domenas (angl. Polo Box domain)
PBD - Polo ,,dézuéiy“ domenas (angl. Polo Box domain)

Pc — Polo “kepurélé” (angl. Polo cap)

PEG - polietilenglikolis

Pfu — DNR polimerazé i§ Pyrococcus furiosus

pGEX 3’ — pradmuo, prikabinamas prie pGEX-4T-2 vektoriaus
pGEX 5’ — pradmuo, prikabinamas prie pGEX-4T-2 vektoriaus
pGEX-4T-2 — plazmidé

Plcl — PLK1 analogas

Plc2 — PLK2 analogas

Plc3 — PLK3 analogas

PLK — i Polo panasios kinazés

PLK1/pOTB7 — plazmid¢, neSanti PLK1 gena

PLK1 FI - pradmuo, prikabinamas prie PLK1/pOTB7 plazmidés
PLK1 R — pradmuo, prikabinamas prie PLK1/pOTB7 plazmidés
PLK2 (PBD)/pCMV-HA — plazmidé¢, neSanti PLK2 gena
PLK3/pOTB7 — plazmid¢, neSanti PLK3 gena
PLK4/pFRT/TO-V5 — plazmide, neSanti PLK4 gena

Plol — i Polo panasi kinaz¢, esanti nelytiSkai besidauginanciose mitozés biidu mielése
PIx1 — PLK1 analogas

PIx2 — PLK2 analogas

PIx3 — PLK3 analogas

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas



Prk — PLK3

S — lastelés ciklo fazé

S.0.C. — mitybiné terpe

SAK — PLK4

SAP — kreveciy Sarminé fosfatazé (angl. Shrimp Alcaline Phosphatase)
SDS — natrio dodecilsulfatas

SDS-PAGE — natrio dodecilsulfato denatiiruojanti poliakrilamidinio gelio elektroforezé (angl.
sodium dodecylsulphate polyacrylamidic gel electrophoresis)

Snk — PLK?2

tac — indukuojamas promotorius

TAE — tris-acetato ir EDTA buferinis tirpalas

TE — Tris-EDTA buferinis tirpalas

TEMED — N,N,N’,N’— tetrametiletildiaminas

TRIS — (hidroksimetil)-aminometanas

vnt. — vienetai

XL1-blue — i8vestinis E. coli kamienas



PAVEIKSLU SARASAS

1 pav. PLK Seimos nariy filogenetiné analizé (p. 15).

2 pav. Zmogaus i Polo panasiy kinaziy baltymy struktira (p. 15).

3 pav. PLK1 kinazés domeno struktiira (p. 16).

4 pav. PLK1 PB domeno struktira (p. 18).

5 pav. PLK4 PB domeno struktiira (p. 18).

6 pav. Du galimi substrato nukreipimo | PB domena modeliai (p. 19).

7 pav. [vairiy PLK1 lastelés ciklo metu funkcijy apibendrinimas (p. 21).

8 pav. Glutationas (GSH) (p. 24).

9 pav. pGEX-4T-2 vektoriaus konstrukcija (p. 25).

10 pav. Galutiné glutationo sefarozés strukttra (p. 26).

11 pav. lac operono induktoriai: alolaktozé ir IPTG (p. 27).

12 pav. Bendra pirmojo darbo etapo schema (p. 42).

13 pav. Principiné PLK1 (PBD) geno klonavimo schema (p. 44).

14 pav. Principin¢ PLK2 (PBD) geno klonavimo schema (p. 45).

15 pav. Principiné PLK3 (PBD) geno klonavimo schema (p. 47).

16 pav. Principiné PLK4 (PBD) geno klonavimo schema (p. 48).

17 pav. E. coli BL21 (DE3)/pGEX-4T-2/PLK kamieny auginimy +37 °C temperattroje SDS-
PAGE rezultatai (p. 50).

18 pav. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir tirpumo rezultatai,
auginant 2 val +37 °C temperatiiroje (p. 51).

19 pav. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir tirpumo rezultatai,
auginant 4 val +30 °C temperattroje (p. 52).

20 pav. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir tirpumo rezultatai,
auginant 6 val +20 °C temperatiiroje (p. 53).
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auginant 16 val +16 °C temperattroje (p. 54).

23 pav. PLK2 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir tirpumo rezultatai, auginant 2 val +37 °C
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24 pav. PLK4 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir tirpumo rezultatai, auginant 2 val +37 °C

temperaturoje ir 16 val +16 °C temperatiiroje (p. 56).
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25 pav. GST-PLK1 (PBD) baltymo lygis procentais, skai¢iuojant nuo visu lastelés baltymy (p.
57).

26 pav. GST-PLK3 (PBD) baltymo lygis procentais, skaiciuojant nuo visy lastelés baltymuy (p.
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27 pav. GST-PLK2 (PBD) ir GST-PLK4 (PBD) baltymu lygis procentais, skai¢iuojant nuo visy
lastelés baltymuy (p. 58).
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IVADAS

Kinazés (fosfotransferazés, EC 2.7) — baltymy Seimos dalis, kuri pernesa fosfora turincias
grupes nuo energijos turinéiy donoriniy molekuliy (pvz., ATP) prie specifiniy serino, treonino
arba tirozino molekules turin¢iy baltymuy [22]. Toks procesas vadinasi fosforilinimu; jo tikslas —
aktyvuoti molekule, suteikti jai papildomos energijos, kad ji galéty dalyvauti tolymesnése
reakcijose, kuriy metu ta energija bus panaudota.

I Polo panaSios kinazés — tai grupé svarbiy serino/treonino kinaziy, kontroliuojanciy
ivairius peréjimus lastelés ciklo metu [20]. Jos dalyvauja centrosomos brendime, lastelés ciklo
sustabdyme po DNR pazeidimy, mitotinés verpstés susidaryme, chromosomu judéjime ir
issiskyrime, anafazés aktyvavime bei citokinezéje [10]. Zinduoliy lastelése aptinkamos PLK1,
PLK2, PLK3 ir PLK4 fosfotransferazés. Geriausiai istyrinéta yra PLK 1. Sis baltymas yra biitinas
lasteliy dalinimuisi ir sparciai proliferacijai. Padid¢je Sios kinazés kiekiai randami daugelyje
véziniy audiniy, todél Sis baltymas jau seniai naudojamas kaip taikinys prieSvéziniams vaistams
kurti. Biotechnologijos institute Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje yra kuriami
junginiai PLK1 reguliaciniam domenui slopinti. Siu junginiy saveikai su Polo kinazémis tirti yra
reikalingi dideli kiekiai iSgryninty PLK baltymu.

Sio darbo tyrimo tikslas — pasitelkiant Glutationo-S-transferazés geny suliejimo ir
ekspresijos E. coli sistema, gauti tirpius zmogaus | Polo panaSiy kinaziy rekombinantinius
baltymus, kuriuos véliau biity galima i§gryninti ir panaudoti tolimesniems jungimosi su ligandais
tyrimams.

Glutationo-S-transferazés (GST) genuy suliejimo sistema (angl. Glutathione-S-transferase
Gene Fusion System) yra universali sistema, pritaikyta su GST suliety baltymy ekspresijai
Escherichia coli ir gryninimui. Si rai§kos sistema pilnai i$laiko GST baltymo fermentinj
aktyvuma. GST baltymas ne tik pagerina su juo suliety baltymy tirpuma, bet ir suteikia galimybg
efektyviai isgryninti baltyma afininés chromatografijos biidu, panaudojant imobilizuota
glutationa. GST geny suliejimo sistema jau buvo sékmingai pritaikyta molekulingje
imunologijoje, vakciny gamyboje, baltymo-baltymo ir DNR-baltymo saveiky tyrimuose [15].

Escherichia coli bakterijos yra pladiausiai naudojamos rekombinantiniy baltymy
gavimui. Taciau daugelis eukariotiniy baltymy tokiose sistemose gaunami neteisingos struktiiros,
netirpiis, sukaupti intarpiniuvose kiineliuose, kuriuos po to reikia tirpinti, naudojant
denatiiruojancius reagentus ir véliau renatiiruoti, o tai zZymiai mazina tikimybe gauti aktyvy
baltyma. BTI Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje Zmogaus PLK genus buvo
bandoma klonuoti { ekspresini pPSUMO vektoriy, tac¢iau po to gauti sulieti SUMO-PLK baltymai

buvo aptikti intarpiniuose kiineliuose. Sia problema bandoma iSspresti Siame darbe —
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sukonstruoti su GST sulietus baltymus, patikrinti GST-PLK baltymy ekspresija E. coli ir
optimizuoti tiksliniy baltymy tirpuma.

Darbo metu gautos keturios Zmogaus PLK genus neSancios ekspresinés pGEX-4T-2
plazmidés, patikrinta GST-PLK baltymy raiSka ir nustatyta, kad, esant palankioms salygoms,
25-47 % tikslinio baltymo, skai¢iuojant nuo visy tirpios frakcijos baltymy, yra biitent tirpioje
baltymu frakcijoje. Tai yra geras rodyklis, nes Siuo atveju PLK baltymy gryninimas yra daug
lengvesnis, baltymas i§saugoja savo struktiirg ir aktyvuma.

Darbo metu sukonstruotas plazmides bus galima panaudoti rekombinantiniy PLK
baltymy ekspresijai ir gryninimui i§ E. coli. Sie baltymai suteiks galimybe reguliaciniy PLK

domeny funkcijy ir ju jungimosi su slopikliais tyrimui.

Darbo tikslas:

» panaudojant GST sistema, sukurti keturias genetines konstrukcijas su PLK1, PLK2,
PLK3 ir PLK4 genais, patikrinti ju raiSka ir tiksliniy baltymy tirpuma E. coli
BL21 (DE3) bakteringje sistemoje.

Darbo uzdaviniai:

» klonuoti keturis Zzmogaus PLK reguliaciniy Polo domeny genus i ekspresini pGEX-
4T-2 vektoriy;

atlikti gauty genetiniy konstrukcijy restrikcing analize;

patikrinti tiksliniy geny ekspresija gautose genetinése konstrukcijose;

teigiamus klonus sekvenuoti;

Y V VYV V

atlikti gauty plazmidziy tiksliniy geny baltymy tirpumo optimizavima, esant kelioms

skirtingoms temperatiiroms ir skirtingam indukcijos laikui.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. ] Polo panaSios kinazés

I Polo panasios kinazés (angl. Polo-like kinases, PLKS) — serino/treonino kinaziy Seima
(EC 2.7.10-11). Savo pavadinimg jos gavo dél funkcinio ir struktiirinio panaSumo su
budingiausia polo kinaze i§ Drosophila melanogaster [29]. Mieliy, drozofily ir Zinduoliy PLKs
yra pagrindiniai mitozés reguliatoriai, kontroliuojantys mitozés pradzia, per¢jima i§ metafazés i

anafazg ir mitozés s€kminga uzbaigima [47].
1.1.1. PLK vaidmuo ir paplitimas

I Polo panasios kinazés — svarbis lastelés ciklo reguliatoriai. Jos dalyvauja centrosomos
brendime, Iastelés ciklo sustabdyme po DNR pazeidimy, mitotinés verpstés susidaryme,
chromosomy judéjime ir iSsiskyrime, anafazés aktyvavime bei citokinezéje [10]. Zinduoliy
lastelése aptinkamos PLK 1, PLK2, PLK3 ir PLK4 fosfotransferazés.

Polo Seimos kinazés buvo iStyrinétos ir apraSytos pagrindiniuose eukariotiniuose
organizmuose, tokiuose kaip Sacchromyces serevisiae, Schizosacchromyces pombe,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis, pelé ir zmogus [8; 41].
Pirmiausia Polo kinazé buvo nustatyta Drosophila Seimoje ir aprasyta kaip serino-treonino
kinazé, kuri yra biitina mitozé¢je [26]. Drozofilos Polo genas yra bitinas verps¢iy formavimesi
lastelés dalijimosi metu ir citokinezéje [8].

Musés, pumpuruojancios bei nelytiskai besidauginancios mitozés biidu mielés turi tiktai
vieng PLK Seimos narj (atitinkamai Polo, Cdc5 ir Plol). Zmogus, pélés, varlés ir kirmélés turi
tris PLK Seimos narius, pazymétus kaip PLK1/Plx1/Plcl, PLK2/PIx2/Plc2 (pradzioje zinoma
kaip Snk) ir PLK3/P1x3/Plc3 (pradzioje zinoma kaip Fnk arba Prk) [27; 46].

Ketvirtas PLK Seimos narys — PLK4 arba SAK — buvo charakterizuotas zmoguje ir
péléje, o taip pat nusekvenuotas varlése ir musése. PLK4 nuo kity triju Zzmogaus PLK skiriasi
savo sandara, o tiksliau — C- terminalinés sekos struttira [27].

Panaudojant ClustalW programa buvo palygintos pilnos Zinomy PLK $eimos nariy sekos

[27]. Filogenetiné analizé parodo, kad kiekviena PLK grupé buriasi atskirai (1 pav.).
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Cdc5

— Plo1
[ f’élés PLK1
Zmogaus PLK1
Pix1
Polo
Plc2
_:pm

Plc3
=1l Pélées PLK2

Pélés PLK3
[:Zmogaus PLK3

PIx3

Zmogaus PLK4 (SAK)
Pélés SakA

Xenopus SAK
Drosophila SAK

1 pav. PLK Seimos nariy filogenetiné analizé [27]

Kol kas néra aptikta baltymy, homologiniy PLK bakterijose, arché¢jose ir augaluose.
Stebina tai, kad augalai neturi, nes juose yra nuo ciklino priklausomy kinaziy (angl. cyclin-

dependent kinases) ir daug ty paciy lasteliniy mechanizmu, kaip ir mielése bei gyviinuose.
1.1.2. PLK baltymuy struktara

Visos PLK savo sudétyje turi N- galini Ser/Thr kinazés katalitini domena ir C- galing

sriti, susidedancig i§ vienos ar dviejuy Polo ,,dézuciy‘ (toliau PB — ,,Polo box*) (2 pav.).

