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Perforin je najpomembnejsa efektorska molekula v citotoksi¢nih limfocitih T
(CTL), NK-celicah (ang. Natural Killer) in nekaterih drugih populacijah
limfocitov. Perforin je nepogresljiv pri odstranjevanju okuzenih in tumorskih
celic. Nahaja se v citotoksicnih granulah v efektorskih celicah. Ob pravem
signalu se granule orientiraju proti imunoloSki sinapsi in sprostijo Vv
ekstracelularni prostor, kjer je pH nevtralen in ve¢ kot 1 mM koncentracija
Ca®’, ki omogocata njegovo delovanje. Monomeri perforina se poveZejo v
poliperforin, ki tako pre¢i membrano, kar rezultira v tvorbi transmembranske
pore in posledi¢no apoptoze taréne celice. Perforin je sestavljen iz domene
MACPF/CDC in domen EGF ter C2. Se do predkratkim je veljalo, da
domeno MACPF/CDC sestavljata dva amfipati¢na a-heliksa med 187. in
239. AK ostankom. Sedaj pa je jasno, da je domena MACPF/CDC dolga kar
350 AK, zvitje proteina pa je podobno kot pri proteinih CDC, ki jih
proizvajajo bakterije. V diplomskem delu smo Zeleli izraziti razlicne
fragmente Cloveskega perforina v bakterijskem ekspresijskem sistemu
Escerichia coli, ki bi bili primerni za nadlajne strukturne Studije. Izrazali smo
jih kot fuzijske proteine s TolAlll fuzijskim partnerjem. Fuzijski proteini N-
terminalnega dela perforina so tekom casa razpadali. Tega procesa tekom
Studije nismo mogli zaustaviti. Kljub vsem pa smo prisli do spoznanja, da bi
bil za nadaljne $tudije najprimernejsa razlicica fuzijskih proteinov TolA-Pfn-
TolA ter da perforin ohranja biolosko aktivnost. Perforin v taksni fuziji je
namre¢ pred proteazami zasCiten z 3' in 5' strani. V obliki inkluzijskih telesc
smo izrazali C-terminalni del perforina. Konstrukte smo uspeli renaturirat, a
so tekom cCasa agregirali v topne multimere.
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Perforin is the most most important effector molecule of Cytotoxic T
Lymphocites (CTL), NK-cells (Natural Killer Cells) and some other
subpopulations of lymphocites. It is indinspensable for destroying infected
and tumor cells. We can find it in secretory cytotoxic granule in effector cells.
After the formation of an immune synapse exocitosis of granule is achived.
Granule release their luminal content into the synapse where the pH is neutral
and more then 1 mM Ca®" is present. That enables the function of perforin.
Perforin polymerizes into transmembrane channels and triggers apoptosis.
The molecule is composed of MACPF/CDC, EGF and C2 domene. Soon
after it's discovery it was proposed that the perforin is inserted into membrane
via two closely adjacent amphiphatic a-helix in the region 187-239 amino
acid residues (AAR). It is clear now, that MACPF/CDC domene is much
more longer (350 AAR) that previously thought and the mehanisme of
insertion is identical to another group of pore-forming toxins — bacterial CDC
family of proteins. The goal of the presented graduation thesis was to express
different fragments of human perforin in bacteria Escerichia coli. They were
expressed as a fusion proteins with TolAlll protein as a fusion partner. We
were trying to express stable fragment of perforin molecule that would be
suitable for further structural studies. Fusion proteins that were composed of
N-terminal parts of perforin were sensitive to degradation by proteases. We
weren't capable to stop the process of degradation during the experimants.
Despite that we can conclude that the best candidates fot further experiments
are TolA-Pfn-TolA fusion proteins and that we can preserve its biological
activity. Perforin in such fusions are less sensitive to degradation by
proteases. We were also expressing C-terminal part of the perforin but in
form inclusion bodies. We were able to renaturate the denaturated proteins,
but we couldn't keep them in soluble form.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

% (m/v) odstotek, delez neke snovi, dolocen kot razmerje mase te snovi z
volumnom celotne raztopine
% (V/v) odstotek, delez neke snovi, dolo¢en kot razmerje volumna te snovi z

volumnom celotne raztopine
B-MeEtOH beta-merkaptoetanol

A absorbanca pri dolo¢eni valovni dolzini

A angstrem

Ag antigen

AK aminokislina

Amp ampicilin

ang. anglesko

APC antigen-predstavljajoca celica

APS amonijev persulfat

BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumine)

C2 domena na C-terminalnem delu perforina, ki sluzi za vezavo Ca*"
C9 komponenta 9 komplementa

CDC od holesterola odvisni citolizini (ang. cholesterol-dependent cytolysins)
Cm kloramfenikol

CTL citotoksi¢ni T limfociti (ang. cytotoxic T limphocytes)

Da dalton (enota za molekulsko maso)

DC dendriti¢na celica

DNK deoksi-ribonukleinska kislina

DTT ditiotreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA etilendiamin tetraocetna kislina

EGF domena na C-terminalnem delu perforina (ang. epidermal growth factor)
ER endoplazmatski retikel

Gr(B) grancim (B)

IFN interferon

IL interlevkin

IPTG izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid

IT inkluzijska telesca

kDa kilo Dalton (1000 Da)

Kn kanamicin

LB gojisce Luria-Bertani

MAC pora (ang. Membrane attacking complex) pora
MACPF/CDC domena s perforinskim podpisom, ki napada membrane (ang. membrane
attacking complex perforin)

MHC poglavitni histokompatibilnostni kompleks (ang. major histocompatibility
complex)

NK (celice) naravne celice ubijalke (ang. natural killer cells)

PAMP molekulski motivi patogenih mikroorganizmov (ang. pathogen-associated
molecular patterns)

Pfn perforin

Pfo perfringolizin O
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pH negativni desetiski logaritem koncentracije ionov H;O"
PVDF polivinil-diflourid

NaDS natrijev dodecil sulfat

NaDS-PAGE elektroforeza v poliakrilamidnem gelu v prisotnosti NaDS
T temperatura

Tc tetraciklin

TCR T-celi¢ni receptor

TEMED N,N,N,N -tetrametil-etilendiamin

Tyl T celice pomagalke razreda 1 (ang. T helper cells (class) 1)
TLR Tollu-podoben receptor (ang. Toll-Like Receptor)

TMH transmembrnski heliks

TNFa dejavnik tumorske nekroze o (ang. tumor necrosis factor o)

TolA protein TolA
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MACPF/CDC

Perforin

TolA

SLOVARCEK

domena MACPF/CDC se nahaja v perforinu, proteinih komplementa,
bakterijskih liticnih proteinih itn. Imajo podoben mehanizem
delovanja kot od holesterola odvisni citolizini (CDC, ang.
Cholesterol-Dependent Cytolysins). TMH 1 in 2 se razvijeta v Stiri
transmembranske ploskve, ki preckajo membrano. Domena sluzi za
tvorbo pore in oligomerizacijo podenot.

je najpomembnejsa efektorska molekula v citotoksi¢nih limfocitih T
(CTL), NK-celicah (ang. Natural Killer) in nekaterih drugih
populacijah limfocitov. Perforin se nahaja v citotoksi¢nih granulah v
efektorskih celicah. Ob pravem signal se granule zlijejo z membrano
in sprostijo v ekstracelularni prostor, kjer je pH nevtralen in ve¢ kot 1
mM koncentracija Ca®", ki omogo&ata njegovo delovanje. Vsebuje
tudi domeno MACPF/CDC, s pomocjo katere se vsidra v membrano
in tvori poli-perforinsko poro.

je transmembranski protein iz bakterije E. coli. Je kljuCen protein za
ohranjanje integritete membrane. C-terminalni del proteina TolAIll je
izpostavljen v citoplazmi, ima le en disulfidni mosticek, je zelo
stabilen in ni nagnjen k agregaciji. V biokemiji se ga uporablja, ker v
fuziji z nekaterimi proteinom omogoca ali poveca njegovo izrazanje v
topni obliki.
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1 UvVOD
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Perforin je citoliti¢ni protein, ki ga proizvajajo celice ubijalke ter nekatere druge celice
imunskega sistema. Sintetizira se na endoplazmatskem retiklu (ER), kjer se iz C-
terminalnega dela odcepi signali peptid, zrel Pfn pa se nato transportira v citotoksi¢ne
granule. Pfn je granulah vezan na proteoglikan serglicin, ki je pomemben za stabilizacijo in
prenos v izvenceli¢ni prostor. Nizek pH v granulah in odsotnost Ca*" inhibirata delovanje
Pfn. Ob pravem signalu se vsebina citotoksi¢nih granul sprosti v ekstracelularni prostor,
kjer Pfn v lipidni membrani tar¢nih celic tvori transmembranske pore, ki v kon¢ni fazi
privedejo do propada celice.

Najvecja ovira pri preuc¢evanju Pfn je ta, da ga limfociti proizvajajo le v nizkih koli¢inah.
Do sedaj izrazanje zrelega Pfn v heterolognih ekspresijskih sevih ni bilo uspesno,
posledi¢no pa je malo znanega o delovanju Pfn na molekulskem nivoju. Pfn je zelo tezko
izolirati, po izolaciji je nestabilen in vsak pripravek se kvantitativno obnasa drugace. K
agregaciji prispevajo predvsem hidrofobne povrSine proteina, solni mosticki, ki nastanejo
med posameznimi molekulami in nepravilno sparjeni cisteini, ki jih v celotni molekuli kar
20.

1.2 CILJ RAZISKOVANIJA

V diplomskem delu smo hoteli izraziti posamezne domene cloveskega perforina kot
fuzijskega proteina s TolAlll fuzijskim partnerjem v bakteriji Escherichia coli in na ta
nacin omogociti pricetek Studija delovanja njegovih domen.

1.3 DELOVNA HIPOTEZA

V heterolognem ekspresijskem sistemu E. coli bo mozno izraziti N-terminalni del perforina
in domeno MACPF.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 IMUNSKI SISTEM

Imunost izvira iz latinske besede immunitas, ki je pomenila, da rimskemu drzavljanu ni
bilo treba v vojsko, placevati davkov ali poceti javnih del. Danes je imunost definirana kot
rezistenca organizma na bolezni, Se posebej tiste infekcijskega izvora (Abbas in Lichtman,
2006).

Imunski odziv pri ¢loveku je lahko specificen ali nespecificen (slika 1). Slednji je po
izvoru starejsi in ga imenujemo prirojena ali naravna imunost. Prirojena imunost za razliko
od specificne ne zagotavlja imunskega spomina, saj njegove komponente zaznavajo tako
imenovane PAMP-e (ang., pathogen associated molecular patterns), ki so tuji lastnemu
organizmu in znacilni za drugo skupino organizmov. Komponente naravne imunosti so
razsirjene tako v Zivalskem kot rastlinskem kraljestvu (Abbas in Lichtman, 2006).

Mikroorganizem

@ Prirojena imunost Specifi¢na imunost

Cﬁj Epitelijske | B-limfociti , Protitelesa
celice e Y gehe

®6 |

Fagociti T-limfociti 3
\
g -]
- ¥ )
Komplement ;.. 7 ‘
| Ure / | Dnevi iy
0 6 o7 G i) 3 5
Cas po infekciji =

Slika 1: Glavni mehanizmi prirojene in specifi¢ne imunosti (Abbas in Lichtman, 2006).

Elemente naravne imunosti predstavljajo fizicne in kemijske bariere (epitelij in
protimikrobne snovi, ki jih te celice proizvajajo), fagocitne celice (nevtrofilci, makrofagi),
NK celice, komplementni sistem in Stevilni citokini, ki uravnavajo aktivnost celic nativne
imunosti. Epitelij predstavlja mikrobom fizi¢no bariero, celice epitelija pa proizvajajo
antimikrobne snovi. Mednje so vrinjeni limfociti, ki preprecujejo infekcije in posebne
antigen predstavljajoce celice (APC), Langerhansove celice, ki vzorc¢ijo antigene (Ag).
Fagocitne celice prepoznajo mikrobe preko TLR (ang. toll-like receptors) receptorjev, jih
fagocitirajo in razgradijo. Obenem sproSc¢ajo citokine ter pomagajo pri obnovi
poskodovanega tkiva. NK-celice eliminirajo celice lastnega tkiva, ki so okuzene z
intracelularnimi mikroorganizmi, tumorske celice, producirajo pa tudi interferon gama
(IFN-y). IFN-y aktivira makrofage, ki posledi¢no uni¢ijo fagocitirane mikrobe. Proteini
komplementa stimulirajo vnetni odziv in preko MAC (ang. membrane attacking complex)
kompleksa lizirajo mikroorganizme. Z vezavo na mikrobe in njihove produkte jih oznacijo
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za fagocitozo, ki jo posredujejo fagocitne celice naravne imunosti. Citokinom bi lahko
rekli hormoni imunskega sistema, saj uravnavajo pravilno in ustrezno reakcijo vseh celic
imunskega sistema (Abbas in Lichtman, 2006).

Ko govorimo o specificni imunosti, to najveckrat pomeni pridobljeno imunost, ki
predstavlja drugo linijo obrambe proti tujim Ag. Imunski odziv pridobljene imunosti lahko
razdelimo na celi¢nega in humoralnega. Mediatorji slednjega so protitelesa (Ab, ang
antibodies), ki jih proizvajajo limfociti B. Ab lahko najdemo kot membransko vezane
receptorje na limfocitih B ali kot proteine, ki jih izlo€ajo stimulirani limfociti B. So
specifi¢ni za to¢no dolo¢eno molekulo oz. mikroorganizem in so sposobni razlikovati tudi
med sorodnimi molekulami. Naloge Ab so prepoznavanje mikrobnih Ag, nevtralizacija
mikrobne infektivnosti in oznacevanje mikrobov za odstranitev z razlicnimi efektorskimi
mehanizmi. Ta del pridobljene imunosti je namenjen odstranjevanju zunajceli¢nih
mikroorganizmov in njihovih toksinov (Abbas in Lichtman, 2006).

Za obrambo pred znotrajceli¢nimi mikroorganizmi pa je zadolZena celi¢na imunost, katere
mediatorji so limfociti T. Slednji spodbudijo uni¢enje fagocitiranih mikrobov v makrofagih
(celice T pomagalke celic razreda 1 (Tyl, ang. T helper cells 1)) ali pa unicijo okuzeno
celico (CTL). Po vsaki okuzbi ostane v telesu del efektorskih celic, specifi¢nih za dolocen
Ag, kar pomeni, da je ob ponovnem sre¢anju z istim Ag odziv hitrejSi in mo¢nejsi kot ob
prvi izpostavitvi (Abbas in Lichtman, 2006).

2.2 POPULACIJE IMUNSKIH CELIC, KI KOT EFEKTORSKE MOLEKULE
VSEBUJEJO PERFORIN
2.2.1 Citotoksicéni limfociti T

Citotoksi¢nim limfocitom T pravimo tudi citoliti¢ni limfociti T. Limfociti T potujejo iz
kostnega mozga v timus, kjer pride do diferenciacije v naivne celice CD4" in CD8" in do
negativne selekcije, ko T-limfociti prepoznajo lastne Ag. Naivni limfociti niso sposobni
efektorskih funkcij, lize okuzenih celic, zato morajo biti najprej stimulirani, da se
diferencirajo v efektorske celice. Naivne celice T zato potujejo v periferne limfaticne
organe, kjer so aktivirane s pomocjo APC. Funkcija perifernih limfatiénih organov je
koncentriranje Ag. Naivni CTL prepoznajo Ag s pomocjo T-celi¢nega receptorja (TCR) in
koreceptorja CD8. CTL prepoznajo citoplazemske proteinske Ag, ki so izpostavljeni na
povrsini APC v povezavi z molekulami MHC razreda I (MHC 1, ang. Major
histocompatibility complex I), ki jih izrazajo vse celice z jedrom (Abbas in Lichtman,
2006).

Za aktivacijo CTL sta potrebna dva pogoja in sicer prepoznava Ag in tesen stik z okuZeno
celico, ki ga posredujejo integrini. Tar¢e CTL so lahko fagocitne celice (makrofagi), ki so
fagocitirale dolocen mikroorganizem, a je ta zbezal v citoplazmo celice, ali inficirane
nefagocitne celice. Pri odstranjevanju inficiranih celic v paru sodelujeta populaciji celic
CTL in T celic pomagalk razreda 1 (Tl ang. T helper cells 1). Ce ostanejo mikrobi po
fagocitozi v fagosomih makrofagov, jim na pomo¢ priskocijo celice Tyl, ki proizvajajo
IFN-y, ta pa aktivira antimikrobne mehanizme v aktiviranih makrofagih. Ce mikrob zbezi
iz fagosoma v citoplazmo, priskoc¢ijo na pomo¢ CTL, ki uni¢ijo okuzeno celico (Abbas in
Lichtman, 2006).
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CTL imajo Se eno pomembno nalogo v nasem telesu. Poseben razred CTL s pomoc¢jo APC
pomaga pri odstranjevanju in uni¢enju tumorskih celic, prav tako odstranjujejo celice tkiv
po transplantacijah. CTL prepoznajo tumorske antigene v povezavi z molekulami MHC
razreda I, ki se izpostavijo na povrsini malignih celic. Obenem potrebujejo stimulacijo s
strani celic Tyl, ki prepoznajo tumorske Ag v povezavi z molekulami MHC razreda II.
Nekatere tumorske celice prenehajo izrazati molekule MHC razreda I. Pri odstranjevanju
teh celic zato pomagajo NK-celice ubijalke (Abbas in Lichtman, 2006).

CTL lahko svoje tar¢e ubijejo na vsaj tri razli¢ne nacine, od katerih je za dva potreben
kontakt s taréno celico, mediatorji tretjega pa so citokini, ki delujejo na daljavo. Primera
teh citokinov sta dejavnik tumorske nekroze o (TNF a, ang. Tumor Necrosis Factor a), ki
preko svojega receptorja (TNFR) aktivira kaspazno kaskado v tar¢nih celicah, ter IFN-y, ki
spodbudi ubijanje celic, posredovano z ligandom Fas (Andersen in sod., 2006).

Fas-ligand na CTL prepozna in se veze na Fas-receptor (IFNR) na tar¢i, kar aktivira
kaspazno kaskado, ki vodi do apoptoze (Andersen in sod., 2006).