33 417 515
PLK1 1 Kinazés domenas PB1 == 603
305 480 584
82 510 606
PLK2 1 Kinazés domenas PB1 PB2 XS
334 573 677
62 470 567
PLK3 1 Kinazés domenas PB1 PB2 [
314 533 637
12
892
PLK4 1 970
265 956

2 pav. Zmogaus i Polo panasiy kinaziy baltymy struktiira [29]
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PLK1, PLK2, PLK3 bei ju homologu C- galas susideda i§ dvieju Polo ,,dézuciy®, kurios
funkcionuoja kaip vientisas PB domenas, atpaZistantis specifinius substratus — fosforilintus
(Ser/Thr) baltymus, pagrindinai dalyvaujancius lasteliy dalijimesi. PLK4 turi tiktai viena Polo
»dézutg™ PB domene, kuris homodimerizacijos déka gali funkcionuoti panasiai kaip PB domenai,

sudaryti i§ dvieju Polo ,,dézuciu [20; 27].
1.1.2.1. PLK kinazés domenas

Ilgai PLK kinazés domeno struktiiros negal¢jo iSaiskinti, taciau Siuo metu ji jau yra
7inoma. Zmogaus i Polo panasiy kinaziy katalitini domena sudaro 253-254 a.r. Geriausiai

iStyrinéta yra PLK1, jos kinazés doméno strukttira pateikta 3 paveiksle.

3 pav. PLK1 kinazés domeno struktiira. Pilka spalva pazymétas kinazés domenas, oranZine —
kinazés domeno tgsinys N- ir C- galy kryptimis, zalia — aktyvacijos kilpa, mélyna — ATP
molekulé [23]

Pirmoji fosforilinimo vieta PLK1 katalitiniame domene — Thr-210 aminortigsties lieckana,
kuri yra taip vadinamoje aktyvacijos kilpoje. Ivedus Sios aminortigSties mutacija, pavyzdziui,
pakeitus ja 1 aspartata arba valina, pasikei¢ia PLK1 aktyvumas. Thr-210 fosforilinimas
aktyvacijos kilpoje padidina PLK1 aktyvuma. Manoma, kad to pas¢kmé — teisinga aktyvacijos
kilpos konformacija, ir tada svarbus aktyviis radikalai yra tinkamai i$sidéste, kad galéty prijungti
substrata bei pagerinti katalitinj kinazés aktyvuma [23].

Kita fosforilinimo vieta — Ser-137, kurios fosforilinimas sukelia stipry neigiama kriivi ir

padidina selektyvuma teigiamai jkrautiems aminoriig§¢iy radikalams — Arg arba Lys. Ser-137
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mutacija { aspartata padidina PLK1 aktyvuma net septynis kartus. Idomu tai, kad PLK1 Ser-137
aminorugstis yra iSsaugota PLK2 (Ser-166) ir PLK3 (Ser-107), o PLK4 ji yra pakeista | glutamo
rugsties liekana (Glu-96) [27].

3 paveiksle pateiktoje schemoje Thr-210 yra pakeista | Val-210. Tokia PLK1 kinazés
domeno mutacija yra pageidautina, norint gauti PLK1 katalitinio domeno kristala. Pateikta PLK1
struktiira parodo tipiSka kinazés susisukima, kur ATP prisijungimo vieta yra lokalizuota plySyje
tarp N- galinés skilties (37-131 a.r.), sudarytos daugiausia i§ antilygiagre€iy B-klosciy, ir a-
spiralizuotos C- galo skilties (138-330 a. r.). 306—330 aminoriigsciy liekanos yra kinazés ir PB
domenus jungianti grandis [23].

Zmogaus PLK kinazés modelio aktyviy viety palyginimas rodo, kad PLK1, PLK2 ir

PLK3 fosforilina panaSius substraty motyvus, o PLK4 fosforilinama seka zymiai nuo jy skiriasi.
1.1.2.2. PLK reguliacinis Polo domenas

C-galinis PLK PB domenas yra svarbus teisingai PLK lokalizacijai ir veikimui. Profazés-
metafazés metu PLKI1 iSsidésto centrosomose ir kinetochoruose, o vélesniy mitozés stadiju
metu — centrin¢je verpstéje. Tokia PLK buvimo vieta salygoja biitent kinazés PB domenas.
Atlikti eksperimentai su pasalintu N- galu parodé teisinga kinaziy lokalizacija, taciau, pasalinant
nors viena PB domeno Polo ,,dézute”, fermentas lieka citoplazmoje [29].

C- gale jvestos aminortigs¢iy mutacijos parodeé, kad PLK1 nesugeba teisingai reguliuoti
mitozes ir atlikti visy savo lasteliniy funkcijy. Per didelé atskiro PB domeno raiska neleidzia
s¢kmingai iki galo baigtis citokinezei pumpuruojanciose mielése, o zinduoliy lastelése sukelia
ankstyvosios anafazés sustabdyma. Reguliacinio PB domeno funkcijos molekulinis pagrindas
paaiskéjo neseniai, kai buvo irodyta, kad pilnas PB domenas, susidedantis i§ abiejy Polo
,»dézuciy®, regiono tarp jy ir dalies grandinés tarp kinazés domeno galo ir pirmos Polo ,,dézutés®,
funkcionuoja kaip vientisas su fosfoserinu/treoninu saveikaujantis elementas. Taigi, reguliacinis
PB domenas saveikauja su daugeliu lastelés dalinimesi dalyvaujanciy baltymy, turinéiy savo
sekoje fosforilinta jungimosi prie PLK motyva. Si saveika yra biitina teisingai PLK ir jos
fosforilinamy substraty vidulastelinei lokalizacijai, ir, tuo paciu, tiksliai lastelés ciklo eigos
kontrolei ir lasteliy proliferacijai [27; 28].

Kiekviena PLK1 Polo ,,dézuté* susideda i§ SeSiy B-klos€iy ir a-spiraliy (4 pav.). Teisingai
orientacijai abiejy Polo ,,dézu¢iy“ palaikyti padeda Polo ,kepurélé” (angl. Polo cap, Pc),
susidedanti i§ a-spiralés, sujungtos per L1 jungti su pirma PB1 B-grandine, ir prijungtos prie L2

grandings, jungiancios abi Polo ,,dézutes* [12; 27].
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4 pav. PLK1 PB domeno struktiira. Raudona ir mélyna spalva pazymétos dvi Polo ,,déZutés®,
zalia — Polo ,,kepurélé®, geltona ir rausva spalva — fosforilintas peptidas [27]

PLK1 fosfotransferazés PB domeno kristaline strukttira parodé¢, kad pSer/pThr jungimosi
vieta yra suformuojama negiliame plySyje tarp dviejy Polo ,,dézuciy“. Su fosfato grupémis cia
tiesiogiai saveikauja tiktai His-538 ir Lys-540. IS kristalinés PLK1 PB domeno struktiiros ir
mutanty analizés pastebéta, kad Trp-414 taip pat vaidina svarby vaidmen; ligando prisijungime,
o hidrofobinés aminortigStys — Val-415 ir Leu-427 — yra biitinos ne tiesioginei saveikai su
ligandu, o struktiirinio PLK1 stabilumo palaikymui.

PLK4 PB domenas skiriasi nuo kity zmogaus PLK, nes turi tiktai viena Polo ,,dézutg™.
Kristaline PLK4 PB domeno struktira yra dimeriné, sudaryta i§ dviejy a-spiraliy ir SeSiy -
klosciu (5 pav.) [24].

5 pav. PLK4 PB domeno struktiira. Zalia ir mélyna spalva pazyméti atskiri monomerai sudaro
PLK4 PB domeno homodimera [27]

Atlikti tyrimai parod¢, kad pasalinus C- gala, kinazinis aktyvumas iSauga septynis kartus,
o tai reiskia, kad PB domenas gali inhibuoti kinazés katalitini domena. PB domeno jungimasis su
ligandu ne tik sustiprina katalitinio domeno saveika su substratu, bet ir tuo paciu metu padidina

jo aktyvuma, garantuodamas pilnos PLK 1 aktyvacijos jos substratais teisingoje vietoje tam tikru
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reikiamu momentu. PB domeno saveika su kinazés katalitiniu domenu vyksta tik tuomet, kai
PLK1 yra nefosforilinta, pavyzdziui, G1 lastelés ciklo faz¢je. Kinazés domeno aktyvavimas —
specifinis aktyvacijos kilpoje esanc¢io Thr-210 fosforilinimas — gali apsaugoti aktyvacijos kilpa

nuo inhibicijos C- galu (6 pav.) [12; 46].

Neaktyvi

6 pav. Du galimi substrato nukreipimo { PB domena modeliai [27]

PLK2 PB domenas yra butinas kinazés prisijungimui prie centrosomy ir centrioliy
padvigubéjimui [19].

Atlikti tyrimai su PLK3, kurios katalitinis domenas buvo pasalintas, atskleidé defektus
citokinezéje, iskaitant chromosomuy neteisinga atsiskyrima bei kitas citokinezés ydas,
dvibranduoliy ir poliploidiniy Iasteliy susidaryma. PLK3 PB domenas kontroliuoja centrosomuy

i$sidéstyma; iSreguliuota Sio domeno ekspresija sukelia lasteliy apoptoze [20].
1.1.3. PLK padétis lasteléje

Zmogaus PLK1, PLK2 ir PLK3 yra ekspresuojamos visuose audiniuose, o PLK4 mRNR
suaugusio zmogaus organizme yra tik séklidése ir uzkriiio liaukoje [29]. Serino/treonino
kinasés, dalyvaujancios lasteliy proliferacijoje, yra lokalizuotos arba citoplazmoje, arba
branduolyje [45].

Pirmiausia PLK1 buvo itraukta | centrosomu cikla dél jos vidulastelinés lokalizacijos.
Rekombinantinio Zaliai fluorescuojancio baltymo raiSka patvirtino, kad interfazéje ir mitozeje

PLK1 yra susikoncentravusi centrosomoje. Profazés-metafazés metu ji jungiasi prie verpstés
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poliniy siily ir kinetochory. Ankstyvoje anafaz¢je PLK1 persikelia i centring verpstg ir islicka
joje iki lastelés dalijimosi pabaigos [3; 8; 46].

Ankstyvoje G1 lastelés ciklo faz¢je PLK?2 iSsidésto centriolése, kur ji yra susijungusi su
motinine centriole, o veéliau S fazés pradzioje pasiskirsto abiejose motininése ir dukterinése
centriolése [19].

Pirmiausia buvo nustatyta, kad PLK3, kaip ir PLK1, yra lokalizuota centrosomose, po to
verps¢iy poliuose, o paskui i$sidésto centrinéje verpsteje [10; 20]. Véliau atlikti tyrimai parode,
kad PLK3 iSsidésto biitent branduolélyje, kuriame jos kiekis iSauga iki maksimalaus lastelés
ciklo G1 stadijos metu [47].

Taip 1 Polo panasiy kinaziy lokalizacija yra susijusi su ju atlickamomis funkcijomis.
1.1.4. PLK funkcijos

I Polo panaSios kinazés yra lastelés ciklo reguliatoriai. Kiekviena PLK atlieka savo
funkcijas, jos yra butinos lastelés gyvavimo ir dalijimosi metu.

Daugiausia PLK1 aptinkama greitai proliferuojan¢iuose audiniuose, kuriuy lastelése
atlieka savo pagrindines funkcijas (7 pav.). Be Sios kinazés lasteliy pasidalijimas néra jmanomas.
Ji skatina mitozés pradzia aktyvuodama Ciklino B/Cdkl kompleksa ir fosforilindama Cdc25C
fosfatazg. PLK1 reaguoja { DNR pazeidima G2 Iastelés ciklo metu, tuo atveju kinazés aktyvumas
yra slopinamas. PLK1 taip pat dalyvauja centrosomu bredime ir atsiskyrime. Ji fosforilina
centrosomos baltyma Nlp, kuris sukelia verpstés poliniy sitily susidaryma. PLK1 pilnai paSalina
kohezino baltymuy kompleksa, kuris palaiko seserines chromatides kartu iki ju atsiskyrimo
anafazeje [37; 46]. Nustatyta, kad PLK1 iSsémimas sukelia verpstés monopoliniy siiily
susidaryma [9; 30; 46], o per didelé jos raiSka — daugiabranduoliy lasteliy atsiradima [10]. Atlikti
eksperimentiniai tyrimai parodé, kad PLK1 aktyvumas inhibuojamas G2 lastelés ciklo metu
zmogaus navikinése lastelése, veikiant jas jonizuojancia spinduliuote [2].

Neseniai PLK1 buvo itraukta i chromosomy iSsidéstymo metafazinéje ploktel¢je
kontrolg. Ji yra bitina mikrovamzdeliy-kinetochory saveikos stabilizavimui, nes sukelia
mikrovamzdeliy iSsitempima [10; 46]. Taip pat PLK1 aktyvuoja anafaze skatinantj kompleksa
(angl. anaphase-promoting complex/cyclosome, APC/C), kuris yra nukreiptas | lastelés
reguliatoriniy baltymy degradavima, kas sukelia mitozés pabaiga ir peréjima | G1 lastelés ciklo
stadija [11; 39; 46].

Kelios PLK Seimos narés, tame tarpe ir PLK 1, buvo itrauktos i citokinez¢. Nustatyta, kad
PLKI1 néra bitina, kad prasidéty citokineze, taciau ji fosforilina kelis kitus baltymus,

dalyvaujancius citokinez¢je ir yra biitina s€ékmingam jos uzbaigimui [3; 9; 46].
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+Verpstés poliniy silly susidarymas
+ APC/C inhibitoriaus degradavimas
« Chromosomuy kondensavimas

« Centrosomy brendimas

» Mitozés pradzia

» Regeneravimas po DNR pazeidimo

« Kohezijos disociacija
* Goldzio skilimas

profaze

- N\,
* APC/C-Cdc20 fosforilinimas
PLK1 / * Chromosomy iSsidéstymas

metafazinéje ploksteléje

-DNRrennkaciia / ~_

/ - Verpstés poliniy sidly kontrolés
tasko inaktyvacija

| G1fazé |

* Citokinezé

telofaze

« APC/C-Cdh1 aktyvacija

7 pav. [vairiy PLK1 lastelés ciklo metu funkciju apibendrinimas [46]

Daugelyje rusiy PLK1 aktyvuojama ankstyvoje mitoz¢je. Manoma, kad jos aktyvavimas
priklauso nuo ankstesnés Cdk1 aktyvacijos, bet aktyvavimo esminiai mechanizmai kol kas néra
isaiskinti. PLK1 sintezé iSauga ankstyvoje G2 fazéje, kai vyksta padidinta geno raiska. Sios
kinazés fermentinis aktyvumas taip pat iSauga mitozéje turbiit kaip rezultatas specifiniy
aktyvuojamy viety fosforilinimo. Jau yra nustatytos kelios kai kuriy riisiy PLKI1 baltymy
fosforilinimo vietos, taciau, ar $ios kinazés taip pat veikia ir in vivo, kol kas néra zinoma [8].

PLK1 aktyvumo slopinimo rezultatas, panaudojant antikiiny injekcijas, — dvigubos
lastelés su neatsirtomis chromosomomis. Tai jrodo, kad PLK1 gali biiti jtraukta { centrosomuy
brendimo reguliavima, bet ne padvigubéjima. PLK1 antikiiny injekcijos neblokuoja DNR
sintezés, 0 DNR replikacija ir centrosomy padvigubéjimas ir padétis lasteléje yra reguliuojama
kity fermenty [8].

PLK2 yra aktyvuojama G1/S faziy peréjimo metu ir vaidina svarby vaidmeni centrosomy
padauginime Iastelés ciklo metu, tod¢l buvo pavadinta centrosominiu baltymu. PB domenas
padeda PLK2 prisijungti prie centrosomy ir dalyvauti centrioliy padvigub¢jime kartu su PLK4
kinaze [17; 19; 46]. PLK2 néra bitina lasteliy dalijimuisi, taciau turi jtakos lastelés G1 fazés

progresavimui [10].
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PLK1 ir PLK2 kartu reguliuoja centrosomy funkcijas, taciau skirtingu lastelés ciklo metu.
Pirmiausia PLK2 reguliuoja centrioliy padvigubéjima S fazéje, o paskui PLK1 uZtikrina
centrosomy brendima vélesnéje G2 faze¢je. PLK?2 taip pat dalyvauja lastelés ciklo sustabdyme po
DNR pazeidimy [46]. Esant taksolui arba nokodazolui, PLK2 yra slopinama, o tai Zymiai
paskatina apoptozg, nes §i kinazé uzkerta kelia mitozés katastrofai, kuri jvyksta dél verpsc¢iu
pazeidimo [46].

Zmogaus PLK3 (Prk) pasizymi gana zemu kinaziniu aktyvumu mitozéje, G1 ir G1/S
faziy metu ir pasiekia auksSciausia taSka vélesnése S/G2 lastelés ciklo stadijose [13]. Be to, yra
nustatyta, kad PLK3 atlieka lastelines adhezijos funkcijas [46].

Bendrai, biologinés PLK1 ir PLK3 funkcijos yra prieSingos viena kitai. Pavyzdziui, per
didelé peliy PLK1 raiSka baigiasi onkogeneze, tuo tarpu padidinta PLK3 ekspresija stabdo
lasteliy augima ir sukelia ju apoptoze. Esant DNR pazeidimui, PLK3 kiekis nesikeicia, Zymiai
iSauga tiktai jos aktyvumas [46]. Siuo atveju PLK3 veikia kaip Cdc25C baltymo ir G2/M faziy
per€jimo inhibitorius [10].

PLK4 mRNR kiekis padidé¢ja G1 fazéje ir toks iSlieka S fazés ir mitozés metu pries
sumazéjima G1 fazés pradZioje. Sios kinazés funkcijos yra susijusios su lasteliy dalijimusi
mejozeés ir mitozes budu, ji yra biitina Iasteliy iSgyvenimui. Per didelé peliy PLK4 raiska stabdé
kolonijy formavimasi CHO lastelése, be to, buvo pastebétas daugiabranduoliy lasteliy padidéjes
kiekis [10; 13; 46].

1.1.5. PLK ir vézys

Tarp lasteliy proliferacijos ir diferenciacijos yra tam tikra pusiausvyra. Norint paskatinti
onkogenezg, reikia ta pusiausvyra pastumti i proliferacijos puse. Nustatyta, kad padidéjes PLK1
aktyvumas/kiekis lastel¢je skatina ja dalytis. PrieSingai, mieloidinés baltakraujystés atveju pries
galuting lasteliy diferenciacija PLK1 kinazés mRNR kiekis staigiai sumaz¢ja. Remiantis gausybe
iStirty Zmogaus naviky duomenimis, nutarta, kad PLKI1 gali buti geru zenklu lasteliy
proliferacijai. Padidéjes PLK1 kiekis buvo aptiktas plauciy, kasos, kruties, kiausidziy vézio,
melanomoje ir daugelyje karcinomuy atvejais. Atlikti jvairiis skai¢iavimai parodé, kad PLKI
raiSka koreliuoja su galima naviky metastaze ir serganciy véziu pacienty prognoze [10; 24].

Mutantinés PLK1 su pakeistais aminortigs¢iy radikalais, reikalingais kinazés aktyvacijai,
raiSka stabdo PLK1 inaktyvacija ir nukreipia lasteles { G2 fazés valdyma, gydant doksorubicinu.
Taip pat PLK1 aktyvumas iSlieka vézinése lastelése, kai gydant kafeinu yra apeinamas G2 fazés
kontrolés taskas. Keli nesusij¢ tyrimai rodo, kad normalios epitelinés lastelés ir fibroblastai

patiria G2 fazes aresta, kai yra inaktyvuojama PLK, nesant DNR degradacijai [2].
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PLK1 slopinimas, panaudojant antikiinus prieS PLKI1, dominuojancius neigiamus
mutantus, oligonukleotidus arba mazas jterptas RNR, gali baigtis mitozés katastrofa. PLKI1
i1§s¢jimas inhibuoja seseriniy chromatidziy atsiskyrima ir sukelia citokinezés Zlugima [16]. Be to,
mitozés areStas buvo aptiktas tuo atveju, kai lastelés patyré nebaigta citokineze ir apoptoze.
Nustatyta, kad dauguma lasteliy su sumazintu PLK1 kiekiu patiria dalijimosi nes¢ékmg biitent
prometafazés metu. Sios lastelés su PLK1 trikumu negali iSrikiuoti savo chromosomuy i viena
eile metafazinéje plokstumoje ir nukreipti centrioles i priesingus polius. Sias ydas sukelia batent
nesubrendusiy centrosomy defektai. Taciau, mazinant PLK1 kiekius visame organizme, islicka
tikimybé galimy pasaliniy efekty, ypa¢ normaliai proliferuojanciuose audiniuose [10].

PLK4 yra isskirtiné PLK Seimos naré. Ji yra jtraukta i centrosomy atskyrima ir mitozes
tiksluma. Peliy tyrimai parode, kad Sios kinazés trukumas baigiasi embriono mirtimi. Be to,
PLK4 apsaugo lastelés genominj vientisuma [5].

Per didel¢ zinduoliy PLK raiska yra tiesiogiai susijusi su lasteliy proliferacija ir
onkogeneze [20]. Kuriant mazas molekules-inhibitorius pries PLK1, kurie yra nukreipti { ATP
prisijungimo vieta, buvo susidurta su viena problema, susijusia su tuo, kad Sios molekulés
slopina daugeli kity lastelés kinaziy, o tai lemia dideli junginiy toksiSkuma [16]. PB domenas yra
biidingas tik i Polo panasioms kinazéms, todél inhibitoriai, besijungiantys prie PB domeno, butu
zymiai specifiSkesni. Tokiu slopikliy dar néra, juy sukiirimas biity didelis zingsnis i prieki
priesveéziniy vaisty kiirime [20; 24].

Kadangi yra manoma, jog kai kurios i Polo panaSios kinazes, pavyzdziui, PLK3, gali
funkcionuoti kaip naviko supresoriai, yra pageidautina, kad prie§ PLK1 kuriami slopikliai buity

kuo specifiskesni Siam baltymui ir kuo maziau slopinty kitas PLK.

23



1.2. GST sistema
1.2.1. Glutationo-S-transferazé

Glutationas yra tripeptidas, susidedantis i§ glutamo riigsties, cisteino ir glicino (8 pav.).

Jis gali biiti oksiduotoje arba redukuotoje formoje [22].

SH
0]
|
NH, NH COOH
(0]

COOH

8 pav. Glutationas (GSH) [43]

Transferazé (EC 2) — tai fermentas, katalizuojantis metilo, glikozilo, acilo, fosfora
turincios ar kitos grupés pernesSima nuo vieno junginio (donoro) prie kito (akceptoriaus) [4].

Glutationo-S-transferazés (GST) (EC 2.5.1.18) — fermentai, padedantys junginiams
jungtis su glutationu. Jos katalizuoja jvairias nuo glutationo priklausancias reakcijas [4]. GST
baltymo molekuliné masé yra 26 kDa, jis gali buti ekspresuojamas E. coli, nes taip pilnai i$laiko
savo fermentini aktyvuma [15].

Glutationo-S-transferazés pripazintos kaip didele endogeniniy ir ksenobiotiniy junginiy
grupe detoksikuojantys fermentai, katalizuojantys $iy medziagy jungimasi su glutationu. Jos taip
pat pasizymi peroksidaziniu ir izomeraziniu aktyvumu bei bioaktyvuoja kai kurias
kancerogenines medziagas. GST aptinkamos daugelyje audiniy, ypa¢ smegenyse, hipofizéje,

sirdyje, plauciuose, kepenyse, inkstuose, antinks¢iuose, kasoje ir lytinése liaukose [14].
1.2.2. GST geny suliejimo sistema

Glutationo-S-transferazés genuy suliejimo sistema (angl. Glutathione-S-transferase Gene
Fusion System) yra universali sistema, pritaikyta su GST suliety baltymy ekspresijai Escherichia
coli ir juy gryninimui. Sistemos pagrinda sudaro indukuojama su Schistosoma japonicum GST
seka suliety baltymy ekspresija. Siy baltymy N- gale yra tirpaus GST baltymo seka, o C- gale —
tikslinis baltymas.

Glutationo-S-transferazés geny suliejimo sistema pilnai i$laiko ekspresuoto E. coli
lastelése GST baltymo fermentini aktyvuma. Pats GST baltymas ne tik pagerina su juo suliety
baltymy tirpuma, bet ir suteikia galimybg efektyviai isgryninti baltyma afininés chromatografijos
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biidu, panaudojant imobilizuota glutationa. GST genuy suliejimo sistema jau buvo sékmingai
pritaikyta molekulinéje imunologijoje, vakciny gamyboje, baltymo-baltymo ir DNR-baltymo
saveiky tyrimuose [15].

1.2.3. Klonavimas panaudojant pGEX ekspresijos vektorius

Tiksliniai baltymai, turintys GST seka, konstruojami panaudojant pGEX plazmides.
Genas arba geno fragmentas yra jterpiamas i vektoriaus daugybinio klonavimo regiona. Baltymo
raiSka kontroliuojama tac promotoriumi, kuris indukuojamas laktozés analogu — isopropil-p-D-
tiogalaktozidaze (IPTG). Kiekvienoje pGEX plazmidéje yra lacl? genas, kurio produktas —
baltymas-represorius, jungiantis prie operatoriaus tac promotoriaus vietoje ir stabdantis tikslinio
geno raisSka, nesant IPTG [15]. Taip yra kontroliuojama tikslinio geno raiska.

Siame darbe naudojamas vienas i3 ekspresiniy pGEX eimos vektoriy — pGEX-4T-2 (9
pav.).

pGEX-4T-2 (27-4581-01)

Thrombin

]Leu Val Pro »f'«rg*L Gly Ser]Pro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA

BamH | EcoR I g7 Sall “xpgT Netl _  Stop codon

N _

Tth1111
Aatll

pSj10ABam7Stop?
Pst1

PGEX-4T-2
4970 b.p.

Nar |

EcoR V
BssH Il

e BR322
pl
BstE II i

Miu |

9 pav. pGEX-4T-2 vektoriaus konstrukcija [15]

pGEX-4T-2 vektoriaus pagrindinés charakteristikos yra:
» Ori seka — plazmidés replikacijos pradzios seka;
» tac promotorius, kuris aktyvuojamas izopropil-B-D-tiogalaktozidu (IPTG);

» Amp' genas, apsprendziantis atsparuma ampicilinui, koduojantis p-laktamaze;
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» Lacl? genas, koduojantis represorinj baltyma, kuris jungiasi su lac operatoriaus seka;

» Glutationo-S-transferazés baltyma koduojantis genas, prie kurio prikabinamas
klonuojamas genas;

» Daugybinio klonavimo regionas — MCS (angl. multiple cloning site) su jame
esanciomis daugelio restrikcijos endonukleaziy skélimo sekomis;

» Trombino proteazés skélimo vieta, esanti tarp GST baltyma koduojancio geno ir
daugybinio klonavimo regiono.

Pageidautina, kad jterpiamas DNR geno fragmentas nevirSyty 2 kb. p. Be to, karpant ir

liguojant, turi bti iSlaikytas skaitymo rémelis.
1.2.4. GST seka turinciy baltymy gryninimas ir GST sekos paSalinimas

Su GST seka sujunty baltymy gryninimui i§ bakterijy lizato naudojama afininé
chromatografija su glutationu, imobilizuotu ant matricos, pavyzdziui, sefarozés (10 pav.).
Glutationas prijungiamas prie sorbento per epoksido grupg. Tokia galutiné struktiira yra
komplementari glutationo-S-transferazei, sulietai su tiksliniu baltymu. Tiksliniai baltymai,
turintys GST seka yra sulaikomi sorbento, o priemaiSos yra paSalinamos su skysta baltymy
tirpalo frakcija. Sulieti baltymai véliau eliuojami Svelniomis, nedenatiiruojanc¢iomis salygomis,
panaudojant redukuota glutationa. Toks gryninimo procesas iSsaugoja baltymo antigeniskuma ir

funkcijas [15; 18].