Druga pot ubijanja, za katero je potreben kontakt s tar¢no celico, je degranulacija. Ko
TCR, heterodimerni protein, zgrajen iz o in j transmembranske verige, na CTL, prepozna
ustrezen peptid, predstavljen z molekulami MHC razreda I na celici tarci, se v CTL sprozi
signalizacija, posredovana s Ca®". Ob prepoznavanju kompleksa peptid/ MHC 1 pride do
fosforilacije tirozinskih motivov na proteinih CD3 in {. To vodi do aktivacije kinaz druzine
Src ter posledicno do aktivacije fosfolipaze C-y (PLC-y) (Abbas in Lichtman, 2006;
Andersen in sod., 2006) in povisanje znotrajceli¢ne koncentracije Ca** ([Ca®"];) (Huang in
Wange, 2004). Inozitol-1,4,5-trifosfat, produkt aktivnosti PLC-y, je sekundarni
obvescevalec, ki sprozi spro§¢anje Ca®" iz endoplazmatskega retikla (ER) v citosol. Zaradi
izpraznitve znotrajceli¢nih zalog Ca®>" se aktivirajo Ca**-kanalgki na plazemski membrani,
kar tudi sproZi prehajanje Ca®" iz zunajceli¢nega prostora v citosol (Gallo in sod., 2006).
Povisana [Ca”"}; privede tudi do polarizacije celic (Takayama in Sitkovsky, 1987; Esser in
sod., 1996). Centrosom se v odvisnosti od Ca*" reorientira proti mestu kontakta s taréno
celico, kar pa je potrebno za polarizirano sekrecijo citotoksi¢nih granul (Lowin-Kropf in
sod., 1998; Stinchcombe in sod., 2001). Ob tem se v imunolosko sinapso, ki nastane med
obema celicama, sprosti vsebina granul.

222 NK celice ubijalke

NK celice ubijalke so pomembna komponenta naravne imunosti. Njihove delovanje je
usmerjeno predvsem Vv odstranjevanje tumorskih celic in celic, ki so okuzene s
intracelularnimi paraziti. Predstavljajo 10 % populacije limfocitov. Na njihovi povrsini so
izrazeni Stevilni receptorji za molekule na povrsini drugih celic (slika 2). Nekateri od teh
receptorjev aktivirajo delovanje NK celic, drugi pa zavirajo njihovo delovanje. Med
receptorji, ki aktivirajo NK celice, so tudi tisti, ki prepoznajo znacilne markerje na celicah,
ki dozivljajo stres. Med celice, ki ob stresu izrazajo znacilne povrSinske markerje, spadajo
tudi tiste okuZzene z intracelularnimi bakterijami in virusi. NK celice prav tako aktivira
interlevkin-12 (IL-12), ker pa imajo receptor za Fc (ang. fragment crystalline) regijo
imunoglobulinov (Ig) razreda G (IgG), prepoznajo tudi celice, prekrite s protitelesi.
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Aktivirane NK celice imajo dva mehanizma delovanja (slika 2). Prvi, ki je podoben
delovanju CTL, je degranulacija ob stiku z okuzeno celico. Drugi mehanizem ob aktivaciji
pa je sproscanje citokina IFN-y, ki aktivira makrofage. NK celice in makrofagi delujejo
sinergisticno. Makrofagi po fagocitozi mikrobov producirajo IL-12, ki aktivira NK celice,
ki nato zacno izloc¢ati IFN-y, kar je za makrofage signal za uni¢enje mikroba v fagosomu.
NK celice so pomembne tudi zato, ker so v evoluciji razvile lastnost, da prepoznajo celice,
ki ne izrazajo Ag v povezavi z molekulami MHC razreda I, kar pa je eden od nacinov,
kako se nekateri virusi bojujejo pred detekcijo in uniCenjem s strani CTL (Abbas in
Lichtman, 2006).

Citotoksiénost
IFN-y
CD69 +——
Proliferacija
L2 “:u
12 9g @, CD86
L18 00 g T[rLu;E
-
FN-ap @7 0N_ Aktivacija limfocitov T

Slika 2: Komunikacija med NK celicami in dendriti¢nimi celicami (DC).
NK celice in DC celice se lahko vzajemno aktivirajo. Komunikacija poteka preko interakcij Se neznanih
ligandov in s citokini, ki jih proizvajata obe populaciji celic (Hamerman in sod., 2004).

2.2.3 Ostale populacije imunskih celic, ki kot efektorske molekule vsebujejo
perforin

2231 Regulatorne celice T (Treg)

To so CD4" CD25" T limfociti, ki imajo potencial, da eliminirajo avtologno aktivirane Ty
in CTL limfocite, CD14" monocite ter zrele in nezrele DC. Pomembno nalogo imajo tudi
pri eliminaciji malignih celic (Grossman in sod., 2004).

2232 NK celice T

NK T celice predstavljajo manj kot 5 % vseh T celic. Na svoji povrSini imajo markerje, ki
jih izrazajo tudi NK celice. Izrazajo o/f TCR, ki prepozna glikolipide in ostale
neproteinske molekule. Njihova natan¢na funkcija Se ni dobro znana (Abbas in Lichtman,
2000).
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2233  y8 celice T

Ta vrsta limfocitov T ima namesto klasi¢nega aff- y0-TCR receptor. Prepoznajo proteinske
in neproteinske Ag. Za razliko od ostalih populacij limfocitov T, ki gredo v timusu preko
pozitivne in negativne selekcije, to ne velja za y&" celice T, ki zapustijo timus kot naivne
celice. Ko sreCajo Ag, ki so mikrobnega izvora, sprozijo masovno produkcijo interlevkina
17 (IL-17). Receptor za IL-17 imajo nevtrofilci, ki nato pridejo na mesto okuzbe. So prva
skupina celic, ki zazna poskodbe epitelija in koze (Jensen in Yueh-hsiu, 2009).

2234 CD4" CTL

To je subpopulacija T celic pomagalk (CD4"). Priblizno 10 % CD4" celic ob odsotnosti
CTL prevzamejo njihovo funkcijo. Njihova citotoksicnost je posredovana preko Fas-
liganda (Williams N. S. in sod., 2009)

2.3 CITOTOKSICNE GRANULE

Citotoksi¢nim granulam bi lahko rekli tudi ubijalski (Page in sod., 1998) ali bifunkcionalni
lizosomi (Henkart in sod., 1984). Granule tudi zares opravljajo vlogo lizosomov saj so
dokazali, da vnos zunajceli¢nih proteinov poteka s podobno kinetiko kot vnos v lizosome
(Burkhardt in sod., 1990). Pokazali so, da je nizek pH v teh razdelkih nujen pogoj za
citoliticno aktivnost CTL (Kataoka in sod. 1994, Page in sod. 1998). Zaradi dvojne vloge
citotoksi¢nih granul morajo biti CTL sposobne usmeriti lizosomske in sekretorne proteine
v isti razdelek (v ostalih celicah so te poti loCene) (Page in sod., 1998). Granule morajo
vzdrzevati kisel pH, kar omogoca delovanje lizosomskih hidrolaz, medtem ko sprostitev
vsebine med degranulacijo v zunajceli¢no okolje, kjer je pH nevtralen, omogoca aktivnost
tako Pfn kot Gr. Obenem je s tem zagotovljena varnost efektorske celice, ki ima v granulah
mocno aktivne proteine v neaktivni obliki (Page in sod., 1998).

Perforin (Pfn) in grancimi (Gr) so v granulah vezani s kalertikulinom, ki ima vlogo
Saperona in skladii¢a Ca®". Oba se iz granul sprostita skupaj s kalertikulinom, ki
najverjetneje regulira vlogo Pfn pred in po eksocitozi (Andrin in sod., 1998; Fraser in sod.,
2000). Pfn in Gr sta vezana tudi na serglicin, negativno nabiti proteoglikan, ki najverjetneje
pomaga pri stabilizaciji in prenosu Pfn in Gr do taréne membrane (Stevens in sod., 1989).
Granulizin naj bi pomagal pri uni¢enju doloCenega tipa tumorskih celic in z nekaterimi
bakterijami okuzenih celic (Krensky, 2000).

2.3.1 Grancim B

Gr B je serinska proteaza (Shi in sod., 1992), ki v celicah inducira od kaspaz odvisne ali
neodvisne mehanizme apoptoze (Talanian in sod., 1997; Sutton in sod., 2000) (slika 3).
Mocan pozitivni naboj povzroca relativno visoko izoelektricno toc¢ko (Ip ang. Isoelectric
point) 10, zaradi katere obstaja ve¢ moznosti za internalizacijo preko negativno nabitih
membranskih komponent. Ob degranulaciji se GrB ne pojavi kot samostojna molekula,
temvec v kompleksu s serglicinom, ki sluzi za nevtralizacijo naboja (Bird in sod., 2005).
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Slika 3: Mehanizmi GrB, ki povzrocijo smrt celice tar¢e (Cullen in Martin, 2008).
232 Perforin

Pfn je citoliti¢ni protein, katerega proizvajajo CTL, NK, Treg, NK T, v§'T ter CD4" CTL
celice (Bolito in sod., 2007) in je kljunega pomena za uni¢enje z virusom okuZenih in
rakavih celic ter za vzdrzevanje imunske homeostaze (Baran in sod., 2009). Pfn
polimerizira v transmembranske kanale in posledi¢no inducira osmotski stres, prav tako pa
pomaga pri internalizaciji proapoptotskih Gr (Baran in sod., 2009).

Po nastanku imunoloske sinapse se granule v citosolu efektorske celice usmerijo proti
mestu kontakta s tar€o, nato se zlijejo z membrano efektorske celice in izlo¢ijo svojo
vsebino v imunolosko sinapso (Trapani, 1998; Stinchcombe in Griffiths, 2003). Pfn je
glavna efektorska molekula citotoksi¢nih granul in skupaj s proapoptotskimi Gr inducira
smrt celice tarCe. Gr lahko v celice vstopijo po od Pfn-neodvisni poti s pomocjo endocitoze
po elektrostatski vezavi na membrane (Bird in sod., 2005; Trapani in Sutton, 2003).
Citoliti¢na aktivnost Pfn je pri tem nujna za reguliran prehod Gr v citosol tarce, kjer
inducira smrt celice po poti apoptoze (Nakajima in sod., 1995; Froelich in sod., 1996; Shi
in sod., 1997). Mutacije v zapisu za Pfn lahko vodijo do druzinske hemofagocitozne
limfohistiocitoze (FHL, ang. familial hemophagocytic limphohistiocytosis) (Stepp in sod.,
1999; Voskoboink in sod., 2006), z mutacijami v zapisu za Pfn pa so povezane tudi
nekatere oblike raka (Clementi in sod., 2005; Mehta in sod., 2006; Voskoboink in sod.,
2007).
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Menijo, da cepitev N-glikana na C-terminalnem delu Pfn, 6 AK pred koncem zapisa,
povzroci strukturno spremembo, ki bi lahko bila pomembna za aktivnost (Uellner in sod.,
1997). Dokazali so tudi, da se Pfn brez C-terminalnega dela (do 515 AK) ne transportira v
citotoksi¢ne granule, temvec ostane v ER, kjer je razgrajen (Uellner in sod., 1997).

Pierre Henkart je ze leta 1975 predpostavljal, da imajo CTL posebne proteine, ki naredijo
pore v membrani. Pfn so prvi€ izolirali leta 1980. V prvi polovici osemdesetih so odkrili
tudi, da je formiranje liticnega kompleksa na tar& odvisno od Ca*" (Tschopp in sod., 1986;
Young in sod., 1986a). Henkartova skupina je navduSila skupino profesorja Echkarda
Podacka, ki se je v tistem ¢asu ukvarjala s proteini komplementa in nastankom MAC pore.
Odkrili so namre¢, da je pora, ki jo tvori poli-Pfn neverjetno podobna pori MAC
kompleksa komplementih proteinov. Leta 1983 so protein poimenovali perforin. Bili so
prva skupina, ki je klonirala gen za Pfn (Blumenthal in sod., 1984; Masson in Tschopp,
1985; Young in sod, 1986b). Dokazali so, da Pfn lizira eritrocite prav tako pa tvori pore v
umetnih membranah. Ca** je nujen za polimerizacijo, vezavo na membrano, vstavitev v
membrano in posledi¢no liticno aktivnost (Ishiura in sod., 1990).

Poravnava zapisov za Pfn in C9 je presenetila z dejstvom, da imata proteina skupni dve
regiji, domeno MACPF/CDC in domeno, podobno domeni EGF (Lichtenheld in sod, 1988;
Shinkai in sod, 1988; Kwon in sod., 1989). Vec¢ raziskovalnih skupin je predstavilo Studije
modeliranja strukture Pfn, kjer so trdili, da domeno MACPF/CDC predstavljata dva
amfipaticna a-heliksa, ki se vsidrata v membrano (Shinkai in sod., 1988; Peitsch in sod,
1990; Persechini in sod, 1992;). Predpostavljali so, da heliks 1 predstavlja zaporedje Ptn od
187 do 203 AK, heliks 2 pa aminokislinski ostanki od 211 do 239. Oba naj bi bila
povezana s kratko citoplazemsko zanko, ki naj bi zajemala aminokislinske ostanke od 204
do 210 (Shinkai in sod, 1988; Peitsch in sod., 1990). Kljub temu, da je Pfn
najpomembnejsa efektorska molekula CTL, NK celic in drugih celic imunskega sistema, je
bilo to podro¢je ve¢ kot 20 let zelo slabo raziskano. Funkcionalne Studije so bile
onemogocene, ker se Pfn v heterolognem sistemu zelo tezko izrazi.

Prelomno odkritje se je zgodilo leta 2007, ko so odkril, da je domena MACPF/CDC v
naravi veliko bolj raz§irjena kot so sprva domnevali. (Rosado in sod. 2007). Objava dveh
kristalnih struktur proteinov MACPF/CDC, cloveskega C8a, ki spada med proteine
komplementa (Hadders in sod 2007, Slade in sod., 2008) in bakterijskega Plu-MACPF
(domnevni toksin iz bakterije Photorhabdus luminiscens) (Rosado in sod., 2007) (slika 7),
je razumevanje delovanja in 3D-strukture Pfn pomaknila na vi§jo raven. Strukturne Studije
so pokazale, da je domena MACPF/CDC veliko daljsa kot so do takrat domnevali (okrog
350 ak) (slika 4), obenem naj bi bilo zvitje proteina podobno kot pri proteinih CDC, ki jih
proizvajajo bakterije (slika 5 in 6). Mnogi ¢loveski patogeni, bakterije rodov Clostridium,
Streptococcus, Chlamydia izlo¢ajo toksine, ki imajo podoben mehanizem delovanja kot
Pfn (Baran in sod, 2009). Klju¢na odseka za insercijo sta regiji Pfn 109-162 in 249-295, ki
se zvijeta v strukturo podobni TMHI in TMH2 (Trans-membranski heliks 1 in 2) pri
druZini toksinov CDC (slika 6 in 8). Prvi odsek je zgrajen iz treh a-heliksov (TMH1), drugi
pa iz dveh a-heliksov (TMH2), ki po vezavi na membrano spremenita konformaciji, tako
da nastanejo Stirje amfipati¢ni B-trakovi, ki se vsidrajo v membrano (Rosado in sod., 2007)
(slika 6 in 8). Ta mehanizem tvorbe pore predvideva polimerizacijo po vezavi na
membrano in pred insercijo vanjo (Baran in sod., 2009). Za Pfn in ostale proteine
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MACPF/CDC je znacilen motiv Y/W-G-T/S-H-F/Y-X¢-G-G, trije kljucni glicini (G) so
nujni za oblikovanju pore proteinov CDC (Slade in sod., 2008).

Cloveski perforin
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Slika 4: Funkcionalne domene ¢loveskega perforina in njegova MACPF domena.
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Slika 5: Topoloski diagram elementov sekundarne strukture a) Plu-MACPF domene in b) perfringolizina O
(Pfo) (Rosado in sod., 2007).
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Slika 6: Mehanizem delovanja proteinov CDC.
THMI1 in THM2 odseka se ob stiku z membrano razvijeta in tvorita Stiri amfipaticne p-trakove.

Oligomerizacija ~30 molekul rezultira v tvorbi B-soda, ki pasira membrano (Rosado in sod., 2007).

(&)

Slika 7: Podobnosti v strukturi a) Plu-MACPF, b) ¢loveski C8a in c¢) Pfo

Modre barve so B-trakovi, nujni za polimerizacijo, zlate barve so a-heliksi, ki po vsidranju v membrano
spremenijo konformacijo v B-trakove, z rdeo so oznaceni ohranjeni trije gliciniski ostanki, ki jih najdemo v
vseh domenah MACPF/CDC (Lukoyanova in Saibil, 2008).
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i) ieh

Slika 8: Konformacijske spremembe pri tvorbi pore s proteini CDC.
a) kristalna struktura Pfo b) konformacija Pfo pri vsidranju v membrano c) pora po oligomerizaciji
monomerov Pfo (Lukoyanova in Saibil, 2008).

Najnovejse raziskave kazejo, da je zelo ohranjeno podroc¢je Pfn od 187 do 239 amino-
kislinskega klju¢no za oligomerizacijo v poli-Pfn (Baran in sod., 2009) (slika 9). MAC
proteini naj bi oligomerizirali preko velikih rigidnih odsekov v regiji MAC. Razli¢ne
podskupine proteinov MAC so razvile razli¢ne nacine za polimerizacijo in nastanek pore.
Pomembno je, da Pfn v CTL ni aktiven. Ker so kljuéni AK ostanki (D191in E343) pri pH v
lizosomih (4,9) v protonirani obliki, je tako preprecena oligomerizacija in delovanje Pfn
(Baran in sod., 2009). Delovanje domene domene C2 je regulirano na podoben nacin, saj je
kljuéni aspartat, ki veZe Ca>" v lizosomih v protonirani obliki (Voskoboink in sod., 2005).
Tako le en mehanizem kontrolira dva dogodka pri aktivaciji Pfn, torej nastanek intra- in
intermolekularnih vezi (Baran in sod., 2009).

Slika 9: Model pore proteinov MAC v lipidni membrani (Rosado in sod., 2008).
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24 PROTEIN TolA

Protein TolA je membranski protein iz bakterije E. coli. Je klju¢nega pomena za ohranjanje
integritete plazemske membrane, omogoca tudi prevzem kolicinov in bakteriofagov iz
okolja (Levengood in sod., 1995; Lazzaroni in sod., 1999; Lakey in sod., 2001). Sestavljen
je iz treh delov. Kratek N-terminalni del predstavlja transmembranski heliks, ki omogoca
vsidranje proteina v bakterijsko membrano. Druga in najvecja polarna domena je
sestavljena predvsem iz a-heliksov. C-terminalna domena III (TolAlIll) je iz 92 amino
kislinskih ostankov in ima le en disulfidni mosti¢ek (Lubkowski in sod., 1999). TolAlll je
zelo stabilen protein in ni nagnjen k agregaciji tudi pri koncentracijah, vi§jih od 30 mg/ml
(Markides, 1996). Pokazali so, da ekspresija nekaterih, tudi evkariotskih proteinov, v obliki
fuzijskih proteinov s partnerjem TolA omogoca visoke donose pri izolaciji (Anderluh in
sod., 2002). Ko so gen za Eqtll izrazali v ekspresijskem sistemu pTol, so ugotovili, da se
vecina proteina nahaja v netopni frakciji, kljub temu pa se je donos proteina v topni frakciji
znacilno povecal v primerjavi s prej objavljenimi donosi (Anderluh in sod, 1996). Fuzijski
protein se zlahka izolira z Ni-afinitetno kromatografijo. Poznamo tri ekspresijske pTol
sisteme, ki se med seboj razlikujejo v prepoznavnih mestih za endopeptidaze in teoreti¢nih
pl. Izoelektri¢na tocka TolAE je 6,6 in ima prepoznavno mesto za enterokinazo, TolAX in
TolAT imata bazicni karakter z izoelektri¢no tocko 8,8. Prvi ima prepoznavno mesto za
faktor Xa, drugi, ki smo uporabljali tudi mi, pa prepoznavno mesto za trombin. (Anderluh
in sod., 2003).