(o] o~
x> 7
°>
H‘—'N\
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SOz CH2a=S8_ |
T C N—H
P

10 pav. Galutiné glutationo sefarozés struktiira [15]

GST seka nuo tikslinio baltymo gali biiti atskelta panaudojant specifines proteazes, kuriy
atpazinimo vieta pGEX plazmidése yra prie§ pat daugybinio klonavimo regiona. Po to grynas

baltymas gali buti tiriamas kolorimetriniais ir imunologiniais metodais [15].
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1.3. Bakteriné raisSkos sistema
1.3.1. Geny raiskos reguliavimas prokariotinése sistemose

Prokariotuose geny raiSka yra reguliuojama keliuose skirtinguose lygmenyse:
transkripcijoje, mRNR susidaryme ir veikime, transliacijoje bei fermento veikime. Taciau
geriausi reguliatoriniai mechanizmai veikia transkripcijos lygyje [36].

F. Jakobas ir Z. Mono 1961 m. i$aiskino operono modelj, parodé, kad geny raiska E. coli
reguliuoja du pagrindiniai elementai — represorius ir operatorius. Susijunggs su operatoriumi
represorius neleidzia RNR polimerazei transkribuoti struktiriniy geny, esanciy operone. Operona
sudaro grupé Salia esanCiy struktiiriniy geny, promotorius (vieta, prie kurios jungiasi RNR
polimeraz¢) ir operatorius [25; 36].

E. coli veikia laktozés (lac) operonas, kuri sudaro promotorius, operatorius, trys
struktiiriniai genai — lacZ, lacY ir lacA, koduojantys atitinkamai -galaktozidaze, B-galaktozido
permeazg ir B-galaktozido transacetilazg. B-Galaktozido permeazé transportuoja laktoze i lastelés
vidu, B-galaktozidazé skaldo ja iki gliukozés ir galaktozés, B-galaktozido transacetilazé pernesa
acetilo grupes nuo acetil-CoA ant -galaktozidy [25; 36].

Reguliatorinis /acl genas koduoja 360 a. r. ilgio represoriy, kuris aktyvioje formoje yra
tetrameras, turintis /acl geno produkto keturias kopijas. Nesant induktoriui, represorius jungiasi
prie lac operatoriaus sekos ir neleidzia RNR polimerazei katalizuoti Siy trijuy stuktiiriniu geny
transkripcijos. Tuo metu sintetinamos tik kelios lacZ, lac Y ir lacA geny baltymu molekulés,
palaikancios gana zema fermentini efektyvuma, kuris yra bitinas /ac operono indukcijai, nes
biitent tuo metu B-galaktozidazés pagalba i§ laktozés sintetinama alolaktozé (11 a pav.) —
operono induktorius [21; 25; 36].

Remiantis lac operono reguliacijos principu buvo sukurta rekombinantiniy baltymy
indukuojama E. coli raiskos sistema. Siuo metu rekombinantiniy baltymy gavimui bakterijy
sistemose yra daznai naudojamas { alolaktozg¢ struktiiriSkai panaSus junginys — izopropil-,D-

tiogalaktopiranozidas (IPTG) (11 b pav.).

1,6-alolaktozé

11 pav. lac operono induktoriai: alolaktozé ir IPTG [42]
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Labai svarbi promotoriaus charakteristika — paprastumas ir indukcijos pigumas. IPTG
indukuojamy promotoriy pagrindinis triikumas yra tai, kad jie néra pilnai inaktyvuojami, nesant
induktoriaus, ir todé¢l netinka lasteléms toksiniy baltymy gavimui. Be to, IPTG indukuojami
promotoriai néra optimallis zmogaus terapiniy baltymuy masinei gamybai, nes IPTG yra

pakankamai brangus induktorius [21].
1.3.2. Rekombinantinis Escherichia coli BL21 (DE3) lasteliy kamienas

Escherichia coli buvo pirmas Seimininkas, panaudotas rDNR vaisty gamybai. Taciau
pries kelis deSimtmecius terapiniy baltymuy gamyba prasidé¢jo zinduoliy lastelése dél E. coli
producento pagrindiniy trilkumy — neatlieka potransliaciniy modifikacijy. Daugelyje atveju
E. coli gaunami tiksliniai baltymai neturi savo teisingos struktiiros, reikiamo aktyvumo ir kity
svarbiy pozymiy [40].

Darbo metu buvo naudotas rekombinantinis E. coli BL21 (DE3) lasteliy kamienas,
turintis tokias genetines charakteristikas: E. coli, B, F_, dem, ompT, hsdSp (rB_, mB_), galMDE3)
[1].

Rekombinantinis BL21 (DE3) kamienas yra iSvestas i§ laukinio E. coli B kamieno; jis
neturi F plazmidés (F_ mutacija), néra metilinami DNR esantys citozinai (dem mutacija) [38].
BL21 (DE3) turi mutacijas savo chromosominéje DNR, dé¢l kuriy nesintetina Lon ir OmpT
proteaziy, galinCiy suardyti tikslini baltyma gryninimo metu. Taciau jame sintetinamos kitos
proteazes, galinCios turéti jtakos rekombinantinio baltymo ekspresijai ir kaupimuisi lastel¢je
[31].

BL21 (DE3) kamieno lastelés yra iSvesto A bakteriofago DE3, turin¢io imuninj fago 2/
regiona, lacl gena, lacUV5 promotoriy ir T7 RNR polimerazés gena, lizogenai. Seka yra jterpta i
int gena, taip apsaugant DE3 nuo fagy padedamos integracijos arba paSalinimo i§
chromosominés DNR. DE3 lizogenai savo chromosomin¢je DNR turi jterpta T7 RNR
polimerazés gena, kontroliuojama lacUVS5 promotoriumi (ga/ M(DE3) mutacija) [38].

Toks BL21 (DE3) isvestas E. coli kamienas gali biiti naudojamas nesudétingiems

zinduoliy baltymams ekspresuoti.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Aparatiira ir medZiagos

2.1.1. Aparatara

Darbe naudoti prietaisai ir aparatira:

1.

o ® N v bk wN

e e e e e e
® N Lk W N~ O

19.

Saldoma centrifuga ,,Beckmann®

Saldoma mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R*
Termostatas ,,Eppendorf TermoStat plus*

Termostatuojama purtykleé ,,LaboChema*

Maisyklé (mikseris) ,,BIOSAN

Magnetiné maisykle ,,BIOSAN*

,,Blometra“ srovés Saltinis

,,Roth* srovés Saltinis

Horizontalios elektroforezés aparatas ,,Sigma-Aldrich® ir jo priedai

Poliakrilamidinio gelio elektroforezés aparatas ,,BIO-RAD ir jo priedai

. Transiliuminatorius ,,ULTRA-LUM®

Laminarinis boksas

. Ultragarso $altinis ,,Bandolin Sonopuls*

pH-metras ,,LaboChema‘*

. Analitinés svarstyklés

Laboratorinés svarstyklés ,,Kern 440-35N*
Spektrofotometras ,,Jenway 6305
Autoklavas

Elektriné plytelé

2.1.2. Medziagos ir reagentai

Darbe naudotos medziagos ir reagentai:

1.

S A e

Agaroze

Agaras

Akrilamidas

Akrilamidas-BIS (N,N’ — metilen-Bis-akrilamidas)
Akrilamidinio gelio dazas (Coomassie Brillinat Blue R-250)
Ampicilinas

Amonio persulfatas
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8. Bromfenolio mélis

9. B-merkaptoetanolis

10. CH3COOK

11. dNTP (deoksiribonukleotidai)

12. Druskos riigstis

13. DTT (ditiotrietolis)

14. EDTA (etilendiaminotetraacto riigstis)
15. Etidzio bromidas

16. Etilo alkoholis

17. Fermentai ir ju rinkiniai

18. Glicerolis

19. Glicinas

20. HEPES (N-2-hidroeksietilpiperazanas-N’-2-etano sulfonrtigstis)
21. IPTG (izopropil-B,D-tiogalaktozidas)
22. Izopropanolis

23. Kazeino hidrolizatas

24. Ledin¢ acto rugstis

25. Mieliy ekstraktas

26. Monotioglicerolis

27. NaCl

28. NaOH

29. PMSF (fenil-metil-sulfonilfluoridas)
30. Polietilenglikolis

31. SDS (natrio dodecilsulfatas)

32. TEMED (N,N,N’,N’— tetrametiletildiaminas)
33. Tritonas X-100

34. TRIS ((hidroksimetil)-aminometanas)
35. Ur¢ja

2.1.3. Tirpalai ir buferiniai tirpalai

1. Ampicilino tirpalas: 1 g ampicilino tirpinama 10 mL dejonizuoto vandens, koncentracija
100 pg/ul.

2. 0,5M EDTA tirpalas: 37,22 g Na,EDTAX2H,0 tirpinama 140 mL dejonizuoto vandens,
NaOH privedamas pH iki 8,0 ir pripildoma dejonizuoto vandens iki 200 mL.
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3. TAE buferinis tirpalas (50 karty koncentruotas): 1 L: 242 g TRIS, 100 mL 0,5 M EDTA,
57,1 mL ledinés acto riigSties. Prie§ naudojima buferis skiedZiamas.

4. TE buferinis tirpalas: 10 mM TRIS (pH 8,0); 1 mM EDTA.

5. Sarmings lizés tirpalas (P1): 50 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 ug/mL RNaz¢.

6. Sarminés lizés tirpalas (P2): 200 mM NaOH; 1 % SDS.

7. Sarminés lizés tirpalas (P3): 3 M CH;COOK (pH 5.5).

8. 70 % etanolis (20 °C).

9. 95 % etanolis (=20 °C).

10. 30 % Akrilamidas/Bis-akrilamidas: 29,2 g AA ir 0,8 g BAA istirpinama vandenyje,
praskiedziama iki 100 mL ir filtruojama. Laikoma tamsoje +4 °C temperatiiroje iki 30
dieny.

11. 1,5 M TRIS-HCI buferinis tirpalas: 18,15 g TRIS iStirpinama 70 mL dejonizuoto vandens,
pH iki 8,8 koreguojamas su du kartus praskiesta HCI riig§timi, praskiedziama iki 100 mL ir
filtruojama. Laikoma tamsoje +4 °C temperatiiroje iki 30 dieny.

12. 1,0 M TRIS-HCI buferinis tirpalas: 12,0 g TRIS iStirpinama 50 mL dejonizuoto vandens,
pH iki 6,8 koreguojamas su du kartus praskiesta HCI rtigstimi, praskiedziama iki 100 mL ir
filtruojama. Laikoma +4 °C temperatiiroje iki 30 dieny.

13. 10 % SDS

14. 10 % APS

15. Kumasi R-250 daZo tirpalas: 0,62 g R-250 iStiprinama 113 mL 95 % etanolio, pridedama
23 mL ledinés acto rugsties, praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 250 mL ir filtruojama.

16. Elektroforezés buferinis tirpalas: 0,025 M TRIS, pH 8,3-8,6 (nekoreguojamas), 1,9 M
glicino, 0,035 M SDS.

17. Pavyzdzio buferinis tirpalas (6 kartus koncentruotas): 350 uL 0,5 M TRIS, pH 6,8, 50 mg
SDS, 46 mg DTT, 150 puL glicerolio.

18. Bromfenolio mélis: 0,05 % (m/V).

19. Ardymo buferinis tirpalas (pH 7,5): 10 mM HEPES; 0,2 mM NaCl; 0,01 % (V/V)
monotioglicerolis; 1 % (m/V) Tritonas X-100; 2 mM PMSF; 1 mM B-merkaptoetanolis.

20. 8 M ur¢ja, pH 8,0.

2.1.4. Rinkiniai

1. DNR isskyrimui i§ agarozinio gelio naudojamas ,,DNA Extraction Kit* (,,Fermentas®)
rinkinys.

2. DNR i$skyrimui sekvenavimui naudojamas ,,GeneJET'™ Plasmid Miniprep Kit*

(,,Fermentas®) rinkinys.
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3. Ligavimo rinkinys:
» Ligavimo buferinis tirpalas (10 karty koncentruotas);
» T4 DNR ligazg;
» PEGug0 (1/10 viso ligavimo miSinio tiirio).
4. Restrikcijos rinkinys:
» Restrikcijos buferiniai tirpalai (10 karty koncentruoti);
» Restrikcijos endonukleazés (4lwNI, BamHI, Bsal, EcoRI, EcoRV, Eco31l, Hincll,
Hindlll, Ksp6321, Ndel, Notl, Pdml, Pvul, Pvull, Sall, Scal, Smal, Stul).
5.  DNR galy bukinimo rinkinys:
» Klenow buferinis tirpalas (10 karty koncentruotas);
» Klenovo polimerazé (be 5°— 3 ir 3’— 5’ egzonukleaziniy aktyvumuy).
6. DNR 5’—galiniy fosfaty pasalinimo rinkinys:
» SAP buferinis tirpalas (10 karty koncentruotas);
» Kreveciy Sarminé fosfatazé (SAP).
7.  Elektroforezés agaroziniame gelyje priedai:
» 6 kartus koncentruotas dazas;
» DNR fragmenty molekuliniy masiy markeriai (O’GeneRulerTM DNA Ladder Mix
(#SM0334), Lambda DNA/HindIIl Marker (#SM0103) (,,Fermentas*));
8. SDS-PAGE priedai:
» Baltymy molekuliniy masiy zZymekliai (Unstained Protein Molecular Weight Marker
(#SM0431); PageRuler™ Prestained Protein Ladder (#SM0671) (,,Fermentas®));

» Akrilamidinio gelio dazas (Kumasi briliantinis mélynasis R-250).
2.1.5. Terpés

1. LB (Luria-Bertani) mitybiné terpé:
» Kazeino hidrolizatas 10 g;
» Mieliy ekstraktas 5 g;
» NaCl 10 g.
Viskas iStirpinamas viename litre distiliuoto vandens ir autoklavuojama 20 min 121 °C
temperatiiroje.
2. Agarizuota mitybiné terpé:
» Kazeino hidrolizatas 10 g;
» Mieliy ekstraktas 5 g;
» NaCl 10 g;
» Bakteriologinis agaras 15 g.
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Viskas istirpinama viename litre distiliuoto vandens kaitinant ir autoklavuojama 20 min
121 °C temperatiiroje.
3. S. 0. C. mitybin¢ terpé:
» Bakteriologinis triptonas 2 g;
» Bakteriologinis mieliy ekstraktas 0,5 g;
» 1 M NaCl 1 mL;
» 1 MKC10,25 mL;
» 2 M Mg saltinis (1 M MgCl,*6H,0, 1 M MgS0O4¢7H,0) 1 mL;
» 2 M gliukozé 1 mL.