2.5 ZAKLJUCEK PREGEDA OBJAV, HIPOTEZA IN NAMEN DELA

V diplomskem delu smo hoteli izraziti razlicne dele cloveSkega perforina. Ker se
biokemijsko okolje v bakterijski celici zelo razlikuje od tistega v evkariotski celici, smo
hoteli Pfn izolirati v obliki fuzijskega proteina s TolAlll partnerjem. Fuzijski proteini tako
ne bi bili nagnjeni k agregaciji, kar se zgodi pri izrazanju Pfn v bakterijskih celicah.
Izrazanje proteina pa je tudi prva kriticna tocka, ki jo moramo obiti na poti do izolacije
rekombinantnega Pfn. Fuzijske proteine bi nato cepili s proteazo trombin in s pomocjo
histidinskega repka izolirali Pfn fragmente. Tako bi lahko omogocili zacetek Studije
rekombinantnega CloveSkega Pfn. Obenem bi lahko nadgradili najnovesja spoznanja in
odkritja zadnjih nekaj let.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1

3.1.1

MATERIALI

Kemikalije

Preglednica 1: Kemikalije, uporabljene v diplomskem delu.

Proizvajalec

Biorad, ZDA

Difco Laboratories,
ZDA

Kemika, Hrvaska
Jena Bioscience
Merck, Nemcija

Nunc, Danska
Operon

Sartorius, Svedska
Serva, Nemcija
Spectrapor, ZDA
Sigma, ZDA

Fermentas, Kanada

Kemikalije
30 % Acrylamide/Bis Solution, Coomassie Brilliant Blue
SOB

MgSO4

zacetni oligonukleotidi

aceton, agar, NH4Cl, (NH4),SO4, EtOH, EDTA, glicin, B-D-glukoza, CaCl,,
KH,PO,4, NaH,PO, -1H,0, NaDS, Na,HPO,4, NaOH, NaCl, Tris, Tris/HCI, urea,
H,0,, Pefabloc, DTT, ledocetna kislina

mikrotitrske plos¢ice

zacCetni oligonukleotidi

filtri 0,2 pm in 0,45 pm

APS

dializne vrecke (M,, 12-14 in 6-8 kDa)

4-kloro-1-naftol, agaroza, ampicilin, imidazol, IPTG, kanamicin, kloramfenikol,
LB, PVDF, temed, B-MeEtOH, benzamidin HCI, PMSF, tetraciklin, Triton X-
100

GeneRuler 1 kb DNA Ladder, PageRuler Prestained Protein Ladder

3.1.2

Uporabljeni kompleti

Preglednica 2: Kompleta, uporabljena v diplomskem delu.

Proizvajalec

Promega, ZDA »Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system« komplet za izolacijo
plazmidne DNA
QIAGEN, ZDA »QIAquick Gel Extraction Kit« komplet za ekstrakcijo DNA iz agaroznega gela
3.13 Uporabljene raztopine, pufri in standardi

3.1.3.1

Raztopine za agarozno elektroforezo

Preglednica 3: Pufra za agarozno elektroforezo.

Sestavine

10-kratni
elektroforezo

TAE pufer za agarozno

10 mM EDTA, 400 mM Tris/HCIL, 10 % ledocetna kislina (v/v),
pH 8 v dH,0

6-kratni nanaSalni pufer za agarozno | 0,25 % bromfenol modro (m/v), 30 % glicerol, 0,25 %

elektroforezo

ksilencianol (m/v) v dH,0

3.1.3.2

Raztopine za pripravo kompetentnih celic

Preglednica 4: Raztopini za pripravo kompetentnih celic.

Raztopina
0,1 M CaCl, (sterilno filtrirano)

CaCl,,
filtrirano)

Tris-glicerol

Sestavine
0,1 M CaCl, v dH,0
(sterilno | 50 mM CaCl,, 10 mM Tris-HCI, 10 % glicerol (v/v), pH 7 v dH,0
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3.1.33

Raztopine za NaDS-PAGE in imunodetekcijo

Preglednica 5: Pufri in raztopine, uporabljene za poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS

(NaDS-PAGE), prenos proteinov po westernu in imunodetekcijo.
Pufer/raztopina/standard \ Sestavine

10-kratni pufer z NaDS
1-kratni nanasalni pufer za NaDS-PAGE

2-kratni nanasalni pufer za NaDS-PAGE
5-kratni nanaSalni pufer za NaDS-PAGE

Raztopina za barvanje NaDS-PAGE
gelov

Raztopina za razbarvanje NaDS-PAGE
gelov

12 % locitveni gel (za dva gela)

nanaSalni gel (za dva gela)

Pufer za mokri prenos proteinov na
PVDF membrane
20-kratni pufer za
membran

Pufer za blokiranje PVDF membran
Pufer za razvijanje PVDF membran
Developing solution

Raztopina za barvanje PVDF membran

spiranje  PVDF

Proteinski standardi

1.92 M glicin, 35 mM NaDS, 25 mM Tris v dH,0

60 mM Tris-HCI, 0,1 % Coomassie Brilliant Blue (m/v), 5 %
glicerol, 2 % NaDS, pH 8.8 v dH,0

120 mM Tris-HCI, 0,2 % Coomassie Brilliant Blue (m/v), 10
% glicerol, 4 % NaDS, pH 8.8 v dH,0

300 mM Tris-HCI, 0,5 % Coomassie Brilliant Blue (m/v), 25
% glicerol, 10 % NaDS, pH 8.8 v dH,0

0.5 % Coomassie Brilliant Blue (m/v), 40 % metanol (v/v), 10
% ocetna kislina (v/v)

40 % metanol (v/v), 10 % ocetna kislina (v/v)

1,8 ml akrilamida, 3,104 ml dH,0, 0,75 ml 3-kratnega Tris
(pH 8) pufra, 40 pl 10 % NaDS, 300 ul 1,5 % APS, 6 ul
TEMED

0,5 ml akrilamida, 2,945 ml dH,0, 1,25 ml 0,5-kratnega Tris
(pH 7,6) pufra, 50 ul 10 % NaDS, 250 ul 1,5 % APS, 5 ul
TEMED

200 metanol (v/v), 100 ml 10-kratni pufra z NaDS, dH,0 do 1
1

20 mM EDTA, 1 M NaCl, 200 mM Tris-HCI, pH 7,4

1-kratni pufer za spiranje PVDF membran, 4 % (m/v) BSA
137 mM NaCl, 0.72 mM Na,HPOy,, 25 mM Tris

30 mg 4-kloro-1-naftola v 10 ml MeOH, 50 ml pufra za
razvijanje PVDF membran, 60 pl H,0,
Pageruler prestained protein ladder, Fermentas

3.1.34 Raztopine za dializo

Preglednica 6: Pufra za dializo.

Sestavine

Dializni pufer
20-kratni fosfatni pufer

5mM EDTA , 1-kratni fosfatni pufer, 20 mM B-MetOH, pH 7,2
140 ml 200 mM NaH,PO,, 360 ml Na,HPO,, dH,0 do 11

3.1.35

Preglednica 7: Raztopini za hemolizni test.

Raztopine za hemolizni test

Sestavine

Pufer/raztopina
Fizioloska raztopina
Eritrocitni pufer

0,9 % NaCl, pH 7,4 v dH,O
130 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7,4 v dH,0O

3.1.3.6

Raztopine za ionsko izmenjevalno kromatografijo

Preglednica 8: Pufra za ionsko-izmenjevalno kromatografijo.

Sestavine

Pufer A (sterilno, odzraceno)
Pufer B (sterilno, odzraceno)

10-kratni fosfatni pufer, pH 6,9, 7,8 in 9,1
10-kratni fosfatni pufer, I M NaCl, pH 6,9 7,8 in 9,1
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3.1.3.7 Pufri za gelsko filtracijo

Preglednica 9: Pufer za gelsko filtracijo.

Sestavine

Pufer za gelsko filtracijo (sterilno | S mM EDTA, 20 mM Tris, 2 mM DTT, pH 8 v dH,0
filtrirano, odzraceno)

3.1.3.8 Pufri za hidrofobno kromatografijo

Preglednica 10: Pufri za hidrofobno kromatografijo.

Sestavine

Pufer Al  (sterilno filtrirano, | 10-kratni fosfatni pufer, 250 mM NaCl, pH 7,2
odzrac¢eno)

Pufer A2 (sterilno filtrirano, | 10-kratni fosfatni pufer, 1 M (NH4),SO4, pH 7,2
odzrac¢eno)

Pufer B (sterilno filtrirano, | 10-kratni fosfatni pufer, pH 7,2

odzraceno)

3.1.3.9 Pufti za Ni-afinitetno izolacijo pod nativnimi pogoji

Preglednica 11: Pufri za izolacijo fuzije pod nativnimi pogoji z Ni-afinitetno kromatografijo.
Sestavine

Pufer A 10-kratni fosfatni pufer, 20 mM B-MeEtOH, 300 mM NacCl, 10
mM imidazol, pH 8

Pufer B 10-kratni fosfatni pufer, 20 mM B-MeEtOH, 300 mM NaCl, 20
mM imidazol, pH 8

Pufer C 10-kratni fosfatni pufer, 20 mM B-MeEtOH, 300 mM NacCl, 300

mM imidazol, pH 8

3.1.3.10  Pufri za Ni-afinitetno izolacijo fuzije pod denaturajo¢imi pogoji

Preglednica 12: Pufri za izolacijo fuzije pod denaturajo¢imi pogoji z Ni-afinitetno kromatografijo.

Sestavine
Pufer A 10-kratni fosfatni pufer, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8
Pufer B 20-kratni fosfatni pufer, 10 mM Tris HCI, 8 M urea, pH 8
Pufer C1 20-kratni fosfatni pufer, 10 mM Tris HCI, 8 M urea, pH 6,3
Pufer C2 20-kratni fosfatni pufer, 10 mM imidazol, 10 mM Tris HCI,
8 M urea, pH 8
Pufer D1 20-kratni fosfatni pufer, 10 mM Tris HCI, 8 M urea, pH 5,9
Pufer D2 20-kratni fosfatni pufer, 300 mM imidazol, 10 mM Tris HCI,
8 M urea, pH 8
Pufer E 20-kratni fosfatni pufer, 10 mM Tris HCI, 8 M urea, pH 4,5
3.14 Encimi

Preglednica 13: Encimi, uporabljeni v diplomskem delu.

Proizvajalec Encim

Fermentas, Kanada BamHI, Kpnl, Mlul, RNAza A, T4 DNA ligaza, Xhol, Vent
DNA polimeraza

Merck, Nemdija Trombin

Sigma, ZDA DNAza B, lizocim,
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3.1.5 Laboratorijska oprema

Preglednica 14: Uporabljena laboratorijska oprema.

Proizvajalec Laboratorijska oprema
Amersham Pharmacia Biotech, ZDA | Electrophoresis Power Supply EPS 1001, Akta FPLC
Bio-Rad, ZDA PowerPac 1000, PowerPac HC
Biosan, Latvija Thermo Shaker TS-100
Dynex Technologies, ZDA MRX (¢italec mikrotiterskih ploscic)
Eppendorf, Nemcija Centrifuga 5415 D
Gilson, ZDA Pipetman
Hettich, Nemcija Rotanta 460 R
Laboratory Centrifuges 3K30
LKB-Pharmacia, Nemcija Multitemp II
MWG-Biotech, Nemcija Primus PCR machine
Perkin Elmer, ZDA UV/VIS Spectrometer Lambda Bio
Shimadzu, Japonska UV-2101 PC
Sonics & Materials, ZDA Vibra Cell
Tehtnica; Slovenija Vibromix 10, Vibromix 301 EVT, Centric 322A,
3.1.6 Gojisca za E. coli
Preglednica 15: Sestava gojis¢ za E. coli.
Tekoce gojisce (LB + M9) LB (10 g/l kazeinski hidrolizat, 5 g/l kvasni ekstrakt,

10 g/l NaCl) 25 g/l

MO (6 g/l NaCl, 6 g/l Na,HPO, 1 g/l NH4CI, 3 g/l KH,PO,)

v ohlajen sterilen medij dodamo $e 0,1 mM CaCl,, 1 mM MgSO, in
0,4% glukoza

dodamo ustrezne antibiotike (100 pg/ml Amp, 10 pg/ml Cm, 10 pg/ml
Kn, 30 pg/ml Tc)

Trdo gojisce (LB + agar) LB (10 g/l kazeinski hidrolizat, 5 g/l kvasni ekstrakt,

10 g/l NaCl) 25 g/l

agar 15 g/l

dodamo ustrezne antibiotike (100 pg/ml Amp, 10 pg/ml Cm, 10 pg/ml
Kn, 30 pg/ml Tc)

Tekoce gojisce SOB 5g/l kvasni ekstrakt, 186 mg/l KC1,4 g/l MgSO,, 0,5 g/l NaCl, 20 g/l
tripton,
3.1.7 Uporabljena protitelesa

Preglednica 16: Protitelesa, uporabljenav diplomskem delu.

Proizvajalec Protitelo

MABTECH, Svedska Misja protitelesa proti EGF domeni perforina (Pf-344)

QiaGen, ZDA Misja protitelesa proti pentahistidinskem repku

Santa Cruz biotechnology, ZDA Kozja proti mi§ja protitelesa konjugirana s hrenovo peroksidazo
3.1.8 Polnilci kromatografskih kolon in pripravljene kolone

Preglednica 17: Kolone in polnilci kromatografskih kolon, uporabljeni v diplomskem delu.

Proizvajalec Polnilci kromatografskih kolon in pripravijene kolone

GE Healthcare, ZDA HiTrap Butyl FF, HiTrapOctyl FF, HiTrap Phenyl FF (low sob),
HiTrap Phenyl HP

Pharmacia, Svedska Mono S HR 5/5, Superdex 75 HR 10/30

QUIAGEN, ZDA Ni-NTA agaroza
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3.1.9 Bakterijski sevi

Uporabili smo razli¢ne eckspresijske sisteme bakterije E. coli. Osnovne znaéilnosti
posameznih sevov so opredeljene v spodnji tabeli (Merck, 2009).

Escherichia coli DH5a

F endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (rg~
mg") supE44 relAl F 80D lacZD
M15 D (lacZYA-argF) U169

E. coli BL21 (DE3) pLysE
FompT hsdSg (rgymp) gal dem
(DE3) pLysE (Cm")

E. coli BL21 (DE3) pLysS
F ompT hsdSg (rg” mg") gal
dem (DE3) pLysS (Cam®)

E. coli Rosetta (DE3) pLysS
FompT hsdSg (rgmg) gal dem
lacY1 (DE3) pLysSRARE (Cm®)

E. coli Origami (DE3) pLysS
Aara-leu7697 AlacX74 AphoAPvull
phoR araD139 ahpC galE galK rpsL
F'[lac"(lacI%)pro] gor522::Tn10(Tc")
trxB::kan (DE3) pLysS (Cm®)

E. coli Rosetta-gami B(DE3) pLysS
FompT hsdSg (rgmg) gal dem
lacYl ahpC (DE3) gor522::Tnl0
trxB  pLysSRARE (Cam®, Kan",
Tet®)

Za sev sta znacilna visoka ucinkovitost transformacije in visok
donos plazmidov ob izolaciji.

Ima mutirana zapisa za proteazi OmpT in Lonl, kar omogoca
izolacijo intaktnih rekombinantnih proteinov. V sevu je profag
DE3, ki vsebuje gen za RNA polimerazo faga T7 pod kontrolo
lacUVS5. Vsebuje plazmid pLysE, ki kodira T7 lizocim in zato je
znizano osnovno izrazanje tarénega gena. Plazmid pLysE izraza
vi§jo koli¢ino lizocima T7 kot pLysS, kar omogoc¢a $e boljso
kontrolo T7 RNA polimeraze. Dobra kontrola T7 RNA
polimeraze je $e posebej nujna, ko pricakujemo, da bo Zeljeni
protein toksi¢en za bakterijo. Zaradi slednjega plazmida je sev
odporen na kloramfenikol.

Ima mutirana zapisa za proteazi OmpT in Lonl, kar omogoca
izolacijo intaktnih rekombinantnih proteinov. V sevu je profag
DE3, ki vsebuje gen za RNA polimerazo faga T7 pod kontrolo
lacUVS5. Ker vsebuje plazmid pLysS, ki kodira T7 lizocim, je
znizano osnovno izraZanje tarénega gena. Zaradi slednjega
plazmida je sev odporen na kloramfenikol.

Ta sev je izpeljava seva BL21 z delecijo lacY (lac permeaza), kar
omogoca boljSo kontrolo nivoja izrazanja gena s koncentracijo
IPTG. Vsebuje plazmid pLysS, ki kodira T7 lizocim in zato je
znizano osnovno izraZanje tar¢nega gena. Zaradi slednjega
plazmida je sev odporen na kloramfenikol. Na istem plazmidu
vsebuje kodone za redke tRNA, kar olajSa izrazanje genov.

Izvira iz seva K-12. Mutacija v poti redukcije disulfidov v
citoplazmi (trxB/gor) olajsa tvorbo disulfidnih mosti¢kov v
citoplazmi E. coli. Vsebuje tudi plazmid pLysS, ki kodira T7
lizocim in zato je znizano osnovno izrazanje tarénega gena. Sev
je odporen na tetraciklin, kanamicin (zaradi mutacij trxB in gor)
in kloramfenikol (zaradi plazmida pLysS).

Izvira iz seva BL21 in zdruzuje glavne znacilnosti celic BL21,
Origami in Rosetta. Sev ima tako okvarjena zapisa za Lonl in
OmpT proteazi. Zaradi mutacije v poti redukcije disulfidov v
citoplazmi (trxB/gor) se olajsa tvorbo disulfidnih mostickov v
citoplazmi E. coli. Zaradi delecije lacY (lac permeaza) je
omogocena boljsa kontrola izrazanja gena s koncentracijo IPTG.
Vsebuje plazmid pLysS, ki kodira T7 lizocim in zato je znizano
osnovno izrazanje tarénega gena. Zaradi slednjega plazmida je
sev odporen na kloramfenikol. Na istem plazmidu vsebuje
kodone za redke tRNA, kar olajSa izrazanje genov, ki le-te
vsebujejo. Sev je odporen na tetraciklin, kanamicin (zaradi
mutacij trxB in gor).
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3.1.10 Oligonukleotidi za veriZno reakcijo s polimerazo
3.1.10.1  Zacetni oligonukleotidi za konstrukte, pri katerih TolA predstavlja N-

terminalni del fuzije

Preglednica 19: Zacetni oligonukleotidi za pomnozevanje Pfn, ki predstavlja C-terminalni delu fuzije.

Konstrukt
TOIA-Pﬁl(zz_lzl)

TOIA-an(zz_ 136)

TOIA-an(zz_ 162)

TOIA-PfIl(zz_l%)

TOIA'Pﬁ1(196-54O)

Zacetni oligonukleotid
fPFN(22-121)

5' — ttt ttt gga tcc ccg tge cac aca
gccgca—"3

fPFN(22-121)

5' — ttt ttt gga tcc ccg tge cac aca
gecgea—'3

fPFN(22-136)

5' — ttt ttt gga tcc ccg tge cac aca
gccgea—'3

fPFN(22-136)

5' — ttt ttt gga tcc ccg tge cac aca
gccgeca—"3

mPFN196f

5' — cgc ctc gag gee ctc ggg gac
ctg—"3

Obratni zacetni oligonukleotid
rPFN(22-121)

5'— ttt ttt acg cgt tca cgc atc ccg
ggc cac agc—'3

mPFN136r

5' — cgc acg cgt tta agt cac gtc
cag ccc gac —'3

mPFN162r

5'—cgc acg cgt tta ggt ctt ctg ggc
tgc aaa gtt —'3

mPFN196r

5'—cgc acg cgt tta gge cct ttg gaa
gtc agg gtg—'3

mPFN540r

5' — cgc acg cgt tta aag cat ttg
ggg gac ata gtc cag —'3

3.1.10.2
TolA

Preglednica 20: Zacetni oligonukleotidi za konstrukta Pfn, 15
Zacetni oligonukleotidi

Konstrukt

Zacetni oligonukleotidi za konstrukta PFN(2;.121)-TolA in TolA-PFN22.121)-

-TolA in TolA- Pfn 22-121 -TolA
za Zacetni oligonukleotidi za

Pfl’l(22_ 121 )-TOIA

TolA- an(zz_lzl)-TOIA

perforinski del fuzije
f1PFN22

TolA del fuzije
fTolAIII

5" — ttt ttt ctc gag ccg tge cac aca | 5' — ttt ttt gga tcc aac aat ggc

gcecgea—"3
rPFN121

gca tca ggg — '3
rTolAlll

5'— aaa aaa gga tcc geg cgg aac cag | 5' — aaa aaa acg cgt tta cgg ttt

cgc atc ccg ggc — '3
f2PFN22

gaa gtc caa—'3
fTolAIll

5' — ttt ttt ggt acc ccg tge cac aca | 5' — ttt ttt gga tcc aac aat ggc

gccgeca—"3
rPFN121

gcatca ggg —'3
rTolAIII

5' — aaa aaa gga tcc gcg cgg aac cag | 5' — aaa aaa acg cgt tta cgg ttt

cgc atc ccg ggc —'3

gaa gtc caa— '3

3.1.10.3  pTolT

Vektor je izpeljanka vektorja pET8c. Uporablja se ga za izrazanje fuzijskih proteinov
(Anderluh in sod., 2002). N-terminalnemu His-repku sledi zaporedje, ki kodira tretjo
domeno periplazemskega bakterijskega proteina TolA. Temu je dodan vmesnik, ki vsebuje
fleksibilno regijo (GGGS) in cepitveno zaporedje za trombin (LVPR). V plazmidu so
restrikcijska mesta za BamHI, Kpnl in Mlul, preko katerih vstavimo v plazmid gen za
protein, ki ga zelimo izraziti (slika 10).
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Slika 10: Shema vektorja pTolT s fragmentom TolA, oznacenim prepoznavnim mestom za trombin in
restrikcijskimi mesti.

3.2 METODE
3.2.1.1 Izdelava razli¢nih konstruktov Pfn v obliki fuzijskega proteina s TolA
3.2.1.2 Priprava konstruktov Pfn, ki predstavljajo C-terminalni del fuzijskega proteina

Z zacetnimi oligonukleotidi smo iz plazmida, na katerem je zapis za cloveski Pfn, z
verizno reakcijo s polimerazo (ang. PCR, polymerase chain reaction) namnozili zaporedja
Pfn za konstrukte TO]A—an(zz_lzl), TOlA—an(22_136), TOIA—PfIl(zz_l(,z), TOlA—an(22_196) in
TolA-Pfn(96-540). Vsi konstrukti so imeli na 5' koncu prepoznavno mesto za BamHI, na 3'
koncu pa prepoznavno mesto za MIul z izjemo PFN196-540), ki je imel prepoznavno mesto
za Kpnl restriktazo. Produkte PCR in vektor pTolT smo nato rezali z ustreznima paroma
restrikcijskih encimov po navodilih proizvajalca (Fermentas, Kanada). Rezane fragmente
in rezane dele vektorja smo nato locili z agarozno elektroforezo in jih iz gela odistili s
pomocjo kompleta za ekstrakcijo DNK iz agaroznega gela po navodilih proizvajalca
(QiaGen, ZDA). Posamezne fragmente smo nato vkljucili v vektor pTolT. Ligacija je
potekala preko noc¢i pri 16 °C z encimom T4 DNK ligaza. Po kon¢ani ligaciji smo T4 DNK
ligazo inaktivirali tako, da smo epice z ligacijsko meSanico za deset minut izpostavili
temperaturi 65 °C, ligacijske meSanice pa transformirali v kompetentne celice DH5a.
Uspesnost restrikcije in ligacije smo nato potrdili s PCR, pri ¢emer smo uporabili zacetne
nukleotide, ki ustrezajo dolo¢enemu konstruktu ter s kontrolno restrikcijo.
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3.2.1.1 Priprava fragmenta Pfn,.121)za vektor pTolT tako, da predstavlja Pfn del
fuzije N-terminalni (Pfn(»-121)-TolA) ali sredinski del (TolA- Pfn(-121)-TolA)
fuzijskega proteina

32.1.1.1 TolA- an(zz_lzl)-TOIA

Potek priprave plazmida je prikazan na sliki 11. Z zacetnimi oligonukleotidi smo iz
plazmida, na katerem je zapis za Cloveski Pfn, s PCR namnozili zaporedje Pfnpy-121), 1z
pTolT vektorja pa smo namnozili Se zaporedje za TolA. Pfn in TolA smo cepili z BamHI.
Rezane fragmente smo locili z agarozno elektroforezo in ju odistili iz gela s pomocjo
kompleta za ekstrakcijo DNK iz agaroznega gela. Nato smo oba rezana fragmenta ligirali s
T4 DNK ligazo, preko noci pri 16 °C. Po koncani ligaciji smo T4 DNK ligazo inaktivirali
tako, da smo epice z ligacijsko meSanico za 10 minut izpostavili temperaturi 65 °C.
Produkt ligacije (Pfnz-121)-TolA) in vektor pTolT smo nato rezali s Kpnl in Mlul. Rezane
fragmente smo locili z agarozno elektroforezo in jih ocistili iz gela s pomoc¢jo kompleta za
ekstrakcijo DNK iz agaroznega gela. Oba rezana fragmenta smo ligirali s T4 DNK ligazo,
preko noci pri 16 °C. Po koncani ligaciji smo T4 DNK ligazo inaktivirali tako, da smo
epice z ligacijsko meSanico za 10 minut izpostavili temperaturi 65 °C, ligacijske meSanice
pa transformirali v kompetentne celice DH5a. Uspesnost restrikcije in ligacije smo nato
potrdili s PCR, pri ¢emer smo uporabili zacetne nukleotide, ki ustrezajo konstruktu ter s
kontrolno restrikcijo.

32.1.1.2 Pfl’l(zz_lzl)-TOIA

Potek priprave plazmida je prikazan na sliki 12. Vektor pTolT smo najprej rezali z Xhol in
MIul, da smo dobili odprt vektor brez zapisa za TolA. Fragment TolA smo z reakcijo PCR
pomnozili tako, da je imel na 5' mestu prepoznavno mesto za BamHI, na 3' koncu pa
prepoznavno mesto za MIul. Pfn del fuzije smo pomnozili tako, da je imel zapis na 5'
koncu prepoznavno mesto za Xhol in na 3' mestu prepoznavno mesto za BamHI. Pfn in
TolA produkt smo cepili Z BamHI. Rezane fragmente smo locili z agarozno elektroforezo
in jih odistili iz gela s pomoc¢jo kompleta za ekstrakcijo DNK iz agaroznega gela. Nato smo
oba rezana fragmenta ligirali s T4 DNK ligazo, preko noci pri 16 °C. Po koncani ligaciji
smo T4 DNK ligazo inaktivirali tako, da smo epice z ligacijsko meSanico za 10 minut
izpostavili temperaturi 65 °C. Dobljeni fragment smo nato rezali s Xhol in MIul (vektor
pTolT je bil ze odprt na tak nacin). Rezan pTolT vektor in rezano fuzijo smo nato locili z
agarozno elektroforezo in ju ocistili iz gela s pomocjo kompleta za ekstrakcijo DNK iz gela
po navodilih proizvajalca (QiaGen, ZDA). Oba rezana fragmenta smo ligirali s T4 DNK
ligazo, preko noci pri 16 °C. Po koncani ligaciji smo T4 DNK ligazo inaktivirali tako, da
smo epice z ligacijsko meSanico za 10 minut izpostavili temperaturi 65 °C, ligacijske
mesSanice pa transformirali v kompetentne celice DH5a. Uspesnost restrikcije in ligacije
smo nato potrdili s PCR, pri ¢emer smo uporabili zafetne nukleotide, ki ustrezajo
konstruktu ter s kontrolno restrikcijo.
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Slika 11: Shema poteka priprave vektorja z zapisom za TolA- Pfn.121)-TolA.
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Slika 12: Shema poteka priprave vektorja z zapisom za Pfn, 151)-TolA.
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322 Izrazanje in izolacija rekombinantnih proteinov
3.2.2.1 Priprava kompetentnih celic

Za izraZanje fuzijskih proteinov smo uporabili razli¢ne seve bakterije E. coli. Nekaj kulture
iz epice smo z ezo nacepili na LB ploS¢o. Ko so kolonije zrasle, smo eno izmed njih
precepili v 50 ml SOB medija in jih pri 300 obratih na minuto gojili do opti¢ne gostote
~0,5, ki smo jo merili pri valovni dolzini 600 nm (ODggp). Suspenzijo celic smo prenesli v
ohlajeno in sterilno centrifugirko in suspenzijo inkubirali 10 minut na ledu. Zatem smo
celice centrifugirali 10 min pri 4000 obratih in 4 °C. Ko smo supernatant odstranili, smo
dobljeno bakterijsko usedlino resuspendirali v 8 ml ledeno hladnega 0,1 M CacCl, ter
ponovno centrifugirali 10 min pri 4.000 obratih in 4 °C. Sprane celice smo resuspendirali
Se v 1,8 ml raztopine CaCl, in Tris-glicerola, jih alikvotirali po 100 pl, zamrznili v
teko¢em dusiku in jih nato shranili v zmrzovalni skrinji pri -80 °C.

3222 Kemijska transformacija kompetentih celic

Kemijska transformacija je postopek, pri katerem v kompetentne bakterijske celice
vnesemo doloCen gen ali novo lastnost, kodirano na pDNA. Uporabili smo metodo s
toplotnim Sokom. Kompetentne bakterijske celice (shranjene pri —80 °C) smo inkubirali 30
minut na ledu, dodali 2 ul pDNA in na ledu inkubirali Se dodatnih 30 minut. Sledil je
toplotni Sok z 90 sekundno inkubacijo pri 42 °C. Mikrocentrifugirko s transformacijsko
zmesjo smo zatem takoj vrnili na led za 2 minuti. Zatem smo dodali 400 pl LB in
inkubirali 1 uro pri 37 °C ob konstantnem stresanju. Po eni uri smo transformirane celice
razmazali na LB plosCo z ustreznimi antibiotiki.

323 IzraZzanje in izolacija rekombinantnih proteinov
3.2.3.1 Izrazanje rekombinantnih proteinov

Vektorje z zapisom za Pfn smo transformirali v razli¢ne ekspresijske sisteme bakterije E.
coli. Gojili smo jih v gojis¢éu M9-LB z ustreznimi antibiotiki. Rast smo spremljali z
merjenjem opti¢ne gostote ODgpo. Najprej smo transformirane bakterije gojili pri 37 °C
dokler ODggo ni dosegla ~0,5. Nato smo v gojisce dodali IPTG (v kon¢ni koncentraciji 0,15
mM) in kultivirali Se 4 - 5 ur pri temperaturi 25 °C ali 37 °C. Po kon€anem gojenju smo
celice centrifugirali 10 minut pri 4.500 obratih in 4 °C ter preko no¢i zamrznili pri -20 °C.
Prisotnost rekombinantnih proteinov smo zasledovali z NaDS-PAGE.

3232 Izolacija rekombinantih proteinov

Rekombinantne proteine smo izolirali po protokolu »The Qia expressionist« proizvajalca
QiaGen, ZDA. Konstrukte, ki so se izrazali v topni obliki, smo izolirali po protokolu za
izolacijo pri nativnih pogojih. Pri izolaciji tistih konstruktov, ki so se izrazali v netopni
obliki (inkluzijska telesca, I'T), smo sledili protokolu za izolacijo pri denaturajocih pogojih

3.2.3.2.1 Izolacija rekombinantnih proteinov pri nativnih pogojih

Fuzijske proteine TolA-Pfn(s-121), TolA-Pfn(22-136) in TolA-Pfn)-121)-TolA smo izolirali pri
nativnih pogojih. Vzorce smo poizkusali imeti ¢im ve¢ ¢asa na ledu, da smo tako ¢im bolje
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ustavili delovanje proteaz. Bakterijski pelet smo resuspendirali v pufru A za izolacijo pri
nativnih pogojih (2 ml pufra/g usedline) in dodali DNazo (v kon¢ni koncentraciji 10
png/ml), RNazo (v kon¢ni koncentraciji 20 pg/ml), benzamidin-HCl (v 1 mM kon¢ni
koncentraciji), lizocim (v kon¢ni koncentraciji 1 mg/ml), B-merkaptoetanol (v 20 mM
kon¢ni koncentraciji) in meSanico inhibitorejev proteaz Pefablock (v koncentraciji 1
mg/ml). Pred uporabo Pefabloc-a smo uporabljali PMSF, ki je reverzibilni inhibitor
serinskih proteaz, a se je izkazal kot neuc¢inkovit. Resuspendirane celice smo inkubirali 30
minut pri 4 °C ob konstantnem stresanju. Sledila je sonifikacija (Ultrasonic Disintegrator
Mk2, MSE Scientific Instruments, Anglija) 3 x po 1 minuto z deset sekundnimi premori.
Suspenzijo smo centrifugirali 30 minut pri 4 °C in 15.500 obratih. Pelet smo resuspendirali
v pufru za lizo (1 ml pufra/g mase) in ponovno dodali prej nasStete kemikalije. Po polurni
inkubacije v hladni sobi na stresalniku smo celi¢ni debris sonificirali ter centrifugirali. Po
zdruzitvi obeh supernatantov smo fuzijske proteine izolirali z Ni-afinitetno kromatografijo
po navodilih proizvajalca (QiaGen, ZDA). Ker rekombinantni proteini vsebujejo His-
repek, se lahko vezejo na nosilec v koloni. Kolono smo najprej sprali z nekaj ml pufra A in
B, da se znebimo necisto¢, cemur je sledilo spiranje s pufrom C. Slednji vsebuje 300 mM
imidazol, ki se kompetitivno veze na Ni-afinitetno kolono in izpodrine rekombinantne
proteine iz kolone. Prisotnost rekombinantnih proteinov v posameznih frakcijah smo
zasledovali z elektroforezo na 12 % NaDS-PAGE. Eluirane proteine smo dializrali, da smo
odstranili imidazol.

3.2.3.2.1 Izolacija rekombinantnih proteinov (TolA-Pfn(i96-540)) pri denaturajocih pogojih

Pri denaturajocih pogojih smo izolirali konstrukt TolA-Pfn(i96.540). Bakterijski pelet smo
zeleli ¢im bolje ocistiti bakterijskih membranskih in ostalih proteinov pred raztapljanjem v
pufru za lizo pri denaturajocih pogojih. Usedlino smo zato najprej resuspendirali v pufru za
lizo pri nativnih pogojih (2 ml pufra/mg usedlini) in dodali isto koli¢ino encimov in
kemikalij kot pri izolaciji pri nativnih pogojih. Lizat smo inkubirali 90 minut na ledu, nato
pa sonificirali 6 x po 20 sekund z deset-sekundnimi pavzami. Po centrifugiranju lizata 30
minut pri 4 °C in 15.500 obratih smo odstranili supernatant in postopek ponovili. Dobljeno
usedlino smo ponovno resuspendirali v pufru za lizo pri nativnih pogojih in dodali 0,5 %
Triton X-100 (v/v), sledilo je 15-minutno mesanje na ledu in deset-minutno centrifugiranje
pri 4 °C ter 15.500 obratih. Postopek smo ponovili Stirikrat. O¢is€ena inkluzijska telesca
smo raztopili v pufru B za lizo pri denaturajocih pogojih pufer (5 ml pufra/g inkluzijskih
telesc). Ker se IT preko noci ob konstantnem meSanju v 8 M urei niso raztopila, smo jih
sonicirali 20 x po 10 sekund z deset-sekundnimi presledki. Po sonifikaciji smo IT
raztapljali preko noci. Ker je bilo poleg konstrukta v inkluzijskih telescih Se veliko
proteinskih necisto¢, smo ga poizkusali izolirati z Ni-afinitetno kromatografijo po
navodilih proizvajalca (QiaGen, ZDA). Rekombinantne proteine iz kolone lahko speremo s
serijo pufrov z naras¢ajoco koncentracijo imidazola ali pa s serijo pufrov s padajo¢im pH.
Prisotnost rekombinantnih proteinov smo zasledovali z elektroforezo na 12 % NaDS-
PAGE. Ker so bila inkluzijska telesca raztopljena v 8 M urei, je sledilo zvijanje proteina.

3.2.33 Dializa N-terminalnih konstruktov Pfn, ki so bili izolirani pri nativnih pogojih

Po izolaciji rekombinantnih proteinov (TolA-Pfns.121), TolA-Pfn(-136) in TolA-Pfno-121)-
TolA) pri nativnih pogojih z Ni-afinitetno kromatografijo smo imidazol, ki je bil prisoten v
proteinskih frakcijah, odstranili z dializo proti fosfatnem pufru. Dializa je potekala v



25
Skoc&aj M. Izrazanje delov ¢loveskega perforina v bakteriji Escherichia coli.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega studija mikrobiologije, 2009

dializnih vreckah s porami, ki prepuscajo delce manjSe od 12.000 — 14.000 kDa. Ob
konstantnem mesSanju pri 4 °C smo vsaj Stirikrat na vsake $tiri ure zamenjali dializno
raztopino ali pa smo pustili dializo teci preko noci. Po koncani dializi smo vsebino iz
vrecke centrifugirali 30 minut pri 19.800 obratih. Koncentracijo proteinov v supernatantu
smo zasledovali spektrofotometricno pri valovnih dolzinah med 360 in 200 nm.
Koncentracijo proteinov smo izracunali iz koeficienta vrednosti absorbance pri 280 nm in
teoretiénega uteZnostnega ekstincijskega faktorja pri koncentraciji 1 mg/ml ('),
katerega smo dolocili z orodji ExPASy Proteomics Tools (ProtParm tool
(http:us.expasy.org/tools/)).