Bakteriologinis triptonas, bakteriologinis mieliy ekstraktas, NaCl ir KCl tirpinami 97 mL
dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min 121 °C temperatiiroje ir atauSinama iki kambario
temperatiiros. Pridedamas 2 M Mg drusky ir 2 M gliukozé iki galutinés 20 mM koncentracijos.
Gautas tirpalas filtruojamas. pH turi biiti 7,0.

2.1.6. Rekombinantinis E. coli producentas

PIkl ir Plk4 genu klonavimams naudotas E. coli XL1-blue, Plk2 ir Plk3 — DHS5a
kamienas, ekspresijai — E. coli BL21 (DE3) kamienas. XL1-blue ir DH5a kamienai yra pasirinkti
klonavimams dél ju jautrumo ampicilinui ir gero transformacijos efektyvumo [44]. Tikslinio
baltymo ekspresijai pasirinktas E. coli BL21 (DE3) kamienas turi Lon ir OmpT proteaziy geny

mutacijas, lacUV5 promotoriumi valdoma T7 RNR polimerazg [1]. Placiau zituréti 1.3.2. skyreli.
2.1.7. Genetinis vektorius pGEX-4T-2

Darbe naudojamas ekspresinis vektorius pGEX-4T-2 (BTI). Pladiau vektoriaus

charakteristikas zitiréti 1.2.3. skyreli.
2.1.8. Kitos genetinés konstrukcijos

Darbe papildomai naudojamos Sios genetinés konstrukcijos:

» PLK1/pOTB7 plazmidé (1-603 a.r.), turinti atsparuma chloramfenikoliui

(Vokietija);

» PLK2 (PBD)/pCMV-HA plazmidé (340-685 a.r.), turinti atsparuma ampicilinui
(BTD);

» PLK3/pOTB7 plazmidé (1-646 a.r.), turinti atsparumg chlotamfenikoliui
(Vokietija);

» PLK4/pFRT/TO-VS5 plazmidé (1-970 a. r.), turinti atsparuma ampicilinui;
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2.2. Metodai
2.2.1. Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazes grandininé reakcija atliekama pagal protokola [33].

Polimerazes grandininé reakcija (PGR) taikoma DNR fragmenty padauginimui, sukuriant
ju galuose restrikcijos endonukleaziy taikinius, panaudojant atitinkama seka turinéius pradmenis.
Reakcijai panaudota gamtiné Pfu DNR polimeraze i§ Pyrococcus furiosus, pasizyminti 5’—3’
polimeraziniu ir stipriu 3’—5’ egzonukleaziniu aktyvumu. [ PGR miSinj jeina (100 pL):

» Stelirus dejonizuotas vanduo;
» 10 karty koncentruotas Pfu buferinis tirpalas su MgSQOy;
» 2 mM dNTP tirpalas (galutiné dNTP koncentracija reakcijos misinyje yra 0,2 mM);
» Du pradmenys kiekvienai DNR grandinei sintetinti (kiekvieno po 100 ng);
» DNR tirpalas (0,5 ng);
» Pfu DNR polimeraze (2,5 vnt.).
PCR atlieckama termocikleryje 30 karty kartojant Siuos tris ciklus:
1. DNR denatiiracija 1 min 95 °C temperatiiroje;
2. Pradmeny prilydymas prie kopijuojamos DNR 1 min 54 °C temperatiiroje
(temperatiira priklauso nuo pradmens dydzio ir G/C nukleotidy sudéties);
3. DNR sintez¢ 2 min 72 °C temperatiiroje.

Pries pirma cikla atlieckama pradiné DNR denatiiracija 2 min 95 °C temperatiiroje. Pfu

DNR polimerazés savybé bukinti iSsikiSusias DNR grandines panaudojama visy cikly gale —

atliekamas galutinis i8sikiSusiy DNR galy bukinimas 10 min 72 °C temperatiiroje.
2.2.2. DNR fragmenty elektroforezé 1 % agaroziniame gelyje

Gauti po restrikcijos DNR fragmentai paruoSiami elektroforezei juos sumaiSant su 6
katrus koncentruotu elektroforetiniu dazu.

ParuoSiamas 1 % agarozinis gelis TAE buferyje. MiSinys kaitinamas, kol iStirpsta
agarozé, paskui atvésinamas ir supilamas i horizontalia elektroforezés vonele. Sulinéliai DNR
misiniui suleisti suformuojami Sukomis. Sustingus geliui, elektroforezés aparatas pripildomas
TAE buferiu su etidzio bromidu. Elektroforezé vykdoma esant 80—-120 V jtampai priklausomai
nuo gelio dydzio. Po elektroforezés gelis analizuojamas UV spinduliy (250 nm bangos ilgio)

Saltinyje (transiliuminatoriuje ,,ULTRA-LUM®) [34].
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2.2.3. DNR fragmenty iSskyrimas i§ agarozinio gelio

Kai po elektroforezés reikia 1§ agarozinio gelio iSskirti reikalingus DNR fragmentus,

vykdoma elektroforezé be etidZzio bromido. Gelio dalys, kuriose yra Zymeklis, veikiamos TAE

buferiu su etidzio bromidu ir analizuojamos UV spinduliy Saltinyje. IS gelio iSkerpami reikalingi

DNR fragmentai panaudojant iSanalizuota gelio dali su Zymekliu.

DNR i§ iskirpto gelio gabaliuko iSskiriama panaudojant ,,DNA Extraction Kit*

(,,Fermentas®) rinkinj.

2.2.4. DNR koncentracijos nustatymas

DNR koncentracija nustatoma 1 % agarozés gelyje lyginant su DNR kiekio standartais.

Siame darbe naudojamas Lambda DNA/HindIII Zymeklis.

2.2.5. Analitinis plazmidés DNR iSskyrimas i§ E. coli 1asteliy biomasés Sarminés lizés

metodu

Analitinis plazmidés DNR i§skyrimas i§ E. coli lasteliy biomasés Sarminés lizés metodu

atlickamas pagal protokola [34].

1.

Naktiné kultira pilama 1 1,5mL ,Eppendorf* meégintuvéli, nucentrifuguojama
10 000 aps./min, 30 s, +4 °C temperatiiroje.

Supernatantas pasSalinamas, lasteliy nuosédos suspenduojamos 200 uL. P1 Sarminés lizés
buferinio tirpalo.

Pridedama 200 pL P2 tirpalo, atsargiai vartoma 5 kartus. Mégintuvélis laikomas ant ledo
5 min.

Pridedama 200 pL $alto P3 tirpalo. Uzdarytas mégintuvélis vartomas kelis kartus, laikomas
ant ledo 5 min.

Bakteriju lizatas nucentrifuguojamas 13 200 aps./min greiciu, 5 min, +4 °C temperatiiroje.
Supernatantas atsargiai nupilamas | Svary ,Eppendorf meégintuveli. Nukleortigstys
nusodinamos pridedant 2 tarius 96 % etanolio (—20 °C) kambario temperatiiroje. Uzdarytas
meégintuvelis atsargiai vartomas kelis kartus ir laikomas 1 valanda —20 °C temperatiiroje.
Nusodintos nukleoriigStys surenkamos centrifuguojant 13200 aps./min, 5 min, +4 °C
temperatiroje.

Supernatantas paSalinamas. Pridedama 0,5 mL 70 % etanolio (-20 °C) kambario
temperatiroje. Uzdarytas mégintuvélis vartomas kelis kartus. DNR  surenkama

centrifuguojant 13 200 aps./min, 2 min, +4 °C temperatiiroje.
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9. Atsargiai paSalinamas supernatantas. Etanolio likuciai paSalinami dziovinant nuosédas
kambario temperatiiroje 15-20 min.
10. I8dZiovintos nuosédos tirpinamos 10-20 pLL TE buferinio tirpalo. DNR laikoma —20 °C arba

+4 °C temperatiiroje.

2.2.6. Plazmidinés DNR iSskyrimas sekvenavimui i§ Escherichia coli Iasteliy biomasés

Plazmidinés DNR i$skyrimui i§ E. coli lasteliy biomasés naudojamas ,,GeneJET™

Plasmid Miniprep Kit* rinkinys (,,Fermentas®).
2.2.7. DNR fragmenty restrikcija specifinémis restrikcijos endonukleazémis

I restrikcijos misinj jeina:
» Specifiné restrikcijos endonukleazé, koncentracija 10 vnt./uL;
» 10 karty koncentruotas restrikcijos buferinis tirpalas;
» Restriktuojamos DNR tirpalas (ne daugiau 30 % viso restrikcijos misinio ttirio);
» Sterilus dejonizuotas vanduo.
Reakcijos miSinys inkubuojamas 0,5-1,5 valandos +30 °C arba +37 °C temperatiiroje,
priklausomai nuo specifinés restrikcijos endonukleazés. Fermentas inaktyvuojamas +65—+80 °C

temperatiiroje, priklausomai nuo tam tikros specifinés restrikcijos endonukleazes.
2.2.8. DNR lipniy galy bukinimas

Po DNR skaldymo restrikcijos endonukleazémis gauti i$sikis¢ lipntis DNR galai ver¢iami
dvigrandziais, atliekant E. coli DNR I polimerazés Klenovo fragmento katalizuojama reakcija.
Klenovo fragmentas atstato DNR viengrandZzio 5’- galo komplementarius nukleotidus (5’—3’
polimerazinis aktyvumas) arba paSalina DNR viengrandi 3’- gala (3°—5° egzonukleazinis
aktyvumas).

Darbe naudojama Klenovo polimerazé¢ be 3°—5’ egzonukleazinio aktyvumo. Reakcija
vykdoma Klenow buferiniame tirpale 30 min +37 °C temperatiiroje, esant 0,2 mM dNTP
koncentracijai. Fermentas, kurio reakcijos miSinyje yra 3 vnt./ug DNR, inaktyvuojamas

inkubuojant reakcijos misini 10 min +75 °C temperatiiroje [6].
2.2.9. Vektoriaus DNR 5’ ir 3’ galy defosforilinimas

Nuo DNR 5’ ir 3’ galy fosfato liekang pasalina Sarminés fosfatazés. Darbe panaudota 1§
kreveciu Pandalus borealis iSskirta Sarminé fosfatazé¢ (angl. SAP — Shrimp Alcaline

Phosphatase). Jos privalumas yra tas, kad Sis fermentas, prieSingai bakterijy Sarminei fosfatazei,
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yra pakankamai jautrus temperatiros poky¢iams ir lengvai inaktyvuojamas aukstoje
temperatiroje [35].

Reakcija vykdoma 1 val +37 °C temperatiiroje, pridedant { DNR miSini SAP buferinio
tirpalo ir 10 % reakcijos miSinio tiirio fermento. SAP inaktyvuojama inkubuojant reakcijos

misinj 15 min +65 °C temperatiiroje [7].
2.2.10. Ligavimas

Ligavimo miSinys (20-25 pL):
» Liguojamo geno fragmentas (priklausomai nuo koncentracijos);
» Linearizuota plazmidé (100 ng);
» 10 karty koncentruotas ligavimo reakcijos buferinis tirpalas (1/10 dalis reakcijos
misinio);
» T4 DNR ligazeé (1 uL);
» PEGuo (dedama tiktai tada, kai ligavimas vyksta per bukus galus);
» Iki likusio tiirio papildoma steriliu dejonizuotu vandeniu be nukleaziy.
Reakcija vykdoma 4 valandas +22 °C temperatiiroje arba per naktj +16 °C temperatiiroje.
T4 ligazé inaktyvuojama 10 min +65°C temperatiroje, ligavimo miSinys naudojamas

transformacijai arba yra laikomas —20 °C temepratiiroje.
2.2.11. Kompetentiniy E. coli lasteliy transformacija

Kompetentiniy E. coli lasteliy transformacija atlickama pagal protokola [44].

1. ParuoSiamos Petri lékStelés su agarizuota LB terpe ir ampicilinu (galutiné ampicilino
koncentracija 100 pg/mL).

2. 1100 uL kompetentiniy lasteliu idedamas 1 uLL plazmidinés DNR (arba 5-7 puL ligavimo
misinio).

3. Idedamas 1 pL PEGgooo (40 %).

4. Transformacijos miSinys inkubuojamas 30 min ledo vonioje.

5. TermoSokas vykdomas 90 s +42 °C temperatiiroje, po to misinys laikomas 5 min ledo
vonioje.

6. [ reakcijos miSinj pridedama 400 pL Siltos skystos S. O. C. terpés, auginama 45 min +37 °C
temperatiiroje termostatuojamoje purtykléje 200 aps./min.

7. Glaistant steriliai i§séjama 100-250 pL Iasteliy suspensijos Petri 1ékstelése ant agaziruotos

LB terpés su ampicilinu.
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2.2.12. Tikslinio baltymo ekspresijos patikrinimas

1. I 1mL LB terpés su ampicilinu (galutiné ampicilino koncentracija 50 pg/mL) uZs¢jama
50 uL transformuoty lasteliy kultiros ir auginama termostatuojamoje purtykléje +37 °C
temperatiiroje per nakti.

2. 1 10 mL LB terpés su ampicilinu (galutiné ampicilino koncentracija 50 pg/mL) uzséjama
200 uL naktinés kultiiros ir auginama termostatuojamoje purtykléje +37 °C temperatiiroje
apie 2 valandas, kol optinis tankis pasiekia 0,5-1,0 O.V.

3. Pries indukcija paruoSiamas kontrolinis visy lastelés baltymuy preparatas i§ 800 pL lasteliy
suspensijos. Pamatuojamas optinis tankis.