3234 Zvijanje C-terminalnega dela perforina, ki smo ga izolirali pri denaturajocih
pogojih

Preglednica 21: Pogoji zvijanja konstrukta TolA-PFNj9s.540) -

Uporabljeni pufer Metoda zvijanja

50 mM NaH,PO,, 20 mM B-MEtOH, 1 mM EDTA, | red¢enje, postopno redéenje, dializa

pH S8

20 mM Tris-HCl, 20 mM B-MEtOH, 1 mM EDTA, | postopno redcenje, dializa

pHS&

50 mM NaH,PO,4, 20 mM B-MEtOH, 1 mM EDTA, | postopno redcenje, dializa
pH7

20 mM Tris-HCL, 20 mM B-MEtOH, 1 mM EDTA, | postopno redcenje, dializa
pH7

50 mM NaH,PO4, 20 mM B-MEtOH, 0,5 mM | postopno redcenje, dializa
EDTA, pH 7

20 mM Tris-HCI, 20 mM B-MEtOH, 0,5 mM EDTA, | postopno red¢enje, dializa
pH 6

20 mM Tris-HCI, 20 mM B-MEtOH, 0,5 mM EDTA, | postopno redcenje, dializa
100 mM NacCl, pH 8
20 mM Tris-HCI, 20 mM B-MEtOH, 0,5 mM EDTA, | postopno redcenje, dializa
200 mM NaCl, pH 8

Pogoji za posamezno metodo zvijanja so bili sledeci:

Redcenje: izhodni vzorec smo red¢ili v razlicnih razmerjih, ki so podana pri posameznem
poskusu in ga Sele nato dializirali. Dializa je potekala pri 4°C in ob konstantnem meSanju.

Dializa: dializno cev z vzorcem smo dali v pufer za zvijanje. Pufer za zvijanje smo
zamenjali najmanj trikrat (na vsake Stiri ure) oz. veckrat, ¢e smo dializirali v ve¢ stopnjah
in razli¢nih pufrih (npr., ko smo znizevali koncentracijo uree), ali pa ko smo eno izmed
stopenj pustili preko noci. Dializa je potekala na 4°C in ob konstantnem meSanju.

Postopno redéenje: majhen volumen v urei denaturiranega proteina smo pocasi inicirali v
nekaj mililitrov pufra za zvijanje in Sele nato dializirali proti nizjim koncentracijam uree.
Celoten proces je potekal pri 4 °C in ob konstantnem mesanju.

Koncentracijo proteinov smo zasledovali spektrofotometri¢no pri valovnih dolzinah med
360 in 200 nm in jo izracunali iz koeficienta vrednosti absorbance pri 280 nm in
teoretiénega uteznostnega ekstincijskega faktorja pri koncentraciji 1 mg/ml (€', ki smo
ga dolocili z orodji ExXPASy Proteomics Tools (ProtParm tool (http:us.expasy.org/tools/)).



26
Skoc&aj M. Izrazanje delov ¢loveskega perforina v bakteriji Escherichia coli.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega studija mikrobiologije, 2009

324 Karakterizacija konstruktov
3.2.4.1 Obarjanje proteinov s triklorocetno kislino (TCA)

Proteinskemu vzorcu, ki smo ga Zeleli oboriti, smo dodali 50 % TCA (m/v) do koncne
koncentracije 10 % (m/v) in inkubirali 10 min na ledu. Sledilo je 15-minutno
centrifugiranje pri 13.200 obratih in 4 °C. Supernatant smo zavrgli, usedlino pa sprali s 300
ul ledeno hladnega acetona in ponovno centrifugirali pri istih pogojih. Aceton smo
odpipetirali, usedlino pa posusili na 37 °C. Pred nanosom na gel smo jo resuspendirali v 1
X nanasalnem pufru.

3.2.4.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE)

Elektroforezo smo izvajali s PowerPac HC sistemom, na NaDS-PAGE gelih razli¢nih
zamrezenosti in debelin. Najprej smo vlili lo¢itveni gel, ga prelili z 1 ml dH;0 in pustili 30
minut, da je polimeriziral. Nato smo odstranili dH,0 in na locitveni gel vlili vstopni gel, v
katerega smo vstavili glavnicek, s katerim smo naredili Zepke za nanos vzorcev. Vstopni
gel smo pustili polimerizirati 30 minut. Gele smo nato takoj uporabili ali pa jih shranili za
najveC en teden pri 4 °C. Elektroforeza je potekala v 1-kratnem elektroforeznem pufru
NaDS priblizno leno uro pri konstantni napetosti 160-200 V. Elektroforezo smo ustavili,
ko je barvilo bromfenolmodro doseglo spodnji rob loCitvenega gela. Proteine v gelu smo
barvali s Coomassie-jevim modrim barvilom (raztopina za barvanje) ali prenasali na
PVDF- membrane.

3.243 Zasledovanje izrazanja konstruktov

Ko je bakterijska kultura zrastla toliko, da smo namerili opti¢no gostoto ODggy ~0,5, je bila
v eksponentni fazi rasti. Pred dodatkom IPTG, ki je induciral sintezo Zeljenega gena, je
bilo potrebno odpipetirati nekaj mikrolitrov kulture. V ta namen opti¢no gostoto kulture
delimo s faktorejm 0,6. Dobljeni koeficient predstavlja Stevilo mikrolitrov bakterijske
suspenzije, ki jo moramo odpipetirati. Celice smo nato centrifugirali 10 minut pri 13.200
obratih in odstranili supernatant. Usedlini smo dodali 10 ul 1 M DTT, 10 pl dH,0 in 20 pl
2 x nanaSalnega pufra. Tak vzorec smo inkubirali 10 minut pri 100 °C in ponovno
centrifugirali 10 minut pri 13.200 obratih. Na gel smo nanesli od 2-5 pl. Enako smo
ponovili po koncu namnozevanja oz. izrazanja zeljenega konstrukta. Elektroforeza je
potekala pri konstantni elektri¢ni napetosti 160-200 V. Tako smo lahko primerjali profil
proteinskih lis vzorcev pred in po indukciji .

3244 Zasledovanje poteka izolacije konstruktov

Po 10 ul vsake frakcije (nevezano, spiranje, elucija) smo zmesali z 10 ul 1 M DTT in 20 pl
2 x nanaSalnega pufra in po 2-10 pl nanesli na 12% NaDS-PAGE gel. Elektroforeza je
potekala pri konstantni elektri¢ni napetosti 160-200 V.

3.2.4.5 Zasledovanje topnosti proteinov po koncani dializi

Po koncani dializi smo vsebino iz dializne cevi 30 minut centrifugirali pri 19.800 obratih in
4 °C. 2-10 pl supernatanta smo zmesali z ustrezno koli¢ino DTT in 2 x nanaSalnega pufra,
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usedlino pa z 1 x nanaSalnim pufrom, ki smo mu dodali ustrezno koli¢ino 1 M DTT. Ce
smo v izhodiS¢u imeli zelo malo vzorca, bodisi zaradi nizkega donosa pri izolaciji, bodisi
ker smo vzorec moc¢no redCili pred zacetkom dialize ali pri zvijanju s postopnim
redenjem, smo proteine oborili s pomocjo protokola za obarjanje proteinov s TCA.
Vzorce smo nato nanesli na 12 % NaDS-PAGE.

3.2.4.6 Prenos proteinov po westernu in imunodetekcija

Proteine iz NaDS-PAGE gela smo z mokrim prenosom prenesli na PVDF-membrane.
Membrane smo najprej za nekaj sekund namocili v 100 % metanolu, nato smo jih skupaj s
penama in filter papirji za 30 minut namakali v pufru za prenos po westernu. Sistem za
prenos smo sestavili tako, da sta bila membrana in gel obdana s papirji in peno za prenos.
Membrana je bila na strani anode, gel pa na strani katode. Prenos je potekal 90 minut pri
150 mA.

Po konfanem prenosu smo membrano preko noci blokirali v pufru za blokiranje PVDF-
membran. Naslednji dan smo membrano dve uri inkubirali v pufru za blokiranje s 1000 x
redCitvijo primarnih protiteles. Membrano smo spirali 5 x po 10 minut v pufru za spiranje,
¢emur je sledila inkubacija v pufru za blokiranje s 1000 x red¢itvijo sekundarnih protiteles,
ki so bila konjugirana s hrenovo peroksidazo. Inkubacija je potekala 90 minut. Po
ponovnem spiranju membrane 5 x po 10 minut smo sekundarna protitelesa detektirali s
peroksidaznim substratom v pufru za razvijanje PVDF-membran.

3.2.5 Rezanje fuzije s trombinom

Proteinski konstrukti so bili sestavljeni tako, da so imeli med delom TolA in perforinskim
delom prepoznavno mesto za trombin. Najprej smo dolocili najnizjo koncentracijo
trombina, ki Se reze doloceno koncentracijo fuzije. Po optimizaciji rezanja smo fuzijske
proteine rezali tako, da smo dodali 4 U trombina/mg proteina. V restrikcijsko meSanico
smo dodali Se ustrezen volumen 10 x pufra za rezanje in pustili reakcijo te¢i 5 ur pri 20 °C.
Po koncu rezanja smo uspesSnost preverili s NaDS-PAGE. Fuzijska partnerja smo nato
poizkusali lo€iti z Ni-afinitetno, ionsko-izmenjevalno in hidrofobno kromatografijo.

3.2.6 Kromatografske metode
3.2.6.1 Gelska kromatografija

Gelsko filtracijo smo uporabili za izolacijo TolA-Pfn(j96.5409). Do porazdelitve med
stacionarno (nosilec v kolni) in mobilno fazo prihaja zaradi razli¢ne velikosti molekul. Ta
proces omogocajo gelski nosilci v kolni, ki so sestavljeni iz zamreZenih sferi¢nih delcev.
Uporabili smo kolono Superdex 75 HR 10/30, ki smo jo pritrdili na aparaturo FPLC

3.2.6.2 Hidrofobna kromatografija

Hidrofobno kromatografijo smo izvajali v kolonski tehniki. Namenjena je locevanju bolj
hidrofobnih molekul od manj hidrofobnih. Ker je tudi Pfn zelo hidrofoben, smo hoteli
fuzijska partnerja po cepljenju s trombinom lociti na ta nacin. Najprej je bilo potrebno
izbrati sol in preveriti, katera je tista koncentracija soli, pri kateri se nam proteini ne
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oborijo. Za hidrofobno kromatografijo sta potrebna dva pufra. V pufru A je raztopljen
hidrofobnim povr§inam v proteinu termodinamsko najugodneje poiskati drugo hidrofobno
povrsino. To je v tem primeru nosilec. Ko pricnemo z nizanjem koncentracije soli,
hidrofobne interakcije niso ve¢ tako mocne in protein speremo iz kolone. Fuzijo po rezanju
smo poskusali lo¢iti s pomocjo treh razli¢nih kolon in dveh vrst soli.

3.2.6.3 Ionsko-izmenjevalna kromatografija

Ionsko-izmenjevalno kromatografijo smo uporabili pri izolaciji fuzijskih proteinov ali Pfn
fragmentov po rezanju fuzij. Proteine smo po reaznju in dializi centrifugirali, supernatant
pa smo nanesli na kationsko kolono. Pufer A je imel nizko , pufer B pa visoko ionsko
jakost. LoCevanje smo izvajali na kationski koloni Mono S HR 5/5. pH pufrov je bil nizji
od Ip proteinov, ki so bili tako pozitivno nabiti. Fuzijski proteini bi se tako morali vezati na
kolono in nato sprati z linearno naras¢ajoco koncentracijo soli.

3.2.7 Hemolizni test

Cloveske ali goveje eritrocite smo najprej vsaj 4-krat sprali s fiziolo§ko raztopino in $e vsaj
2-krat z eritrocitnim pufrom. Opti¢na gostota eritrocitov v 200 pl volumna mora biti ~0,5.
V prvo jamico smo odpipetirali 200 ul vzorca, v vse ostale, do dvanajste, pa po 100 pl
eritrocitnega pufra. Nato smo iz prve jamice odvzeli 100 pl vzorca, prenesli v naslednjo
jamico, dobro premesali in tako nadaljevali do dvanajste jamice, kjer smo 100 ul vzorca
zavrgli. Na koncu smo dodali $e po 100 pl eritrocitov, z dodajanjem pa zaceli na koncu, v
dvanajsti vrstici in Sli vedno proti nizjim redCitvam do prve vrstice. Za merjenje
absorbance smo uporabili ¢italec mikrotitrskih plos¢ MRX in pripadajo¢i program MRX
Revelation.
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4 REZULTATI
4.1 SHEMA POTEKA RAZISKAV V DIPLOMSKEM DELU
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Slika 13: Shema poteka raziskav v diplomskem delu.

4.2 LASTNOSTI AMINOKISLINSKIH ZAPOREDIJ KONSTRUKTOV, KI
SMO JIH IZRAZALI

S pomocjo programa ProtParm, dostopnega na internetni strani ExPASy (SIB, 2009), smo
dolo¢ili lastnosti konstruktov, ki smo jih izrazali.

Preglednica 22: Osnovne lastnosti aminokislinskih zaporedij konstruktov

Konstrukt DolZina (ak) Stevilo cisteinov
TOIA-PfIl(zz_lzl)-TOlA 9,22 312 33,0 9
an(22_121)-T01A 9,24 207 22,2 7
TOIA-Pfl’l(zz_]z]) 9,24 213 22,6 7
TOIA-Pﬁl(22_136) 9,33 228 24,3 7
TOIA'an(Zz_IGZ) 9,49 254 27,0 7
TOIA-an(22_196) 9,29 288 33,0 8
TOIA-an(196_540) 6,92 458 50,2 16
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Fragmente Pfn smo izrazali v obliki fuzijskih proteinov s proteinom TolA iz E. coli kot
fuzijskim partnerjem. Ta nekaterim slabo topnim proteinom omogoci izraZanje v topni
obliki. Vsi konstrukti so imeli prepoznavno mesto za trombin, ki reze polipeptidno verigo
na meji med obema fuzijskema partnerjema.

Preglednica 23: Osnovne lastnosti aminokislinskih zaporedij, ki nastanejo po rezanju konstruktov s
trombinom
Konstrukt

N-terminalni del Sredinski del C-terminalni del

TolA-Pfn (22_121)-T01A HiS6- TolA an(22-121) TolA
pl 8,94 9,63 8,59
Dolzina (Stevilo AK) 19 108 95
M,, (kDa) 11,5 11,6 9,9
Stevilo cisteinov 2 5

Konstrukt N-terminalni del C-terminalni del
anm_m)-TolA HiS6- an(22-121) TolA

pl 9,63 8,93
Dolzina (Stevilo AK) 112 99

M,, (kDa) 12,3 10,4
Stevilo cisteinov 5 2
TOIA-Pfl’l(zz_]z]) HiSG-TOlA Pﬁ’l(zz_]z])
pl 8,94 9,35
Dolzina (Stevilo AK) 109 104

M, (kDa) 11,5 11,2
Stevilo cisteinov 2 5
TOIA-an(22_136) HiS6-TOIA an(22-136)
pl 8,94 9,55
Dolzina (Stevilo AK) 109 119

M,, (kDa) 11,5 12,9
Stevilo cisteinov 2 5
TOIA-Pﬁl(zz_mz) HiSé-TOlA an(22-162)
pl 8,94 9,86
Dolzina (Stevilo AK) 109 145

M,, (kDa) 11,5 15,5
Stevilo cisteinov 2 5
TOIA-Pﬁl(22_196) HiS6-T01A an(22-196
pl 8,94 9,38
Dolzina (Stevilo AK) 109 179

M,, (kDa) 11,5 19,6
Stevilo cisteinov 2 6
TOIA-Pfl’l(196_540) HiSG-TOlA an(196—540)
pl 8,94 6,35
Dolzina (Stevilo AK) 109 349

M, (kDa) 11,5 38,7
Stevilo cisteinov 2 14
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4.3 IZRAZANJE KONSTRUKTOV

Konstrukte smo izrazali pri razli¢cnih T in v razli¢nih sevih E. coli.

Preglednica 24: Izrazanje posameznih konstruktov v razli¢nih sevih E.coli pri razli¢nih temperaturah

Konstrukt Sevi E. coli T gojenja IzraZanje v topni obliki (TO)
ali v obliki inkluzijskih telesc
(IT)
Pfng;.121-TolA BL21 (DE3) pLysS 25°C Protein se ni izrazal
Rosetta (DE3) pLysS
Origami (DE3) pLysS
TO]A-an(zz_IZI)-TOIA BL21 (DE3) pLySS 25°C TO
Rosetta (DE3) pLysS
Origami (DE3) pLysS
TolA- an(22-l2l) BL21 (DE3) pLysE 25°Cin 37°C TO
Rosetta (DE3) pLysS
Origami (DE3) pLysS
Rosetta gami-B (DE3) pLysS  25°C
TolA-Pfn;.136) Origami (DE3) pLysS 25°Cin37°C TO
Rosetta-gami B(DE3) pLysS
TolA-Pfn;.162) Origami (DE3) pLysS 25°Cin37°C 1IT
TolA-Pfn;.196) Origami (DE3) pLysS 25°Cin37°C 1IT
Tol A-Pfn96.540 Origami (DE3) pLysS 25°Cin37°C IT
Rosetta-gami B(DE3) pLysS

Prvi del namnozevanja je vedno potekal pri 37 °C, ob dodatku IPTG smo T znizali na 25
°C ali pustili pri 37 °C. Z izjemo konstrukta Pfn;.121)-TolA so se izrazili vsi konstrukti.
Konstrukte, ki so se izrazali v topni obliki, smo izolirali pod nativnimi pogoji. Vzorce s
konstrukti smo nato dializirali, da smo odstranili imidazol, ki smo ga pridobili med
izolacijo. Sledilo je rezanje in razlicne biokemijske tehnike, s katerimi smo hoteli lociti
fuzijska partnerja. Tako bi lahko izolirali rekombinanti Pfn, ki bi bil uporaben za nadaljnje
Studije.

Konstrukt TolA-Pfngios.s40, ki se je izrazal v netopni obliki, smo izolirali pod
denaturajocimi pogoji v obliki IT. Ta smo izolirali in jih dobro odistili. Nato smo
denaturiran protein poskusali renaturirati v razlicnih pufrih in dobiti funkcionalen
rekombinantni Pfn.

4.4 KONSTRUKTI N-TERMINALNEGA DELA PFN

Najprej smo pripravili konstrukt TolA-Pfn,.121), ki se je izkazal za zelo teZzaven protein.
Fuzija je kljub dodanim inhibitorjem proteaz s ¢asom razpadala. Delovanje proteaz bi
lahko upocasnili, e bi protein zamrznili pri —20 °C, a je Pfn pri tej T nagnjen k obarjanju
in agregaciji. Zato smo poskusili najti primernejsi sev za izrazanje. Preizkusili smo vrsto
sevov (preglednica 25), kar pa se ni izkazalo kot klju¢no. Tezave smo imeli tudi z
rezanjem fuzije, saj je v cepitveni mesanici med cepljenjem konstrukta nastajala oborina.
Videli smo lahko, da trombin reZe fuzijo, a fragmenta Pfn nismo uspeli izolirati. Fragmenta
po cepitvi smo poizkusili lociti z Ni-afinitetno, hidrofobno in ionsko-izmenjevalno
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kromatografijo, a nam to ni uspelo. Ker smo kljub vsemu zeleli dobiti stabilen fragment
Pfn, smo eksperimente usmerili v dve smeri.

Po eni strani smo hoteli podaljsati N-terminalno zaporedje Pfn, ki smo ga izrazali do 196-
ega aminokislinskega ostanka. Zato smo pripravili tri nove konstrukte, kateri so vsebovali
podaljSano N-terminalno regijo Pfn. Ker se je le TolA-Pfn(2,-136) izkazal kot topen protein,
smo nekaj eksperimentov naredili tudi s tem konstruktom. Po drugi strani smo razmisljali,
da bi pripravili razliCice fuzije TolA-Pfno;.121) na ta nacin, da bi bil TolA in Pfn del
zamenjali in da bi Pfn del fuzije zasc¢itili z obeh strani s TolA. Tega do sedaj ni poizkusil Se
nihce.

44.1 Konstrukt TolA-Pfn;-121)

Konstrukt smo najprej izrazali v treh razliénih ekspresijskih sistemih E. coli (slika 14)
(pozneje smo poiskusili Se v sevu Rosetta-gami B(DE3) pLysS). Hoteli smo izbrati sev, ki
bi bil najoptimalnejsi za izrazanje in stabilnost fuzije. Transformirane bakterije so rastle pri
37 °C in 200 obratih/minuto v LB M9 gojis¢u z dodanimi antibiotiki do ODsp0y~ 0,5.
Takrat smo odvzeli vzorec kulture (na slikah oznacCeno s Pred. ind.) in dodali 300 pl 1M
IPTG, ki je induciral sintezo proteina. Celice smo nadaljne 4 ure inkubirali pri 25 °C in 37
°C, da bi videli, ¢e se konstrukt izraza pri obeh T. Takrat smo odvzeli tudi nekaj pl vzorca
(na slikah oznaceno s Po. Ind.), da smo lahko zasledili ali se nam zeleni produkt izraza.
Obenem smo namnozevali tudi transformirane bakterije, kjer pa nismo inducirali sinteze
proteina (na slikah oznaceno z Brez ind.). Odvzete vzorce smo nanesli na 12 % gel NaDS-
PAGE. Protein ima molekulsko maso 22,6 kDa in bi se moral nahajati med viSinama lis, ki
oznacujeta molekulski masi 17 in 26 kDa.

o (o)
25°C 37°C
Pred Po Brez Pred Po Brez Pred Po Brez Brez Pred Po Brez Pred Po Brez Pred Po
ind. ind. ind. M ind. ind. ind. ind. ind. ind. ind. ind. M ind. ind. ind. ind. ind. ind. ind.
- = = == = 8 B s ==
= L =0 = s = g = E =
= —_— - - = —
26 | - —
4 - 26 & o .
17 - — L 2 17 !
11 n
B2 Rosetta Origami Ori. BL2I (DE3) plysS  Rosetta (DE3) plysS Origami
(DE3) pLysE (DE3) pLysS (DE3) pLysS (DE3) plysS

Slika 14: Izrazanje konstrukta TolA-Pfn;.12;) pri 25°C in 37°C v treh razli¢nih ekspresijskih sistemih E. coli.
Legenda: Pred ind. - pred indukcijo; Po ind. - po indukciji; Brez ind. - brez indukcije, M - oznacevalec
velikosti.

Iz slike 14 je razvidno, da se je konstrukt primerne velikosti izrazal pri obeh T in v vseh
treh sevih E. coli.

44.1.1 IzraZanje konstrukta TolA-Pfn;.121) v BL21 (DE3) pLysE

Sev E. coli BL21 /DE3) pLysE ima okvarjen zapis za proteazi OmpT in Lonl, zaradi ¢esar
je primeren kandidat za izrazanje fuzijskega proteina. Plazmid pLysE izraza visjo koli¢ino
lizocima T7 kot pLysS, kar omogoca Se boljSo kontrolo polimeraze T7 RNA. Dobra
kontrola slednje je Se posebej nujna, ko pri¢akujemo, da bo protein za bakterijo toksicen.
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4.4.1.1.1 Izrazanje in izolacija konstrukta TolA-Pfn(,.121) iz BL21 (DE3) pLysE

Transformirane bakterijske celice smo namnozevali pri 37 °C. Ko je ODgyo dosegel ~0,5
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 37 °C.
Celice smo s centrifugiranjem lo€ili od gojisc€a, jih ¢ez no¢ zamrznili, naslednji dan pa
lizirali. Ker smo fuzijo dobili v topni frakciji, smo jo izolirali pod nativnimi pogoji.
Izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetno kolono. Vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE.

Pelet E1 E2 E3 E4 E5

M
polizi SN M FT L1 L2 w1 w2
1 =
C—
—
| —

—
—

-

26 —

T ——

sEss 0 -8
-

1

—
| —
Slika 15: Izolacija konstrukta TolA-Pfn . 121y iz BL21 (DE3) pLsyE z Ni-afinitetno kromatografijo.

Legenda: Pelet po lizi; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; M - oznacevalec velikosti; FT - sprano; L1,

L2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za lizo; W1, W2, frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje;
El, E2, E3, E4, ES, vzorci pri spiranju kolone s pufrom za elucijo.

Na sliki 15 vidimo, da smo protein izolirali, a vsebuje vzorec veliko necistoc.
4.4.1.1.2 Dializa konstrukta TolA-Pfn(».121) 1z BL21 (DE3) pLysE

Vzorce E1-E4 smo dializirali v 5 mM fosfatnem pufru (5 mM EDTA, 20 mM B-MeEtOH,
pH 7,2). Po koncu dialize smo vsebino dializne vrecke centrfugirali. Na NaDS-PAGE smo
nanesli nekaj supernatanta in nekaj oborine, ki nastane med dializo. Po dializi smo
preverili koncentracijo proteina z merjenjem spektra pri 280 nm.

Pelet SN+ DTT SN M

Slika 16: TolA-Pfn.121) iz BL21 (DE3) pLsyE po dializi.
Legenda: Pelet - pelet po dializi; SN (+ DTT) - topna frakcija (z dodanim DTT); M - oznacevalec velikosti.

4.4.1.1.3  Ionsko-izmenjevalna kromatografija z vzorcem konstrukta TolA-Pfn,.121) 1z
BL21 (DE3) pLysE

V dializirani fuziji je bilo veliko proteinskih necisto¢ (slika 16), zato smo jo Zeleli dodatno
ocistiti z ionsko-izmenjevalno kromatografijo. Ker ima izoelektricno toc¢ko pri pH 9,24 in
bi se ob izbranem pufru A (pH 6,9) morala vezati na kationski izmenjevalec (kationska
kolona MonoS). Protein je namre¢ pri teh pogojih pozitivno nabit. Protein bi morali iz
kolone sprati z linearno naras¢ajo¢im gradientom soli.
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Slika 17: Kromatogram vzorca TolA-Pfn;.121y iz BL21 (DE3) pLsyE po ionsko-izmenjevalni kromatografiji.
Kolono smo najprej sprali s pufrom A (50 mM fosfatni pufer, pH 6,9) in jo tako umerili. Zatem smo na
kolono smo nanesli 2 ml fuzijskega proteina, ki bi se moral pri danem pH vezati na kolono, saj je pozitivno
nabit (pI 9,24). Ko je absorbanca nevezanega vzorca postala konstantna, smo priceli spirati z pufrom B (50
mM fosfatni pufer, 1 M NaCl, pH 6,9). Spirali smo tako, da je koncentracija soli v pufru za spiranje v roku

45 minut presla iz 0 M na 1 M koncentracijo. Iz kromatograma lahko vidimo, da se nam je fuzijski protein
vezal na kolono.

Posamezne frakcije smo za NaDS-PAGE pripravili po protokolu za obarjanje proteinov s
TCA.
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Slika 18: Posamezne frakcije TolA-Pfn;.121) iz BL21 (DE3) pLsyE po ionsko izmenjevalni kromatografiji.

Na sliki 18 vzorca 2 in 3 predstavljata nevezan protein. Vidimo le lisi, ki se nahajata na
visini okoli 72 kDa iz Cesar smo sklepali, da nam fuzijski protein agregira. V proteinskih
vzorcih, ob eluciji, je bilo najve¢ proteina v frakcijah 13 in 14. Pri vzorcu frakcije 19 je
verjetno priSlo do agregacije fuzije v razlicno velike agregate. Ionsko-izmenjevalno
kromatografijo smo s tem vzorcem veckrat ponovili. Kromatogrami so si bili med sabo
podobni in tako nismo uspeli zadovoljivo lociti fuzije od necistot.
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4.4.1.1.4 Cepitev konstrukta TolA-Pfn,.121) 1z BL21 (DE3) pLysE s trombinom in
izolacija Pfn fragmenta z Ni-afinitetno kolono

1 ml fuzije smo cepili 5 ur pri 25 °C v koncentraciji 1,4 U trombina/mg proteina. Med
rezanjem je nastala oborina. Vzorec po cepitvi smo zato centrifugirali in locili pelet od
supernatanta. Pelet smo raztopili v nekaj mikrolitrih 8 M uree, supernatant pa nanesli na
Ni-afinitetno kolono. Fragmenta se po molekulski masi razlikujeta za manj kot 0,3 kDa.
Pfn fragment smo pri¢akovali v nevezani frakciji (na sliki oznaceno s FT), fragment TolA
pa naj bi dobili pri spiranju s pufrom za elucijo. Vse vzorce smo nanesli na NaDS-PAGE,
da bi preverili, ¢e smo proteina uspesno locili.

Fuzija SN M Pelet FT L1 L2 E1 M E2 W1 W2 E3 E4
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Slika 19: Izolacija Pfng.121y iz BL21 (DE3) pLsyE z Ni-afinitetno kromatografijo po cepitvi fuzijskega

proteina.
Legenda: Fuzija - nerezana fuzija; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; M - oznacevalec velikosti;

Pelet; FT - sprano; L1, L2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za lizo; W1, W2, frakciji pri spiranju kolone
s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4, vzorci pri spiranju kolone s pufrom za elucijo.

Na sliki 19 vidimo, da je trombin rezal fuzijski protein. Po spiranju s 300 mM imidazolom
(E1-4) smo dobili liso primerne velikosti, ki predstavlja fragment TolA. Pfn fragment bi
moral biti v frakciji FT, a kot Ze povedano, ga nismo uspeli izolirati. Predvidevali smo, da
Pfn ob cepitvi agregira, zato ga ne moremo izolirati z Ni-afinitetno kromatografijo. Pfn
fragmenta nismo dobili niti v peletu, ki smo ga raztopili v 8 M urei (slika 19).
Najverjetneje so bili visokomulekularni agregati, ki so bili prisotni v peletu tako veliki, da
niso potovali skozi gel. Ostali so na vrhu, v spojitvenem gelu, ki smo ga po elektroforezi
zavrgli.

44.1.2 IzraZanje konstrukta TolA-Pfn;.121) v Rosetta (DE3) pLysS

Za izrazanje fuzije smo izbrali nov sev Rosetta (DE3) pLysS. Ta sev E. coli je primeren za
boljse izrazanje evkariotskih genov, saj na plazmidu pLysS vsebuje tRNA za v E. coli
redkeje uporabljene kodone, kar lahko olajSa izrazanje evkariotskih genov (Brinkmann in
sod., 1989; Kane, 1995).
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4.4.1.2.1 Izrazanje in izolacija konstrukta TolA-Pfn(,.121) iz Rosetta (DE3) pLysS

Pred Po Pelet
ol O i L2 W1 W2 E1 E2 E3 E4 E5

26

Slika 20: Izolacija konstrukta TolA-Pfn . 121) iz celic Rosetta (DE3) pLsyS z Ni-afinitetno kromatografijo.
Legenda: Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na
kolono; M - oznacevalec velikosti; FT - sprano; L1, L2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za lizo; W1,
W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4, ES - vzorci pri spiranju kolone s
pufrom za elucijo.

4.4.1.2.2 Dializa konstrukta TolA-Pfn(,.121) iz Rosetta (DE3) pLysS

Vzorce EI-E5 smo dializirali proti 5 mM fosfatnem pufru (5 mM EDTA, 20 mM -
MeEtOH, pH 7,2). Po koncu dialize smo vsebino dializne vrecke centrifugirali. Na NaDS-
PAGE celektroforezo smo nanesli nekaj supernatanta in oborine, ki nastane med dializo
(slika 20). Po dializi smo preverili koncentracijo proteina z merjenjem spektra pri 280 nm.

Vzorec po dializi Pelet po dializi
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Slika 21: TolA-Pfn.121) iz Rosetta (DE3) pLysS po dializi.

4.4.1.2.3 Optimizacija rezanja konstrukta TolA-Pfn».121) iz Rosetta (DE3) pLysS,
prenos proteinov po westernu in imunodetekcija z misjimi protitelesi proti His-
repku

Fuzijo smo rezali v koncentraciji 1.4 do 0.01 U trombina/mg proteina. Vzorce smo
inkubirali 5 ur pri 25 °C in jih nato lo€ili z NaDS-PAGE elektroforezo. Naredili smo dva
gela, eden nam je sluzil za prenos proteinov na PVDF (polivinil-diflouridno) membrano in
imunodetekcijo His-repka, ki je del proteina TolA (slika 22).

Optimizacija rezanja fuzije Optimizacija rezanja fuzije
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Slika 22: Optimizaciji rezanja fuzije in imunodetekcija fragmenta TolA s pomo¢jo misjih protiteles prot1 His-

repku.
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Trombin reze fuzijo do koncentracije 1,4 U trombina/mg proteina (slika 22). Na PVDF
membrani opazimo, da se miS§ja protitelesa proti His-repku veZzejo tudi na razgradne
produkte fuzije. Lisa na NaDS-PAGE, ki predstavlja rezano fuzijo, je fragment TolA.

4.4.1.2.4 Rezanje konstrukta TolA-Pfn;.121) iz Rosetta (DE3) pLysS s trombinom in
izolacija Pfn fragmenta z Ni-afinitetno kromatografijo

Rezali smo 1 ml dializirane fuzije v koncentraciji 1,4 U trombina/mg fuzije. Rezanje je
potekalo 5 ur pri 25°C. Uporabili smo 10-kratni pufer za cepitev, a brez CaCl,. Tak pufer
Se vedno omogoca ve¢ kot 95% aktivnost encima. Opazili smo, da pri takSnih pogojih,
oborina ne nastane. Rezano fuzijo smo nanesli na Ni-afinitetno kolono. Pfn fragment bi
morali dobiti v nevezani frakciji (FT), fragment TolA pa v frakciji pri spiranju kolone s
pufrom za elucijo.

FT. M L1 L2 L3 W1 W2 W3 E1 E2

26
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Slika 23: Izolacija Pfn,.121) fragmenta po cepitvi TolA-Pfn, 121y iz Rosetta (DE3) pLysS z trombinom z Ni-
afinitetno kromatografijo.

Legenda: FT - sprano; M - oznaéevalec velikosti; L1, L2, L3 - frakcije pri spiranju kolone s pufrom za lizo;
W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2 - vzorca pri spiranju kolone s pufrom za
elucijo.

Na slika 23 lahko vidimo dve lisi v frakciji FT. To naj bi bila TolA in Pfn fragment.
4.4.1.2.5 Hemolizni test vzorca TolA-Pfn(,.121) 1z Rosetta (DE3) pLysS

Z vzorci dializirane fuzije, rezane fuzije in frakcijo FT smo naredili hemolizni test.
Hemolize ni bilo. Podatki niso prikazani.

4.4.1.2.6 Hidrofobna kromatografija vzorca TolA-Pfn(,.121) iz Rosetta (DE3) pLysS

Pred poskusom smo morali doloc¢iti koncentracijo NaCl, pri kateri se Pfn oz. rezana fuzija
ne obori. Ugotovili smo, da je to 250 mM koncentracija NaCl, kar je relativno malo. Pfn je
Ze po naravi nagnjen k agregaciji, kar pa dodatek soli Se bolj pospesi. Uporabili smo
kolone Pheny Sepharose 6 Fast Flow (low solubility), HiTrap Butyl FF, HiTrapOctyl FF,
HiTrap Phenyl HP. Prav tako smo poizkusili z (NH4)>SOs namesto NaCl, a fragmentov
vseeno nismo uspeli lociti.



38
Skoc&aj M. Izrazanje delov ¢loveskega perforina v bakteriji Escherichia coli.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega studija mikrobiologije, 2009

a0

a5

a0

75

70

65

G0

55

50

25

30

26

e I Ol O O SO O N O O T O B T T e e
| Ik | 2 | 3 | 4 | o | ] | T | 2 | 9 |1EI ‘11 ‘12‘13|14|15|16|17|18|19|ED|21 |22|23 |24‘25|26|27|28|29|ED|31 |32|33 ‘34‘35‘36'37'38'39'40'41 |42|43|44|45|46|47 ‘48 ‘49'
50 100 180 200 " ) 350 ad’o 450 .

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|
20 |
|

|

|

|

|

|
oh

0.0 a0.0

Slika 24: Kromatogram rezanega konstrukta TolA-Pfns,.15;) iz Rosetta (DE3) pLysS pri locevanju s
hidrofobno kromatografijo.

Razli¢ne kolone, ki smo jih uporabili smo najprej sprali in umerili s pufrom A (50 mM fosfatni pufer), ki je
vseboval sol (NaCl ali (NH,4),SO,). Nato smo na kolono nanesli vzorec, ki je vseboval taksno koncentracijo
soli kot pufer A. Ko se je Crta, ki prikazuje absorbanco vzorca umirila, smo zaceli z gradientnim spiranjem s
pufrom B (50 mM fosfatni pufer). Spirali smo 45 minut in sicer tako, da je koncentracija soli ob koncu
spiranja dosegla 0 mM.

44.1.3 IzraZanje konstrukta TolA-Pfn;.121) v Origami (DE3) pLysS

Ker je bilo v konstruktu TolA-Pfn;-121) prisotnih 7 cisteinov (Uellner in sod., 1997), smo
preizkusili izrazanje tudi v sevu Origami (DE3) pLysS, ki ima v citoplazmi bolj
oksidativne razmere kot sicer bakterije te vrste, zaradi mutacij v genih za reduktazne
encime (Prinz in sod., 1997).