4. Indukuojama 1 mM IPTG, auginama termostatuojant 2 valandas po indukcijos.

5. ParuoSiamas visy lastelés baltymy preparatas i§ 800 pL lasteliy suspensijos.

6. Méginiai analizuojami SDS-PAGE budu.
2.2.13. Tikslinio baltymo ekspresijos indukcija

Tikrinant tikslinio baltymo ekspresija, indukcija atlieckama eksponentinio augimo fazés
metu (kai optinis tankis pasiekia 0,5-1,0 O.V.) 1 kultiring terpg pridedant pGEX Seimos
vektoriams indukcijai rekomenduojamu 0,1 mM galutinés koncentracijos IPTG tirpalu. Tokia
IPTG koncentracija mazina baltymo iSeigas, taciau padidina aktyvaus baltymo gavimo tikimybe

[15]. Pries ir po indukcijos paruosiami méginiai SDS-PAGE analizei.
2.2.14. Tikslinio baltymo ekspresija, esant skirtingos temperatiiroms

» Naktinés kultiros paruosimas
[ 4 mégintuvélius su 1 mL LB terpés su ampicilinu (galutiné ampicilino koncentracija
50 pg/mL) uzséjamos atskyros kolonijos i§ turimy Petri 1éksteliy su E. coli BL21 (DE3)/pGEX-
4T-2/PLK kulturomis ir kultivuojama per nakti (apie 16 val) +37 °C temperatiiroje, purtant 260
aps./min.
» PLK producenty kultivavimas, esant +16 °C, +20 °C, +30 °C ir +37 °C
temperaturoms
1. Uzs¢jama 0,5 mL naktinés kultiiros 1 25 mL LB mitybinés terpés, turincios 50 pg/mL
ampicilino.
2. Auginama termostatuojamoje purtykléje +37 °C temperatiiroje, purtant 270 aps./min, kol
optinis tankis pasiekia 0,5-0,8 O.V. Sugertis matuojama, esant 600 nm bangos ilgiui.
3. Kai optinis tankis pasiekia 0,6-0,8 O.V., indukuojama IPTG iki 0,1 mM galutinés

koncentracijos. Prie§ indukcija paimamas kontrolinis méginys SDS-PAGE analizei: 0,8 mL
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lasteliy suspensijos necentrifuguojama, lastelés uzSaldomos ir saugomos —80 °C
temperatiiroje.

4. Po indukcijos kultiira auginama +16 °C, +20 °C, +30 °C arba +37 °C temperatiroje
atitinkamai 16 val, 6 val ir 16 val, 4 val arba 2 val. Po to paimami méginiai bendram
ekspresijos lygiui jvertinti. Baltymy tirpumui jvertinti imami 20 mL Iasteliy suspensijos

meéginiai po indukcijos IPTG.
2.2.15. Baltymy SDS-PAGE

Baltymy  elektroforezé  denatiruojanciomis  salygomis natrio  dodecilsulfato
poliakrilamidiniame gelyje atliekama keliais etapais.
» Meéginiy paruosimas
Augimo metu paimti lasteliy suspensijos méginiai (800 pL) nucentrifuguojami 1 min,
10 000 aps./min. Supernatantas paSalinamas, o nuosédos tirpinamos 80 pL pavyzdzio buferinio
tirpalo, misinys virinamas 5 min 100 °C temperatiiroje. | elektroforezés gelio Sulinéli uznesama
12 pL méginio pries indukcija ir 6 uLL méginio po indukcijos.
» Geliy paruosimas

12 % skiriamojo (apatinio) gelio sudétis:

30 % AA/BAA 2,00 mL;
1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8 1,25 mL;
10 % SDS 0,05 mL;
Dejonizuotas vanduo 1,585 mL;
10 % APS 0,025 mL;
TEMED 0,005 mL.

Gerai iSmaisius, tirpalas pilamas i gelio forma iki paZymétos vietos — 2 cm nuo formos
virSaus. Ant virSaus atsargiai uzsluoksniuojama distiliuoto vandens tam, kad tirpalas neturéty
kontakto su deguonimi. Polimerizacija kambario temperatiiroje trunka apie 30 min, jos pabaigoje
gerai matoma faziy riba tarp polimero ir vandens. Sustingusio gelio pavirSius praplaunamas

distiliuotu vandeniu ir nusausinamas filtriniu popieriumi. Ant virSaus pilamas koncentruojantis

gelis.
4 % koncentruojancio (virSutinio) gelio sudétis:
30 % AA/BAA 0,67 mL;
1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8 1,25 mL;
10 % SDS 0,05 mL;
Dejonizuotas vanduo 3,00 mL;
10 % APS 0,025 mL;
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TEMED 0,005 mL.

Gerai iSmaiSius, tirpalas pilamas ant apatinio gelio iki formos virSaus ir Sukomis
suformuojami Sulinéliai. Atsizvelgiama | tai, kad po Sukuciy nelikty oro burbuly. Sustingus
geliui, iStraukiamos Sukos, Sulin¢liai praplaunami poliakrilamidinio gelio -elektroforezés
elektrodiniu buferiniu tirpalu ir forma jstatoma i aparata. Paruostas gelis elektroforezei gali biiti
laikomas +4 °C temperaturoje iki 30 dieny.

» Elektroforezés eiga

Elektroforez¢ atlickama vertikaliame elektroforezés aparate, naudojant SDS-PAGE
redukuojancéiomis salygomis. Forma su geliu istatoma | aparata, Sukos iStraukiamos, virSutinis ir
apatinis aparato rezervuarai uzpildomi elektroforezés elektrodiniu buferiniu tirpalu. Pavyzdziai
ineSami i Sulinélius po elektrodinio buferinio tirpalo sluoksniu. Elektroforezés metu palaikomas
pastovus srovés dydis. Koncentruojanciame gelyje palaikoma 20 mA/geliui dydzio srove,
skiriamajame — 30 mA/geliui. Elektroforezé vykdoma, kol dazo frontas pasiekia skiriamojo gelio
apacia. Po to srovés Saltinis iSjungiamas, stiklai atskiriami vienas nuo kito ir nupjaunamas
koncentruojantis gelis. Skiriamasis gelis dazomas Kumasi dazu.

» Geliy dazymas

Poliakrilamidinis gelis dazomas specialiai paruostu Kumasi dazu. I§ karto po
elektroforezés gelis kelis kartus praplaunamas distiliuotu vandeniu ir laikomas apie 15 min dazo
tirpale. Daza nupylus, gelis virinamas distiliuotame vandenyje, kol iSblunka, nufotografuojamas

ir analizuojamas UNSCAN-IT v 5.1 programa.
2.2.16. Tirpiy ir netirpiy baltymy nustatymas

Augimo metu paimti 20 mL lasteliy suspensijos méginiai nucentrifuguojami 15 min,
6 000 aps./min, +4 °C temperatiroje ir nuosédos laikomos —20 °C temperaturoje. 0,09-0,12 g
biomases suspenduojama 4 mL ardymo buferinio tirpalo. Méginys ardomas ultragarsu 3,5 min
kas 15 s darant 15 s pertraukas, esant 30 % amplitudei. Lizatas centrifuguojamas 20 min,
20 000 aps./min, +4 °C temperatiiroje, atskiriamas supernatantas.

100 uL tirpios frakcijos sumaiSoma su 25 pL SeSis kartus koncentruoto pavyzdzio
buferinio tirpalo, turinio p-merkaptoetanolio, iSvirinama 5 min ir saugoma -20°C
temperatiiroje.

Netirpiy baltymy frakcija suspenduojama 1 mL 8 M uré¢jos, paimama 100 pL ir
sumaiSoma su 25 pL SeSis kartus koncentruoto pavyzdzio buferinio tirpalo, turinfio f3-
merkaptoetanolio, iSvirinama 5 min ir saugoma —20 °C temperatiiroje.

Meéginiai analizuojami SDS-PAGE metodu.
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2.2.17. DNR nukleotidinés sekos nustatymas

Visy sukonstruoty plazmidziy DNR nukleotidy sekos nustatytos Biotechnologijos
institute, Sekvenavimo centre automatiniu sekvenatoriumi ABI PRISM 377 (Applied
Biosystems), naudojant pGEX Seimos vektoriams tinkamus pradmenis:

» pGEX 5’ pradmuo: 5’-d[GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG]-3’ (prisijungia prie
vektoriaus 869—891 nukleotidy);

» pGEX 3’ pradmuo: 5’-d[CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG]-3’ (prisijungia prie
vektoriaus 1042—1020 nukleotidy) [15].
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2.3. Darbo eiga

Tikslinius baltymus koduojanciy geny klonavimo { pasirinkta ekspresinj vektoriy ir tirpiy
baltymy nustatymo schemoje buvo numatyti du pagrindiniai etapai:
1. PLKI1 (PBD), PLK2 (PBD), PLK3 (PBD) ir PLK4 (PBD) genu klonavimas i ekspresijos

vektoriu pGEX-4T-2, gauty konstrukty geny raiskos tikrinimas.

2. Gauty su GST baltymo seka suliety baltymy tirpumo nustatymas ir optimizavimas.

Pirmojo etapo tikslui pasiekti buvo numatyti Sie darbai: PLK (PBD) geno klonavimas i
pGEX-4T-2 vektoriy, teigiamy klony atranka, sukonstruoto rekombinantinio producento
ekspresijos analizé ir geno sekos validavimas sekvenavimu. Bendra pirmojo darbo etapo eigos

schema pateikiama 12 paveiksle.

PLK (PBD) geno klonavimas i ekspresing pGEX-4T-2 plazmidg

A 4

Teigiamy klony analizé

A 4

PLK (PBD)/pGEX-4T-2 pagausinimas in vivo ir gryninimas

A 4

PLK (PBD) ekspresijos analizé

y

PLK (PBD)/pGEX-4T-2 sekvenavimas

12 pav. Bendra pirmojo darbo etapo schema

Antrajame darbo etape numatyti Sie darbai: sukonstruoty PLK (PBD)/pGEX-4T-2
plazmidziy transformacija i E. coli BL21 (DE3) kamiena, pakartotinis ekspresijos patikrinimas,

tirpiy/netirpiy baltymy nustatymas ir ju tirpumo optimizavimas.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Pirmojo darbo etapo rezultatai
Pirmajame darbo etape buvo pasiekti tokie genetinio klonavimo ir espresijos rezultatai:
3.1.1. Genetinio klonavimo rezultatai

Gautos genetiniy vektoriy konstrukcijos:
» PLKI1 (PBD)/pGEX-4T-2 (PLK1 326603 a. r.);
» PLK2 (PBD)/pGEX-4T-2 (PLK2 340-685 a. r.);
» PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 (PLK3 325-646 a. r.);
» PLK4 (PBD)/pGEX-4T-2 (PLK4 875-970 a. r.).
Is atrinkty  teigiamy  PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2, PLK2 (PBD)/pGEX-4T-2,
PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK4 (PBD)/pGEX-4T-2  plazmidziy papildytas BTI
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijos geny bankas, i$skiriant DNR Sarminés lizés
metodu ir saugant ,,Eppendorf tipo megintuvéliuvose TE buferiniame tirpale —20 °C

temperatiroje.
3.1.1.1. PLK1 (PBD) geno klonavimo rezultatai

Principiné PLK1 (PBD) geno klonavimo schema ir gautos plazmidés konstrukcija
pateikta 13 paveiksle.

1. PLKI1 (PBD) genas buvo nuskaitytas nuo pirktinés PLKI1/pOTB7 plazmidés ir
padaugintas PGR biidu, panaudojus PLK1 FI (yra Eco31l kirpimo vieta) (5°-
AATGGTCTCTAGGTTCGATTGCTCCCAGCAGCC-3’) ir PLK1 R (yra terminalinis
TAA stop kodonas) (5-GGGAAGCTTTTAGGAGGCCTTGAGACGGTTG-3’)
pradmenis. Toliau PLK1 PGR produktas buvo naudotas klonavimams.

2. PLK1 (PBD) PGR produktas kirptas su Ec031l restrikcijos endonukleaze ir atlikta
reakcija su Klenovo polimeraze. I§ agarozinio gelio iSskirtas apie 850 b.p. tikslinio geno
fragmentas (pateikiami apytikriai dydZiai, nes restrikcijos rezultatai patvirtinti vizualiai,
atlikus restrikcijos mis$inio elektroforezg agaroziniame gelyje).

3. Plazmid¢ pGEX-4T-2 perkirpta per MCS regiono BamHI restrikcijos endonukleazés
taikini 930 pozicijoje ir atlikta reakcija su Klenovo polimeraze. IS agarozinio gelio
i§skirta 4970 p. b. perkirpta linearizuota plazmidé ir panaudota ligavimui su tiksliniu

genu.
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Eco31I (1029) 1874
BamHI (930) Plki

iy pGEX-4T-2
(4970 p.b.) Pradmuo
1. Eco311
2. Klenovo polimeraze
1. BamHI
2. Klenovo polimeraze
BamHI BamHI Eco3ll

GET .J Pik1

(4970 b.p.) Trombin (845 b.p.)

Ligavimas

PIk1(PBD)/pGEX-4T-2

(5815 b.p)

13 pav. Principiné PLK1 (PBD) geno klonavimo schema

4. PLKI1 (PBD) genas i ekspresing pGEX-4T-2 plazmidg iklonuotas per bukus galus.

Ligavimo reakcija vykdyta 4 val 22 °C temperattroje, fermentas inaktyvuotas 10 min
+65 °C temperatiiroje. Ligatas i§ karto transformuotas | kompetenting E. coli XLI blue
kultiira. Transformuota kompetentiné¢ kultiira iSséta ant agarizuotos LB terpés su
ampicilinu (100 pg/mL), auginta +37 °C temperatiiroje per nakti.

Gautos ampicilinui atspariy transformanty kolonijos analizuotos atliekant transformanty

restrikcing analiz¢, panaudojant Pvull, Scal ir BamHI restrikcijos endonukleazes.
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6. Atlikta i§ teisingo klono iSskirtos tikslinés plazmidés transformacija i kompetenting E.
coli BL21 (DE3) kultura, patikrinta baltymo ekspresija SDS-PAGE. Plac¢iau zitréti 3.1.2.
skyreli.

7. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 plazmidé i§ E. coli XLI blue/pGEX4T-2/PLK1 (PBD) kamieno
isskirta, panaudojus ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“ (,,Fermentas®) rinkini.
PLK1 (PBD) geno seka nustatyta ,,BTI DNR Sekvenavimo Centre naudojant pGEXS’ir
pGEX3’pradmenis. Placiau zitréti 2.2.17. skyrelj.

3.1.1.2. PLK2 (PBD) geno klonavimo rezultatai

Principiné PLK2 (PBD) geno klonavimo schema ir gautos plazmidés konstrukcija

pateikta 14 paveiksle.

EcoRI (1120)

2

%

5 E EcoRI (940)
PGEX-4T-2

(4970 p.b.)