4414 Izrazanje in izolacija konstrukta TolA-Pfn;.121) iz Origami (DE3) pLysS

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODggo dosegel ~0,5
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 25 °C.
Celice smo s centrifugiranjem locili od gojis¢a, jih preko no¢ zamrznili in naslednji dan
lizirali. Ker smo fuzijo dobili v topni frakciji, smo jo izolirali pod nativnimi pogoji.
Izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetno kolono, vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE elektroforezo. Naredili smo dva gela NaDS-PAGE,
eden nam je sluZzil za prenos proteinov na PVDF-membrano in imunodetekcijo fragmenta
TolA z mi§jimi protitelesi proti His-repku.
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Slika 25: Izolacija konstrukta TolA-Pfn,.121) iz celic Origami (DE3) pLsyS z Ni-afinitetno kromatografijo
in imunodetekcija His-repka z mi§jimi protitelesi.

Legenda: M - oznacevalec velikosti; Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; Pelet po
lizi; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za
lizo; W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4 - vzorci pri spiranju kolone s
pufrom za elucijo.

Konstrukt se izraza. Profil proteinskih lis je drugacen kot pri BL21 (DE3) pLysS (slika 15)
in Rosetta (DE3) pLysS (slika 20). Pri imunodetekeiji vidimo, da se protitelesa vezejo na
veliko razgradnih produktov (slika 25).

4.4.1.5 IzraZanje konstrukta TolA-Pfn;.121) v Rosetta gami-B (DE3) pLysS

Izvira iz seva BL21 in zdruzuje glavne znacilnosti celic BL21, Origami in Rosetta. Sev ima
okvarjene zapise za proteazi Lonl in OmpT. Zaradi mutacije v poti redukcije disulfidov v
citoplazmi (trxB/gor) je olajsana tvorba disulfidnih mostickov v citoplazmi E. coli. Na
plazmidu pLysS vsebuje kodone za redke tRNA, kar olajSa izraZanje genov, ki le-te
vsebujejo.

4.4.1.5.1 Izrazanje in izolacija konstrukta TolA-Pfn(,.121) iz Rosetta gami-B (DE3)
pLysS

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODgoo dosegel ~0,5
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili e nadaljnje 4 ure na 25 °C.
Celice smo s centrifugiranjem locili od gojis¢a, jih preko no¢ zamrznili in naslednji dan
lizirali. Ker smo fuzijo dobili v topni frakciji, smo jo izolirali pod nativnimi pogoji.
Izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetno kolono, vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE.
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Slika 26: Izolacija TolA-Pfn(,,.121) iz Rosetta-gami B (DE3) pLysS z Ni-afinitetno kromatografijo.

Legenda: M - oznacevalec velikosti; Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; SN -
vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT — sprano; L1, L2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za lizo; W1,
W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2; E3 - vzorci pri spiranju kolone s pufrom za
elucijo.



40
Skoc&aj M. Izrazanje delov ¢loveskega perforina v bakteriji Escherichia coli.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega studija mikrobiologije, 2009

4.4.1.5.2 Dializa konstrukta TolA-Pfn(;-121) 1z Rosetta gami-B (DE3) pLysS

Vzorce E1-E3 smo dializirali proti 5 mM fosfatnem pufru (5 mM EDTA, 20 mM B-
MeEtOH, pH 7,2). Po koncu dialize smo vsebino dializne vrecke centrifugirali. Na NaDS-
PAGE smo nanesli vzorec po dializi in oborino, ki nastane med dializo. Po dializi smo
preverili koncentracijo proteina z merjenjem spektra pri 280 nm.
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Slika 27: Vzorec konstrukta TolA-Pfn,,.1,1y iz Rosetta gami-B (DE3) pLysS po dializi.

4.4.1.5.3 Obstojnost konstrukta TolA-Pfn(,.121) iz Rosetta gami-B (DE3) pLysS pri
razli¢nih T shranjevanja

Pfn ob zmrzovanju agregira, zato smo po 1 ml fuzije preko noc¢i pustili na 4 °C, 0 °C in
zamrznili pri -20 °C. Naslednji dan smo vzorce centrifugirali in pripravili za NaDS-
PAGE (slika 28), obenem smo pomerili koncentracijo proteinov z merjenjem absorbance
pri 280 nm. Ugotovili smo, da se vzorcu, ki smo ga zamrznili pri -20 °C, koncentracija
proteina znizala za 15 % v primerjavi z drugima dvema vzorcema.

Pelet SN SN SN SN SN SN

+DTT +0TT +DTT
-20°C 0°C 4°C

Slika 28: Vzorci konstrukta TolA-Pfn ;. 121y iz Rosetta gami-B (DE3) pLysS po prekono¢ni inkubaciji na -20
°C, 0°Cin4°C.

4.4.1.5.4 Cepitev konstrukta TolA-Pfn,.121) 1z Rosetta gami-B (DE3) pLysS, prenos
proteinov po westernu in imunodetekcija z mi§jimi protitelesi proti His-repku
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Slika 29: Izolacija Pfnos121) 2z Ni-afinitetno kromatografijo po rezanju konstrukta TolA-Pfngs.21) S
trombinom iz Rosetta gami-B (DE3) pLysS in imunodetekcija z mi§jimi protitelesi proti His-repku.
Legenda: M - oznacevalec velikosti; SN - supernatant; FT - sprano; L1, L2 - vzorca pri spiranju s pufrom za
lizo; W1, W2 - vzorca pri spiranju z wash pufrom; E1, E2 - vzorca pri spiranju s pufrom za elucijo.
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Ugotovili smo, da se band, ki je v nevezani frakciji, ne barva z anti-His protitelesi in torej
ni fragment TolA (slika 29).

4.4.1.5.5 Preverjanje hemoliticne aktivnosti konstrukta TolA-an(zz_mg in Pfnpo.i01) 12
Rosetta gami-B (DE3) pLysS ob prisotnosti in odsotnosti Ca”" ionov na
¢loveskih in govejih eritrocitih

Domnevali smo, da imamo v frakciji FT Pfn del fuzije, zato smo to frakcijo dializirali proti
5 mM fosfatnem pufru (pH 7,2, 20 mM B-MeEtOH, 5 mM EDTA). Ko smo pufer prvi¢
zamenjali, smo dodali 4-krat manj B-MEtOH, da smo omogocili po€asno zvijanje proteina
in formiranje pravilnih disulfidnih vezi. Ko smo pufer zamenjali tretji¢ in Cetrti¢, pa B-
MeEtOH nismo dodali. 5 mM EDTA je bil prisoten tekom celega poskusa. Ravno tako
smo dializirali nerezano fuzijo. Uporabljali smo dializne vrecke, ki prepuscajo molekule, ki
so manjSe od 8 kDa. Velikost Pfn dela rezane fuzije je 11,2 kDa in bi tako morala ostati v
dializni vrecki.

Pripravili smo dva eritrocitna pufra. V enega smo dodali toliko CaCl,, da je bila njegova
koncna koncentracija med poskusom 1 mM. Eritrocite smo redcili z eritrocitnim pufrom,
tako da je bila njihova kon¢na absorbanca A3y med poskusom ~0,5. V vsako luknjico smo
odpipetirali po 200 ul vzorca (fuzija in FT). Nato pa v drugo luknjico in vse do zadnje po
100 pl eritrocitnega pufra (z ali brez Ca’"). Nato smo iz prve luknjice odpipetirali 100 pl v
drugo luknjico, dobro premesali in ponovili vse do zadnje luknjice, kjer smo zavrgli 100 pl
red¢itve. Nazadnje smo dodali v vsako luknjico po 100 pl eritrocitov (¢loveske ali goveje),
nanaSanje smo zaceli v dvanajsti in koncali v prvi luknjici. Koncentracija fuzijskega
proteina v prvi luknjici je bila 0,7 mg/ml, v vsaki naslednji pa dvakrat nizja. Koncentracijo
Pfns.121y v frakeiji FT nismo preverjali zaradi prenizkega volumna
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Slika 30: Hemolizni test s konstruktom TolA-Pfn(,,.121y in fragmentom Pfn(.121) iz Rosetta gami-B (DE3)
pLysS ob prisotnosti in odsotnosti Ca** ionov na ¢loveskih in govejih eritrocitih.

Iz slike 30 lahko vidimo, da smo bili vzorci hemoliticni. Hemoliza je bila mo¢nejSa na
¢loveskih eritrocitih kot govejih. Prav tako je bila hemoliza vecja pri vzorcih, ki niso bili
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inkubirani s CaCl,. Pfn2o.121), ki smo ga imeli izolirali v frakciji FT, je bolj hemoliticen kot
fuzijski protein TolA- Pfno.121).

4.4.2 Konstrukti TOlA-an(22_136), TOlA-an(22_162) in TO]A-an(22_196)

Ker smo imeli pri delu s konstruktom TolA-Pfn,.121) veliko teZav smo se odlocili, da
bomo poizkusili izraziti daljSe N-terminalne dele Pfn. V ta namen smo oblikovali tri nove
konstrukte TolA-Pfn2.136), TolA-Pfn(s-162) in TolA-Pfn2,.196). Najprej smo preverili, ali se
nam konstrukti izrazajo. Uporabljali smo celice Origami (DE3) pLysS. TolA-PFfn(.136) j€
velik 24,3 kDa, TOIA-Pfl’l(zz.mz) 27 kDa in TOIA-Pfl’l(zz_l%) 31 kDa.

Transformirane bakterijske celice smo namnozevali pri 37 °C. Ko je ODgo dosegel ~0,5,
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 37 °C ali
25°C. Na NaDS-PAGE smo nanesli vzorce pred in po indukciji z IPTG.

Pred Po Pred Po Pred Po Pred Po Pred Po Pred Po Pred Po Pred Po
M TaAPF 7;CPFNT—Y2225102C1 ﬁiTy;CPFN(—rzzz%;% M 37°C _25°C_ 37°C_ 25°C
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Slika 31: Izrazanje konstruktov TolA-Pfn(;.136), TolA-Pfns 162y in TolA-Pfn ;. 196), pri 25 °C in 37 °C v sevu
Origami (DE3) pLysS.
Legenda: Pred — pred indukcijo; Po — po indukciji

Izrazali so se vsi konstrukti (slika 31). Najprej smo poizkusali izolirati fuzijski protein
TolA-Pfn(»,.196) in nato naslednja dva.

4.4.2.1 Konstrukt TolA-Pfn(.19)

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODggo dosegel ~0,5
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 25 °C.
Celice smo s centrifugiranjem locili od gojisca, jih preko noci zamrznili in naslednji dan
lizirali. Produkt se ni izrazal v topni obliki ampak v obliki IT (slika 32).
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Slika 32: Izolacija konstruktaTolA-Pfn ;. 196 iz Origami (DE3) pLysS z Ni-afinitetno kromatografijo.
Legenda: Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na
kolono; M - oznacevalec velikosti; FT - sprano, L1, L2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za lizo; W1,
W2 - frakceiji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4 - vzoreci pri spiranju kolone s pufrom za
elucijo.
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4.42.2 Konstrukt TOIA-an(22_162)

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODggo dosegel ~0,5,
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 25 °C.
Celice smo s centrifugiranjem locili od gojisc€a, jih preko noc¢i zamrznili in naslednji dan
lizirali. Produkt se ni izrazal v topni obliki ampak v obliki IT (slika 33). Naredili smo tudi
prenos proteinov po westernu in imunodetekcijo z misjimi protitelesi proti His-repku.

Pred Po P.po Pred Po P.po
M _ind. ind. ind. SN FT L1 L2 W1 W2 E1 E2 E3 E4 M ind.ind. lizi SN FT 11 L2 B W gy g2 B E4 g5
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Slika 33: Izolacija konstruktaTolA-Pfn,;.1¢2) iz Origami (DE3) pLysS z Ni-afinitetno kromatografijo.
Legenda: M - oznacevalec velikosti; Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; P. po
lizi - pelet po lizi; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2 - frakciji pri spiranju kolone
s pufrom za lizo; W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4, ES - vzorci pri
spiranju kolone s pufrom za elucijo.

Kot lahko vidimo na sliki 33, se nam z anti-His protitelesi ponovno barva veliko
razgradnih produktov, ki smo jih dobili tekom izolacije.

4423 Konstrukt TOlA-an(22_136)

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODggo dosegel ~0,5,
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 25 °C.
Celice smo s centrifugiranjem loc¢ili od gojis¢a, jih preko no¢ zamrznili in naslednji dan
lizirali. Ker smo fuzijo dobili v topni frakciji, smo jo izolirali pod nativnimi pogoji.
Izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetno kolono. Vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE (slika 34).

Origami (DE3) pLsyS Rosetta-gami B (DE3) pLsyS
Pred Po P.po Pred Po  Pelet
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Slika 34: Izolacija konstrukta TolA-Pfn(,.136 iz Origami (DE3) pLysS in Rosetta-gami B (DE3) pLsyS s
pomocjo Ni-afinitetne kromatografije.

Legenda: M - oznacevalec velikosti; Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; P. po
lizi - pelet po lizi; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2 - frakciji pri spiranju kolone
s pufrom za lizo; W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4 - vzorci pri
spiranju kolone s pufrom za elucijo.
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Vzorce EI-E3 smo dializirali proti 5 mM fosfatnem pufru (5 mM EDTA, 20 mM -
MeEtOH, pH 7,2). Po koncu dialize smo vsebino dializne vrecke centrfugirali. Na NaDS-
PAGE smo nanesli vzorec po dializi in oborino, ki nastane med dializo (slika 35). Naredili
smo tudi prenos proteinov po westernu in imunodetekcijo proteinov z mis§jimi protitelesi
proti His-repku.

Vzorec Felet  vzorec
M _ Pelet podializi M po dializi po dializi
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Slika 35: Vzorec konstrukta TolA-Pfn(;.136) po dializi in imunodetekcijavzofca z miSjimi protitelesi proti
his-repku.

443 Konstrukti an(22_121)-T01A in TO]A-an(zz_u])-TOlA

Ker smo imeli pri delu s prej$njimi konstrukti obilico tezav, smo se odlocili za novo
strategijo. OdlocCili, da bomo partnerja pri fuziji TolA-Pfnps.121) zamenjali. Fuzijske
proteine smo najprej izrazali v celicah BL21 (DE3) pLysS.

TolA-PFN22-121  PFN2-121-TolA TolA-PFN22-121-TolA

TIRLLL
-
Wl

il

Pred P Pred Po Pred Po

Slika 36: Izrazanje konstruktov TolA—Pf;l(Qz_lzl;), Pfl;l(zz_lzlll)_Tolk inMTolA-an(zz_l21)_T01A v celicah BL21
(DE3) pLysS.
Legenda: Pred ind. — pred indukcijo, Po ind. — po indukciji.

Produkt Pfn2;.121-TolA se nam ni izrazal. Ostali produkti so se nam izrazili (slika 36).

443.1 Konstrukt Pfn)-121y-TolA

Ker se nam konstrukt ni izrazal v celicah BL21 (DE3) pLysS, smo ga transformirali v
celice Rosetta-gami B (DE3) pLysS. Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili
pri 37 °C. Ko je ODggo dosegel ~0,5, smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in
gojili Se nadaljnje 4 ure pri 25 °C. Celice smo s centrifugiranjem lo¢ili od gojisca, jih preko
no¢i zamrznili in naslednji dan lizirali. Fuzijo smo hoteli izolirati pod nativnimi pogoji.
Topne, izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetno kolono. Vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE.
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Slika 37: Izolacija konstrukta Pfi.121)-TolA iz BL21 (DE3) pLysS z Ni-afinitetno kromatografijo.
Legenda: M - oznacevalec velikosti; Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; P. po
lizi - pelet po lizi; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2 - frakciji pri spiranju kolone
s pufrom za lizo; W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4 - vzorci pri
spiranju kolone s pufrom za elucijo.

Izolacija fuzije ni bila uspesna (slika 37). Ponovno ni prislo niti do indukcije sinteze gena.
4432 Konstrukt TOlA-an(zg_lzl)-TOIA

4433 IzraZanje in izolacija konstrukta TolA-Pfn;.121)-TolA iz celic BL21 (DE3)
pLysS

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODggo dosegel ~0,5,
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 25 °C.
Celice smo s centrifugiranjem locili od gojisc€a, jih preko no¢i zamrznili in naslednji dan
lizirali. Ker smo fuzijo dobili v topni frakciji, smo jo izolirali pod nativnimi pogoji.
Izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetho kolono. Vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE (slika 38). Naredili smo tudi prenos po westernu in
imunodetekcijo proteinov z misjimi protitelesi proti His-repku.
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Slika 38: Izolacija konstruktaTolA-Pfn,.151)-TolA iz BL21 (DE3) pLysS z Ni-afinitetno kromatografijo.
Legenda: M - oznacevalec velikosti; Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; P. po
lizi - pelet po lizi; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2, L3 - frakcije pri spiranju
kolone s pufrom za lizo; W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4 - vzorci
pri spiranju kolone s pufrom za elucijo.

Vzorce E1-E4 smo dializirali proti 5 mM fosfatnem pufru (5 mM EDTA, 20 mM B-
MeEtOH, pH 7,2). Po koncu dialize smo vsebino dializne vrecke centrifugirali. Na NaDS-
PAGE smo nanesli razli¢ne koli¢ine vzorca po dializi (slika 39). Po dializi smo preverili
tudi koncentracijo proteina z merjenjem spektra pri 280 nm.
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Slika 39: Vzorec konstrukta TolA-Pfn,;.121)-TolA iz celic BL21 (DE3) pLysS po dializi.

Preverili smo tudi, katera je najmanj$a koncentracija trombina, ki Se reze fuzijo (slika 40).
Najvi§ja redcitev je bila 4 U trombina/mg fuzije, najnizja pa 0.03 U trombina/mg fuzije.

11‘* .'"! = =

Slika 40: Optimizacija rezanja konstrukta TolA—l;-f;l‘m_]z-])—TolA iz celic BL21 (DE3) pLysS.

Potrebna je vsaj 0,25 U trombina za cepitev mg fuzijskega proteina. Velikost Pfn
fragmenta po rezanju je 11,6, fragmentov TolA pa 9,9 in 11,5 kDa (slika 40).

4.43.3.1 Izrazanje in izolacija konstrukta TolA-Pfn(,.121)-TolA iz celic Rosetta (DE3)
pLysS

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODgyo dosegel ~0,5,
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 25 °C.
Celice smo s centrifugiranjem locili od gojisca, jih preko noci zamrznili in naslednji dan
lizirali. Ker smo fuzijo dobili v topni frakciji, smo jo izolirali pod nativnimi pogoji.
Izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetno kolono. Vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE (slika 41). Naredili smo tudi prenos po westernu in
imunodetekcijo proteinov z misjimi protitelesi proti His-repku.
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Slika 41: Izolacija konstruktaTolA-Pfn,.1,1)-TolA iz Rosetta (DE3) pLysS z Ni-afinitetno kromatografijo.
Legenda: Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; Pelet po lizi; M - oznacevalec
velikosti; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2, - frakcije pri spiranju kolone s
pufrom za lizo; W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3 - vzorci pri spiranju
kolone s pufrom za elucijo.
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Vzorce EI-E3 smo dializirali proti 5 mM fosfatnem pufru (5 mM EDTA, 20 mM -
MeEtOH, pH 7,2) (slika 42). Po koncu dialize smo vsebino dializne vrecke centrifugirali in
preverili koncentracijo proteina z merjenjem spektra pri 280 nm.
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Slika 42: Dializirana vzorec konstruktaTolA-Pfn(,.121)-TolA in rezanega konsruktaTolA-Pfn, 151)-TolA iz
Rosetta (DE3) pLysS.