PI2(PBD)/pCMV-HA
(5045 p.b.)

EcoRI (2393)

EcoRI lE coRT
EcoRI EcoRI EcoRI EcoRI
asT .J Pik2
(4970 b.p.) Trombin (1263 b.p.)

\ Ligavimas /

PIk2(PBD)pGEX-4T-2
(6233 b.p)

ampP

14 pav. Principiné PLK2 (PBD) geno klonavimo schema

45



. PLK2 (PBD) genas iskirptas i§ BTI Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje

sukonstruotos PLK2 (PBD)/pCMV-HA genetinés plazmidés per ECORI restrikcijos
endonukleaziy taikinius. IS agarozinio gelio iSskirtas apie 1250 b. p. tikslinio geno
fragmentas.

Plazmid¢ pGEX-4T-2 perkirpta per MCS regiono ECORI restrikcijos endonukleazés
taikini 941 pozicijoje. IS agarozinio gelio iSskirta 4970 p.b. perkirpta linearizuota
plazmid¢ ir panaudota ligavimui su tiksliniu genu.

PLK2 (PBD) genas i ekspresing pGEX-4T-2 plazmidg¢ iklonuotas per lipnius ECORI
galus. Ligavimo reakcija vykdyta 4 val. 22 °C temperatiiroje, fermentas inaktyvuotas 10
min. +65 °C temperatiiroje. Ligatas i§ karto transformuotas | kompetenting E. coli DH5a
kultiira. Transformuota kompetentin¢ kultlira iSséta ant agarizuotos LB terpés su
ampicilinu (100 pg/mL), auginta +37 °C temperatiiroje per nakti.

Gautos ampicilinui atspariy transformanty kolonijos analizuotos atliekant transformanty

restrikcing analize, panaudojant Pdml ir ECoRI restrikcijos endonukleazes.

. Atlikta 1§ teisingo klono iSskirtos tikslinés plazmidés transformacija { kompetenting E.

coli BL21 (DE3) kultiira, patikrinta baltymo ekspresija SDS-PAGE. Placiau zitréti 3.1.2.
skyrelj.

PLK2 (PBD)/pGEX-4T-2 plazmidé i§ E. coli DH5a/pGEX4T-2/PLK1 (PBD) kamieno
i§skirta, panaudojus .,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“ (,,Fermentas®) rinkini.
PLK2 (PBD) geno seka nustatyta ,,BTI DNR Sekvenavimo Centre* naudojant pGEXS’ ir
pGEX3’ pradmenis. Placiau zitréti 2.2.17. skyrelj.

3.1.1.3. PLK3 (PBD) geno klonavimo rezultatai

Principiné PLK3 (PBD) geno klonavimo schema ir gautos plazmidés konstrukcija

pateikta 15 paveiksle.

1.

PLK3 (PBD) genas iSkirptas i§ pirktinio PLK1/pOTB7 konstrukto per Pvul ir Stul
restrikcijos endonukleaziy taikinius ir atlikta reakcija su Klenovo polimeraze. IS
agarozinio gelio iSskirtas apie 1000 b.p. tikslinio geno fragmentas.

Plazmidé pGEX-4T-2 perkirpta per MCS regiono Sall restrikcijos endonukleazés taikini
950 pozicijoje ir atlikta reakcija su Klenovo polimeraze. IS agarozinio gelio iSskirta
4970 p.b. perkirpta linearizuota plazmidé ir panaudota ligavimui su tiksliniu genu.

PLK3 (PBD) genas 1 ekspresing pGEX-4T-2 plazmidg iklonuotas per bukus galus.
Ligavimo reakcija vykdyta 4 val 22 °C temperatiiroje, fermentas inaktyvuotas 10 min.

+65 °C temperatiiroje. Ligatas i§ karto transformuotas i kompetenting E. coli DH5a
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kultiira. Transformuota kompetentiné kultiira iSséta ant agarizuotos LB terpés su
ampicilinu (100 pg/mL), auginta +37 °C temperatiiroje per naktj.
4. Gautos ampicilinui atspariy transformanty kolonijos analizuotos atliekant transformanty

restrikcing analizg, panaudojant Bsal ir Hincll restrikcijos endonukleazes.

pGEX 4T2

PIk3/pOTB7
(4970 p.b.)

Pyul (1063)
(4184 b.p.)

g

Stul (2057)
1. Sall 1. Stul
2. Klenovo polimeraze 2. Pvud
3. Kilernovo polimeraze

Sall

(4970 b.p.)

Sall Pyul Stul
GST .J Pik3
Trombin (994 b.p.)

Ligavimas /

PIk3(PBD)/pGEX-4T-2

(5964 b.p.)

15 pav. Principiné PLK3 (PBD) geno klonavimo schema

5. Atlikta i8S teisingo klono iSskirtos tikslinés plazmidés transformacija | kompetenting E.
coli BL21 (DE3) kultura, patikrinta baltymo ekspresija SDS-PAGE. Plac¢iau zitréti 3.1.2.
skyreli.
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6. PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 plazmidé i§ E.coli DH5a/pGEX4T-2/PLK1 (PBD) kamieno
isskirta, panaudojus .,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“ (,,Fermentas®) rinkini.
PLK3 (PBD) geno seka nustatyta ,,BTI DNR Sekvenavimo Centre* naudojant pGEXS’ ir
pGEX3’ pradmenis. Placiau zitréti 2.2.17. skyrelj.

3.1.1.4. PLK4 (PBD) geno klonavimo rezultatai

Principiné PLK3 (PBD) geno klonavimo schema ir gautos plazmidés konstrukcija

pateikta 16 paveiksle.

Ksp6321

‘Trombin

Smal (947)
. Not (961) 6321
pGEX-4T-2 £p03] PIk4/pFRT/TO-VS —
(4970 p.b.) (8501 b.p.) 5}9 Esp6321
Esp632]
2 . >
Notl (3364) Bpid G
1. Smal
B Ko 1. Ksp6321
2. Klenovo polimeraze
3. Notl
Notl it Ksp6321 Notl
GST .J Plic4 I
(4956 b.p.) Tromibin (602 b.p.)

Ligavimas /

Plkd(PBD)/pGEX-4T-2

16 pav. Principiné PLK4 (PBD) geno klonavimo schema
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1. PLK4 (PBD) genas iskirptas i§ PLK4/pFRT/TO-V5 konstrukto pirmiausia per Ksp632|
restrikcijos endonukleazés taikini, atlikta reakcija su Klenovo polimeraze, o paskui per
Notl restriktazés taikini. IS agarozinio gelio iSskirtas apie 600 b.p. tikslinio geno
fragmentas.

2. Plazmidé pGEX-4T-2 perkirpta per MCS regiono Smal ir Notl restrikcijos endonukleaziy
taikinius atitinkamai 947 ir 961 pozicijose. I§ agarozinio gelio iSskirta apie 4950 b. p.
pGEX-4T-2 plazmidés dalis ir panaudota ligavimui su tiksliniu genu.

3. PLK4 (PBD) genas i ekspresing pGEX-4T-2 plazmidg iklonuotas per viena buka ir viena
lipny (restrikcijos endonukleazés Notl taikinys) galus. Ligavimo reakcija vykdyta 4 val
22 °C temperatiiroje, fermentas inaktyvuotas 10 min +65 °C temperatiiroje. Ligatas i
karto transformuotas | kompetenting E. coli XLIblue kultira. Transformuota
kompetentiné kultiira i§séta ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu (50 pg/mL), auginta
+37 °C temperatiroje per nakti.

4. Gautos ampicilinui atspariy transformanty kolonijos analizuotos atliekant transformanty
restrikcing analiz¢, panaudojant Hincll ir AIWNI restrikcijos endonukleazes.

5. Atlikta teisingo klono isskirtos tikslinés plazmidés transformacija i kompetenting E. coli
BL21 (DE3) kultiira, patikrinta baltymo ekspresija SDS-PAGE. Placiau ziaréti 3.1.2.
skyrelj.

6. PLK4 (PBD)/pGEX-4T-2 plazmidé i$ E. coli XLI blue/pGEX4T-2/PLK1 (PBD) kamieno
isskirta, panaudojus ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“ (,,Fermentas®) rinkini.
PLK4 (PBD) geno seka nustatyta ,,BTI DNR Sekvenavimo Centre* naudojant pGEXS’ ir
pGEX3’ pradmenis. Placiau zitréti 2.2.17. skyrelj.

3.1.2. PLK/pGEX-4T-2 ekspresijos patikrinimas

Apskaiciuotos gauty suliety su GST baltymo seka PLK baltymy molekulinés mases [32].

Skaiciavimo rezultatai pateikti 1 lenteléje.

1 lentelé. Apskaiciuotos GST-PLK baltymy molekulinés masés

Molekuliné masé,

Baltymas «Da
GST-PLK1 (PBD) 58,19
GST-PLK2 (PBD) 65,95
GST-PLK3 (PBD) 62,83
GST-PLK4 (PBD) 37,34
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Patikrintas bendras tiksliniy baltymy ekspresijos lygis, esant +37 °C temperatirai,
indukuojant 0,1 mM IPTG, imant méginius po 2 val po indukcijos. Méginiai analizuoti SDS-
PAGE metodu (Zr. 17 paveiksla).

- —
b 3 - =
- -
S =
. GST- PLK2 SR
e . - -
== B
— g -
-~ = 3
——— .
-——
-— —
--

17 pav. E. coli BL21 (DE3)/pGEX-4T-2/PLK kamieny auginimy +37 °C temperattroje SDS-
PAGE rezultatai. M — molekuliniy masiy standartai; 1, 2 — PLK1 méginiai pries ir po
indukcijos IPTG, 3, 4 — PLK2 meéginiai pries ir po indukcijos IPTG, 5, 6 — PLK3 méginiai
pries ir po indukcijos IPTG, 7, 8 — PLK4 méginiai pries ir po indukcijos IPTG.
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IS baltymy SDS-PAGE rezultaty (Zr. 18 pav.) matyti, jog darbo metu visos sukonstruotos
PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2,  PLK2 (PBD)/pGEX-4T-2,  PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2,  ir
PLK4 (PBD)/pGEX-4T-2 plazmidés ekspresuoja tikslinius su GST baltymo seka sulietus

baltymus, kuriuy ekspresijos lygis yra pakankamas, norint atlikti tolimesnius tyrimus.
3.2. Antrojo darbo etapo rezultatai

Antrajame darbo etape nustatytas ir optimizuotas GST-PLK baltymy tirpumas.
3.2.1. PLK1 ir PLK3 baltymy tirpumo nustatymo rezultatai

PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 plazmidés transformuotos i E. coli
BL21 (DE3) kamiena. Pirmiausia baltymy ekspresija ir tirpumas patikrinti, indukuojant 0,1 mM
IPTG ir kultivuojant 2 valandas +37 °C temperatiiroje. SDS-PAGE rezultatai pateikti 18

paveiksle.
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18 pav. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir
tirpumo rezultatai, auginant 2 val +37 °C temperatiiroje. A — GST-PLK1 (PBD) ekspresija ir
tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy
frakcijy; B — GST-PLK1 (PBD) ekspresija ir tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir
po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy frakcijuy; M — molekuliniy masiy standartai. Tirpiu
ir netirpiy faziy baltymy santykis yra apie 1:5.

IS elektroferogramy, pateikty 18 paveiksle, suskai¢iuota, kad kultivuojant E. coli
BL21 (DE3)/pGEX-4T-2/PLK1 (PBD) ir E.coli BL21 (DE3)/pGEX-4T-2/PLK3 (PBD)
kamienus +37 °C temperatiiroje tiksliniy baltymy ekspresija sudaro apie 15 %, taciau juy tirpumas
néra geras. GST-PLK1 (PBD) ir GST-PLK3 (PBD) baltymu didzioji dalis kaupiasi intarpiniuose
kiineliuose. Tokiu biidu kultivuojant E. coli kamienus su tiksliniais baltymais tolimesnis ju
gryninimas i$ tirpios fazés nebiity efektyvus.

Atsizvelgus 1 tokius rezultatus, buvo indukuota 0,1 mM ITPG, esant Zemesnei
temperatirai — +30 °C, ir ilgesniam laikui — 4 valandas. SDS-PAGE rezultatai pateikti 19
paveiksle. Tiksliniy baltymy ekspresijos ir tirpumo rezultatai parodé, kad, esant tokioms
salygoms, GST-PLK1 (PBD) baltymo ekspresija padidéjo 3 %, GST-PLK3 (PBD) — 15 %,
skai¢iuojant nuo visy lastelés baltymuy. Tiksliniy baltymy tirpumas taip pat padidéjo. Siuo atveju
GST-PLK1 (PBD) sudaro 22 % visy tirpios frakcijos baltymy kiekio, GST-PLK3 (PBD) — 28 %.
Taip pat pastebéta, kad, padidé¢jus GST-PLK3 (PBD) baltymo ekspresijai, padidéjo ir Sio
baltymo kiekis intarpiniuose kiineliuose — sudaro 55 %, skai¢iuojant nuo visy netirpios frakcijos

lastelés baltymy.
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19 pav. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir
tirpumo rezultatai, auginant 4 val +30 °C temperatiiroje. A — GST-PLK1 (PBD) ekspresija ir
tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy
frakcijy; B — GST-PLK1 (PBD) ekspresija ir tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir
po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy frakcijuy; M — molekuliniy masiy standartai. Tirpiu
ir netirpiy faziy baltymy santykis yra apie 1:5.

Sumazinus indukcijos temperattira iki 20 °C ir padidinus laika iki 6 valandy, rezultatai
nepatenkino uzbrézto tikslo (20 pav.). Siuo atveju GST-PLK1 (PBD) baltymo ekspresija
sumazgjo iki 16 %, o GST-PLK3 (PBD) truputj padid¢jo ir sudaro 31 %, skai€iuojant nuo visy
lastelés baltymy. Siuo atveju GST-PLK1 (PBD), palyginus su kultivavimu 4 val +30 °C
termperatiroje, baltymo kiekis tirpioje frakcijoje yra 2 % maZesnis. GST-PLK3 (PBD) tirpumas
yra neblogas — 35 %, skaiCiuojant nuo visy tirpios frakcijos lastelés baltymy, taciau netirpioje
frakcijoje tikslinio baltymo yra daugiau, nei pusé visu lastelés baltymu. Todé¢l tikétina, kad gana
didele GST-PLK3 (PBD) ekspresuojama dalis yra susikaupta intarpiniuose kiineliuose

Prailginus indukcijos laika iki 16 valandy, esant +20 °C temperattrai, GST-PLK1 (PBD)
baltymo tirpioje ir netirpioje baltymuy frakcijose santykis yra didesnis, nei indukuojant 6
valandas, taCiau ekspresijos lygis néra aukStas — vos 9 % visy lastelées baltymy. GST-
PLK3 (PBD) tirpumui 10 val skirtumas neturi itakos, gana didelé¢ Sio baltymo dalis vis dar
sukaupta intarpiniuose kiineliuose. SDS-PAGE rezultatai pateikti 21 paveiksle.
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20 pav. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir
tirpumo rezultatai, auginant 6 val +20 °C temperatiiroje. A — GST-PLK1 (PBD) ekspresija ir
tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy
frakcijy; B — GST-PLK1 (PBD) ekspresija ir tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir
po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy frakcijy; M — molekuliniy masiy standartai. Tirpiy
ir netirpiy faziy baltymy santykis yra apie 1:5.
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21 pav. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir
tirpumo rezultatai, auginant 16 val +20 °C temperatiroje. A — GST-PLK1 (PBD) ekspresija
ir tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy
frakciju (tirpiy ir netirpiy faziy baltymy santykis yra apie 1:1); B — GST-PLK1 (PBD)
ekspresija ir tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios
baltymy frakcijy (tirpiy ir netirpiy faziy baltymy santykis yra apie 1:5); M — molekuliniy
masiy standartai.
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Uzauginus E. coli BL21 (DE3)/pGEX-4T-2/PLK1 (PBD) ir E. coli BL21 (DE3)/pGEX-
4T-2/PLK3 (PBD) kamienus iki 0,6-0,8 O.V. +37 °C temperatiiroje ir indukavus 0,1 mM IPTG
16 valandy +16 °C temperatiiroje, visy tiriamy GST-PLK1 (PBD) ir GST-PLK3 (PBD) baltymy

tirpumas padidéjo, o svarbiausia, kad sumazéjo ju kiekis netirpioje baltymy fazéje (22 pav.).
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22 pav. PLK1 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK3 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir
tirpumo rezultatai, auginant 16 val +16 °C temperatiiroje. A — GST-PLK1 (PBD) ekspresija
ir tirpumas, 1-4 — méginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy
frakcijy; B — GST-PLK1 (PBD) ekspresija ir tirpumas, 1-4 —méginiai, atitinkamai pries ir
po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy frakciju; M — molekuliniy masiy standartai. Tirpiu
ir netirpiy faziy baltymy santykis yra apie 1:5.

Gautus SDS-PAGE rezultatus (22 pav.) vertinus UNSCAN-IT v 5.1 programa, nustatyta,
kad pragjus 16 valandy po 0,1 mM IPTG jvedimo, GST-PLK1 (PBD) ekspresijos rezutatas —
15 %, skai¢iuojant nuo visy lastelés baltymy, GST-PLK3 (PBD) — 15 %, kultivuojant producenta
+16 °C temperatiiroje. DidZi0ji visy Siy baltymy dalis yra tirpioje baltymy fazéje, kurioje iSlaiko
savo natyvig forma ir aktyvuma. Tirpioje frakcijoje tiksliniy baltymy kiekis nuo visy lastel¢je
esanciy baltymy rodo patenkinamus rezultatus: GST-PLK1 (PBD) — 25 %, GST-PLK3 (PBD) —
25%. Siuo atveju ryskiai sumazéjo GST-PLK3 (PBD) baltymo kaupimasis intarpiniuose

kiineliuose — sudaro vos 25 % visy netirpios frakcijos Iastelés baltymuy.
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3.2.2. PLK2 ir PLK4 baltymy tirpumo nustatymo rezultatai

PLK2 (PBD)/pGEX-4T-2 ir PLK4 (PBD)/pGEX-4T-2 plazmidés transformuotos i E. coli
BL21 (DE3) kamiena.

Atlikus 3.2.1. skyrelyje apraSyta GST-PLKI1 (PBD) ir GST-PLK3 (PBD) baltymy
tirpumo analizg ir nustacius, kad geriausios §iy baltymuy didesniam tirpumui gauti salygos yra
genetiniy kamieny kultivavimas Zemesnéje temperatiroje ilgesni laika, GST-PLK2 (PBD) ir
GST-PLK4 (PBD) baltymai buvo kultivuojami 2 valandas, esant +37 °C temperatiirai, ir 16
valandy, esant +16 °C temperatiirai.

Pirmiausia patikrinta PLK2 (PBD)/pGEX-4T-2 raiska ir ekspresuoto GST-PLK2 (PBD)
baltymo tirpumas, indukuojant 0,1 mM ITPG ir kultivuojant 2 val +37 °C temperatiroje. IS
elektroferogramos A, pateiktos 23 paveiksle, matyti, kad, esant tokioms salygoms, baltymuy
ekspresija néra labai gera, taciau jvertinus UNSCAN-IT v 5.1 programa, nustatyta, kad tikslinio
baltymo kiekis yra 24 %, skaiciuojant nuo visy lastelés baltymy. GST-PLK2 (PBD) baltymo yra

ir tirpioje, ir netirpioje fazgéje.
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23 pav. PLK2 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir tirpumo rezultatai, auginant 2 val
+37 °C temperatiiroje (A) ir 16 val +16 °C temperatiiroje (B). 1-4 — GST-PLK2 (PBD)
meéginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy faziy; 5-8 — GST-
PLK2 (PBD) méginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy faziy;
M — molekuliniy masiy standartai. Tirpiy ir netirpiy faziy baltymy santykis yra apie 1:1.

Sumazinus temperatiira nuo +37 °C iki +16 °C ir padidinus kultivavimo laika iki 16

valandy, skai¢iavimo rezultatai parodé, kad didesné GST-PLK2 (PBD) dalis yra tirpioje fazéje ir
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sudaro 32 %, skai¢iuojant nuo visy lastelés baltymy (23 pav. (B)). Intarpiniuose kiineliuose $iuo
atveju yra sukoncentruota dvigubai maziau tikslinio baltymo.

Patikrinta PLK4 (PBD)/pGEX-4T-2 raiska ir ekspresuoto GST-PLK4 (PBD) baltymo
tirpumas. SDS-PAGE rezultatai pateikti 24 paveiksle.
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24 pav. PLK4 (PBD)/pGEX-4T-2 ekspresijos ir tirpumo rezultatai, auginant 2
val +37 °C temperatiiroje ir 16 val +16 °C temperattroje. 1-4 — GST-PLK4 (PBD)
méginiai, atitinkamai pries ir po indukcijos, tirpios ir netirpios baltymy faziy, auginant 2
val +37 °C temperatiiroje; 5-8 — GST-PLK4 (PBD) méginiai, atitinkamai pries ir po
indukecijos, tirpios ir netirpios baltymy faziy, auginant 16 val +16 °C temperatiiroje; M —
molekuliniy masiy standartai. Tirpiy ir netirpiu faziy baltymy santykis yra apie 1:1.

Kultivuojant E. coli BL21 (DE3)/pGEX-4T-2/PLK4 (PBD) kamiena 2 valandas +37 °C
temperatiiroje po 0,1 mM ITPG jvedimo, GST-PLK4 (PBD) baltymo ekspresija yra 32 %,
skaiCiuojant nuo visy lastelés baltymuy. Tikslinio baltymo tirpumas §iuo atveju néra labai geras —
beveik toks pat baltymo kiekis yra sukauptas intarpiniuose kineliuose. Tirpioje baltymu
frakcijoje GST-PLK4 (PBD) yra 47 %, skaiciuojant nuo visy tirpiy lastelés baltymy.

Sumazinus temperatiirg iki +16 °C ir padidinus kultivavimo triikme¢ po IPTG jvedimo iki
16 valandy, tikslinio baltymo ekspresija ir tirpumas sumaz¢jo, didesné GST-PLK4 (PBD) dalis
yra sukaupta intarpiniuose kiineliuose. Tikslinio baltymo kiekis tirpioje frakcijoje sudaro 37 %,

skai¢iuojant nuo visy lastelés baltymy.

56



3.2.3. GST-PLK baltymy tirpumo optimizavimo rezultatai

UNSCAN-IT v 5.1 programa vertinti visy ekspresuoty tiksliniy baltymu lygis procentais
nuo visy tirpioje ir netirpioje frakcijose esanciy baltymy. Rezultatai pateikti 25, 26 ir 27
paveiksluose.

25 paveiksle pateiktoje diagramoje aiSkiai matyti, kad didziausias tirpaus GST-
PLK1 (PBD) baltymo kiekis gaunamas kultivuojant rekombinantini producenta 16 valandu
+16 °C temperatiiroje po IPTG {vedimo. Tikslinio baltymo raiSka Siuo atveju sudaro 15 % visy
lastelés baltymy, o intarpiniuose kiineliuose sukaupta tiktai apie 12 %, skai¢iuojant nuo visy
netirpios frakcijos baltymy.

GST-PLK2 (PBD) baltymas labiau linkes iSsaugoti savo teisinga struktira, kai
ekspresuojamas 2 valandas +37 °C temperatiroje po IPTG jvedimo (27 pav.). Tikslinio baltymo
ekspresija sudaro 24 %, skaiCiuojant nuo visy lastelés baltymuy, o netirpioje fazéje GST-

PLK2 (PBD) sudaro 35 %, skai¢iuojant nuo visy intarpiniy kiineliy masés.

40

35

HE Tirpioje fr.
B Netirpioje fr.

GST-PLK1(PBD) baltymo kiekis, %

+37°C,2val +30°C,4val +20°C, 6 val +20°C, 16 val +16 °C, 16 val

25 pav. GST-PLK1 (PBD) baltymo lygis procentais, skai¢iuojant nuo visy lastelés baltymy.
Diagramoje mélyna spalva pazymétas tikslinio baltymo lygis tirpioje baltymy frakcijoje,
raudona spalva — tikslinio baltymo lygis netirpioje baltymy frakcijoje
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26 pav. GST-PLK3 (PBD) baltymo lygis procentais, skai¢iuojant nuo visy lastelés baltymu.
Diagramoje mélyna spalva pazymeétas tikslinio baltymo lygis tirpioje baltymy frakcijoje,
raudona spalva — tikslinio baltymo lygis netirpioje baltymy frakcijoje
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27 pav. GST-PLK2 (PBD) ir GST-PLK4 (PBD) baltymy lygis procentais, skai¢iuojant nuo
visy lastelés baltymuy. Diagramoje mélyna spalva pazymeétas tikslinio baltymo lygis tirpioje
baltymy frakcijoje, raudona spalva — tikslinio baltymo lygis netirpioje baltymy frakcijoje
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GST-PLK3 (PBD) geriausios kultivavimo salygos po IPTG indukcijos yra 6—16 valandy
+20 °C temperatiroje, nes tokiomis salygomis ekspresuojama daugiausia tirpaus tikslinio
baltymo — apie 35 %, skaiciuojant nuo visy tirpiy lastelés baltymy. Tikslinio baltymo raiSka Siuo
atveju yra 32 % nuo visy lastelés baltymy ir 45 % sudaro intarpiniy kiineliy kiekio (26 pav.).

Daugiausia tirpaus GST-PLK4 (PBD) baltymo susidaro, kultivuojant rekombinantini
producenta 2 valandas po IPTG jvedimo +37 °C temperatiroje (47 %, skai¢iuojant nuo visy
tirpiu lastelés baltymy). Siuo atveju tikslinio baltymo ekspresija yra 32 %, skai¢iuojant nuo visy
lastelés baltymy, o maZesné¢ dalis, nei kultivuojant 16 valandy +16 °C temperatiiroje, yra

sukaupta intarpiniuose kiineliuose (41 % visy netirpios fazés baltymy (27 pav.)).
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4. ISVADOS

Sukonstruotos keturios ekspresinés plazmidés, nesancios rekombinantinius zmogaus PLK1,
PLK2, PLK3 ir PLK4 genus. Klonuoty geny sekos patvirtintos sekvenuojant. Geny
transliacijos produktai sutampa su NCBI duomy baz¢je pateikiamomis baltymo sekomis.
Patikrinus tiksliniy baltymy ekspresijos lygi nustatyta, kad rekombinantinio baltymo
sintez¢ priklauso nuo kultivavimo laiko ir temperatiiros, kuriai esant auginami
rekombinantiniai E. coli producentai.

Atlikus su GST baltymo seka suliety rekombinantiniy Zmogaus PLK baltymy tirpumo
analiz¢ nustatyta, kad GST-PLK1 (PBD) ir GST-PLK3 (PBD) tirpiems baltymams gauti
geriausia tinka Zemesniy (1620 °C) temperatiiry intervalas, o kultivavimo laikas — apie 16
valandy. Tuo tarpu, GST-PLK2 (PBD) ir GST-PLK4 (PBD) temperatiros mazinimas
neturi prasmes, nemazai tirpiy baltymy gaunama kultivuojant 2 valandas +37 °C
temperatiiroje po IPTG indukcijos.

Visos sukonstruotos genetinés plazmidés pasizyméjo tiksliniy baltymu, suliety su GST
seka, ekspresija tirpioje frakcijoje, todél tikétina, kad visi rekombinantiniai baltymai yra
natyvioje formoje. ISgrynintus rekombinantinius baltymus afinine chromatografija bus
galima panaudoti PB domeno funkcijai tirti, kurti junginius, galin€ius slopinti kinaziy PB

domena, ir tirti jy poveikj véziniy lasteliy dauginimuisi.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju dr. Daumantui Matuliui uz galimybe atlikti balakaurini darba BTI
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje; bakalaurinio darbo vadovei dr. Jurgitai
Matulienei uz suteiktas zinias, naudingus patarimus ir pastabas; Biotermodinamikos ir vaisty
tyrimo laboratorijos darbuotojoms — Jelenai Jachno ir Jolantai Torresan uz pagalba ir patarimus
darbo metu. Taip pat dékoju visiems Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijos

darbuotojams uz naudingus patarimus, draugiSka atmosfera ir palaikyma.
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