Fragmente po rezanju fuzije smo Zeleli lo¢iti z ionsko izmenjevalno kromatografijo.
Teoreticni pl fragmentov TolA sta 8,94 in 8,95, pI Pfnno.121y pa 9,63. Pufra za ionsko
izmenjevalno kromatografijo sta imela pH 9,1. Pfn del fuzije bi tako lo¢ili od ostalih dveh
delov. Locevanje ni bilo uspesno (slika 43).
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Slika 43: Kromatogram ceplenega konstruktaTolA-Pfn;.121-TolA po ionsko izmenjevalni kromatografiji.
Skozi kolono smo najprej spustili nekaj ml pufra A (20 mM fosfatni pufer, pH 9,1) in tako umerili kolono.
Nato smo na kolono nanesli vzorec rezane fuzije. Ker ima Pfn del fuzije izoelektri¢no tocko 9,6, bi se moral
vezati na kolono, TolA fragmenta pa imata nizjo izoelekri¢no tocko kot 9,1 in bi se tako morala eluirati iz
kolone. Vezane proteine smo spirali s pomocjo pufra B (20 mM fosfatni pufer, 1M NaCl, pH 9,1) in sicer z
linearnim nara$c¢ajo¢im gradientom soli, ki se je v roku 45 minut povzpel iz 0 M na 1 M koncentracijo.
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Iz slike 43 lahko vidimo, da nismo uspeli lociti Pfn in TolA dela fuzije. Po spiranju z
linearno naras¢ajo¢im gradientom soli sicer dobimo nekaj proteina, a bi ta vrh moral biti
visok in vitek, ne pa razvlecen kot je na sliki 43.

4.4.3.3.2 Izrazanje konstrukta TolA-Pfn(;.121)-TolA v celicah Origami (DE3) pLysS

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODgyo dosegel ~0,5,
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure pri 25 °C.
Celice smo s centrifugiranjem loc¢ili od gojisca, jih preko noci zamrznili in naslednji dan
lizirali. Ker smo fuzijo dobili v topni frakciji, smo jo izolirali pod nativnimi pogoji.
Izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetno kolono. Vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE (slika 44). Naredili smo tudi prenos po westernu in
imunodetekcijo proteinov z misjimi protitelesi proti His-repku.
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Slika 44: Izolacija konstrukta TolA-Pfin;.121)-TolA iz Origami (DE3) pLysS z Ni-afinitetno kromatografijo.
Legenda: M - oznacevalec velikosti; Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; P. po
lizi - pelet po lizi; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2 - frakcije pri spiranju
kolone s pufrom za lizo; W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3 - vzorci pri
spiranju kolone s pufrom za elucijo.

Vzorce E1-E3 smo dializirali proti 5 mM fosfatnem pufru (5 mM EDTA, 20 mM pB-
MeEtOH, pH 7,2). Po koncu dialize smo vsebino dializne vrecke centrfugirali in nekaj
vzorca nanesli na NaDS-PAGE (slika 45). Po dializi smo preverili koncentracijo proteina z
merjenjem spektra pri 280 nm. Nekaj mikrolitrov fuzijskega proteina smo tudi rezali in
prav tako nanesli na NaDS-PAGE (slika 45).

Nerezana Rezana
M fuzija fuzija

34 S a—
26—

n

Slika 45: Dializiran vzorec nerezanega in rezanega konstrukta TolA-Pfn,.121-TolA iz Origami (DE3)
pLysS.

Locevanje fragmentov, po cepitvi fuzijskega proteina s trombinom, z ionsko izmenjevalno
kromatografijo ni bilo uspesno. Kromatogram je bil podoben kot pri prejSnjem poskusu
(slika 43). Uporabili smo tudi iste pogoje loCevanja.
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4.5 KONSTRUKT C-TERMINALNEGA DELA PERFORINA, TOLA-PFN(j9s.
540)

C-terminalni del Pfn smo ravno tako izrazali v obliki fuzijskega proteina s TolA
partnerjem. Fuzijo smo izrazali v Origami (DE3) pLysS sevu E. coli.

4.5.1 Izrazanje in izolacija

Transformirane bakterijske celice smo najprej gojili pri 37 °C. Ko je ODggo dosegel ~0,5,
smo dodali IPTG, ki je induciral sintezo konstrukta in gojili Se nadaljnje 4 ure na 37 °C.
Celice smo s centrifugiranjem loc¢ili od gojis¢a, jih preko no¢ zamrznili in naslednji dan
lizirali. Izolirane proteine smo nanesli na Ni-afinitetno kolono. Vzorce po Ni-afinitetni
kromatografiji pa na NaDS-PAGE (slika 46). Naredili smo tudi prenos po westernu in
imunodetekcijo proteinov z misjimi protitelesi proti His-repku.
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Slika 46: Izolacija konstruktaTolA-Pfn;o6.549) iz Origami (DE3) pLysS z Ni-afinitetno kromatografijo.
Legenda: M - oznacevalec velikosti; Pred ind. - vzorec pred indukcijo; Po ind. - vzorec po indukciji; P. po
lizi - pelet po lizi; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2 - frakcije pri spiranju
kolone s pufrom za lizo; W1, W2 - frakciji pri spiranju kolone s pufrom za spiranje; E1, E2, E3, E4 - vzorci
pri spiranju kolone s pufrom za elucijo.

Fuzije nismo uspeli izolirati (slika 46). Glede na to, da fuzija se izraZa, pa lahko sklepamo,
da se nahaja v obliki inkluzijskih telesc (IT).

45.1.1 Izolacija in raztapljanje IT

Bakterijski pelet smo resuspendirali v pufru za lizo pod nativnimi pogoji in po protokolu
izolirali IT. Preko no¢i smo jih ob konstantnem mesSanju raztapljali v pufru z 8 M ureo.
Naslednji dan smo s centrifugiranjem suspenzijo locili na usedlino in supernatant. Oba
vzorca smo pripravili za NaDS-PAGE. Ugotovili smo, da se nam IT niso raztopila. Zato
smo usedlino ponovno resuspendirali v pufru z 8 M ureo. Suspenzijo v 8 M urei sem nato
sonificiral 15-krat po deset sekund z deset sekundnimi premori. IT sem nato dodatno
raztapljal preko noci na sobni temperaturi, ob stalnem mesanju, da se Se dodatno raztopijo.
Uspesnost raztapljanja fuzijskega proteina smo preverili z NaDS-PAGE elektroforezo
(slika 47).
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Slika 47: Vzorec IT konstrukta TolA-Pfn96-s49) iz Origami (DE3) pLysS po raztapljanju v 8 M urei.

45.1.2 Izolacija konstrukta TolA-Pfn(i96.540) 1z Origami (DE3) pLysS z Ni-afinitetno
kromatografijo

Protein, raztopljen v 8 M wurei, smo poizkusali dodatno ocistiti z Ni-afinitetno
kromatografijo (slika 48).
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Slika 48: Izolacija konstruktaTolA-Pfn 6.540) 1z Origami (DE3) pLysS po raztapljanju IT v pufru z 8 M ureo.
Legenda: M - oznacevalec velikosti; SN - vzorec, ki smo ga nanesli na kolono; FT - sprano; L1, L2 - frakciji
pri spiranju kolone s pufrom za lizo; E1, E2, E3, E4 - frakcije pri spiranju kolone s pufrom za elucijo.

Na sliki 48 opazimo, da je v vzorcu prisotnih Se veliko necistot. Prav tako vidimo, da
imamo pri prvem in drugem vzorcu pri spiranju s pufrom za elucijo kopico novih nizjih lis

v primerjavi z vzorcem, ki smo ga nanesli na kolono.

4.5.1.3 Gelska filtracija z vzorcem konstrukta TolA-Pfn196.540) iz Origami (DE3)
pLysS

Necistoce smo poizkusili odstraniti z gelsko filtracijo. Proteina nismo uspeli o€istiti.
4514 Zvijanje konstrukta TolA-Pfn96.540) iz Origami (DE3) pLysS

Konstrukte smo izolirali pod denaturajo¢imi pogoji, zato smo jih morali po konc¢ani
izolaciji in raztapljanju ponovno renaturirati. Preizkusili smo $tevilne pogoje zvijanja, ki so

povzeti v preglednici 26. Rezultate zvijanja smo opredelili kot:

Netopni agregati: protein se je oboril in bil po centrifugiranju prisoten v usedlini.

Topni agregati: po centrifugiranju je bil protein Se vedno prisoten v supernatantu, vendar se
je na NaDS-PAGE izkazalo, da tvori oligo- in multimere.
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Topen protein: po centrifugiranju je bil protein Se vedno prisoten v supernatantu in tudi na

gelu ni bilo vidnih oligo- ali multimerov.

Preglednica 25: Pogoji zvijanja konstrukta TolA-Pfn ;96540 1z Origami (DE3) pLysS.

Pogoji zvijanja Rezultat

10-krat redcen izhodni vzorec, postopno zniZzevanje | Ve€ina proteina netopnega,
koncentracije uree v 50 mM NaH,PO, pufru, | mM EDTA, | nekaj topnega,

10 mM B-MeEtOH,pH8: 7M - 6 M - 5M -4 M —3

M->2M—->1IM—->05M->0M

20-krat red¢en izhodni vzorec, postopno zniZzevanje | Veina proteina netopnega,
koncentracije uree v 50 mM NaH,PO, pufru, 1 mM EDTA, | nekaj topnega,

10 mM B-MeEtOH,pH8: 7M - 6 M > 5M — 4 M —3

M—->2M —1M— 0,5M — brez uree

Postopno red¢enje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 4 M uree, | VeCina proteina netopnega, | Slika 49
postopno zniZevanje koncentracije uree v 50 mM NaH,PO, | nekaj topnega, topni agregati

pufru, 1 mM EDTA, 10 mM B-MeEtOH, pH 8: 4 M -2 M

—1M — 0,5M — brez uree

Postopno redcenje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 4 M uree, | VeCina proteina netopnega, | Slika 49
postopno znizevanje koncentracije uree v 20 mM Tris-HCI | nekaj topnega, topni agregati

pufru, 1 mM EDTA, 10 mM (-MeEtOH, pH 8: 4 M —-2 M

—1M — 0,5M — brez uree

Postopno redéenje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 4 M uree, | Netopni agregati Slika 50
postopno znizevanje koncentracije uree v 20 mM Tris-HCI

pufru, 0,5 mM EDTA, 10 mM B-MeEtOH, pH 6: 4 M —2

M—>1M — 0,5M — brez uree

Postopno red¢enje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 4 M uree, | VeCina proteina netopnega, | Slika 50
postopno znizevanje koncentracije uree v 20 mM Tris-HCI | nekaj topnega, topni agregati

pufru, 0,5 mM EDTA, 10 mM B-MeEtOH, pH 7: 4 M —2

M—1M — 0,5M — brez uree

Postopno redcenje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 1,5 M | Vecina proteina netopnega, | Slika 51
uree, 20 mM Tris-HC1 pufer, 0,5 mM EDTA, 10 mM B- | nekaj topnega, topni agregati

MeEtOH, 100 mM NaCl, pH 8

Postopno red¢enje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 1,5 M | Vecina proteina netopnega, | Slika 51
uree, 20 mM Tris-HC1 pufer, 0,5 mM EDTA, 10 mM B- | nekaj topnega

MeEtOH, 200 mM NaCl, pH 8

Postopno red¢enje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 1,5 M | Netopni agregati Slika 52
uree, 50 mM NaH,PO, pufer, 0,5 mM EDTA, 10 mM B-

MeEtOH, pH 6

Postopno redcenje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 1,5 M | Netopni agregati Slika 52
uree, 50 mM NaH,PO, pufer, 0,5 mM EDTA, 10 mM B-

MeEtOH, pH 7

20 mM Tris-HCI pufer, 5 mM EDTA, 20 mM B-MeEtOH, Slika 53
0,5 M urea, pH 8
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Slika 49: Rezultati zvijanja konstrukta TolA-Pfn(gs.549) iz Origami (DE3) pLysS s postopnim red¢enjem in
postopnim znizevanjem koncentracije uree v fosfatnem pufru in pufru Tris-HCl,, pH 8.
Postopno red¢enje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 4 M uree, postopno znizevanje koncentracije uree v 50 mM

NaH,PO, ali 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 10 mM B-MeEtOH, pH 8: 4 M -2 M -1 M — 0,5 M —
brez uree.

Iz slike 49 je razvidno, da dobimo boljsi izkoristek zvijanja v Tris-HCI pufru kot v
fosfatnem pufru. Opazimo lahko tudi visokomulekularne agregate, prisotne v peletu.
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Slika 50: Rezultati postopnega ZVI_]aIl_]a konstrukta TolA- an(l% s40) 1Z Or1gam1 (DE3) pLysS s postopnim
redéenjem in postopnim znizevanjem koncentracije uree v Tris-HCI, pH 6 in pH 7.

Postopno redéenje 3 ml fuzije (v 8 M urei) v 7 ml 4 M uree, postopno zniZevanje koncentracije uree v 20 mM
Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, 10 mM B-MeEtOH,pH 6 ali 7:4 M -2 M —-1 M — 0,5 M — brez uree.

Iz slike 50 je razvidno, da dobimo boljsi izkoristek zvijanja pri pH 7 kot pri pH 6 (v Tris-
HCI pufru). Prav tako lahko opazimo visokomolekularne agregate na vrhu gela, ki
nastanejo kljub prisotnosti 3-MeEtOH v dializni raztopini.

100 mM NaCl 200 mM Natl
Mo Pelet SN M Pelet SH
72 -
56
23 - -

{
RN

L

Slika 51: Rezultati postopnega zvijanja konstrukta TolA-Pfn(gg.549) iz Origami (DE3) pLysS s postopnim

redCenjem iz zvijanjem proteina v 20 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, 10 mM B-MeEtOH, 100 ali 200 mM
NaCl, pH 8.

Iz slike 51 je razvidno, da dobimo boljsi izkoristek fuzijskega proteina pri raztaplju v Tris-
HCI pufru s 100 mM NaCl kot pa pri raztapljanju v tris-HCI pufru s 200 mM NaCl.
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Slika 52: Rezultati postopnega zvijanja konstrukta TolA-Pfn 96540y iz Origami (DE3) pLysS s postopnim
redCenjem iz zvijanjem proteina v 50 mM NaH,PO,, 0,5 mM EDTA, 10 mM (-MeEtOH, pH 6 ali 7.

Iz slike 52 je razvidno, da se fuzijski protein ne raztaplja v fosfatnem pufru pri pH 6 in 7.
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Slika 53: Zvijanje konstrukta TolA-Pfieq.s40) iz Origami (DE3) pLysS v 20 mM Tris-HCL, 5 mM EDTA, 20
mM B-MeEtOH, 0,5 M urea, pH 8.

Pufer Tris-HCI je primeren za raztapljanje fuzije. S tem poizkusom smo pokazali tudi na
prisotnost intramolekularnih disulfidnih vezi, ki jih z dodatkom reducenta DTT razbijemo.
Na vrhu zepkov so vidni visokomolekularni agregati, katerih koli¢ina se ob dodatku DTT-
ja zmanjsa.

4.5.1.5 Prenos proteinov, iz vzorca TolA-Pfn(6-540) 1z Origami (DE3) pLysS, po
westernu in imunodetekcija z mi§jimi protitelesi proti His-repku in EGF domeni

perforina
anti-His anti-EGF
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Slika 54: Prenos proteinov po westernu in imunodetekcija z miSjimi protitelesi proti His-repku in EGF-
domeni perforina.
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Anti-his in anti-EGF protitelesa se vezejo na liso primerne velikosti, prav tako pa se vezejo
na ostale razgradne oz. nepopolne produkte, ki so prisotni v vzorcu proteina (slika 54).

452 Stabilnost zvitih konstruktov

Uspesno zvite konstrukte TolA-Pfni96.540) smo po dveh tednih ponovno nanesli na NaDS-
PAGE, da bi ugotovili ali so stabilni. Med tem smo jih shranili v hladilniku pri 4°C.
Ugotovili smo, da konstrukti niso stabilni niti pri enem pogoju zvijanja, saj smo vecino
proteinov po centrifugiranju vzorcev dobili v netopni frakciji (usedlini) ali pa so tvorili
visokomulekularne topne agregate (slika ni prikazana).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V diplomskem delu smo poskusali izraziti razli¢ne dele ¢loveskega perforina v razli¢nih
ekspresijskih sistemih E. coli. Perforin smo izrazali kot fuzijski protein s proteinom
TolAIIl iz bakterije E. coli. TolA je zelo stabilen protein in ne agregira, niti pri zelo
visokih koncentracijah (Markides, 1996), poleg tega pa omogoca visoke donose tudi
nekaterim evkariotskim proteinom (Anderluh in sod., 2002). Pri delu s perforinom smo
imeli veliko tezav, a smo cilju kljub mnogo blizje kot smo bili pred zafetkom
eksperimentov. Perforin je zelo tezko izolirati, po izolaciji je nestabilen in vsak pripravek
se kvantitativno obnasa drugace (Metkar in sod., 2005). Najvecja ovira pri preucevanju
perforina je ta, da ga limfociti proizvajajo le v nizkih koli¢inah (Liu C.C. in sod., 1994).
Raziskovalci, ki se ukvarjajo s perforinom, poskuSajo Zze ve¢ kot 20 let izolirati
rekombinantni perforin. Perforinu se ob izolaciji drasticno, za vec kot 90%, zmanjsa liticna
sposobnost (Fraser in sod., 2000).

5.1.1 Konstrukt TO]A-an(22_121)
5.1.1.1 Izrazanje in izolacija fuzijskega proteina

To je konstrukt, s katerim smo zaceli opredeljene eksperimente. Kljub temu da so v
zadnjem c¢asu odkrili mnogo dejstev v povezavi z delovanjem in strukturo perforina, je
njegov N-terminalni del Se vedno slabo okarakteriziran. V diplomskem delu smo zato
hoteli izraziti stabilen fragment perforina, ki bi bil primeren za nadaljnje Studije.

Fuzijski protein je bil od N- proti C-terminalnemu delu sestavljen iz 6 histidinov in 2
serinov, sledilo mu je zaporedje proteina TolA, kratko cepitveno zaporedje za proteazo
trombin in perforinski del fuzije. Fragment smo najprej poskusali izraziti v razli¢nih
ekspresijskih sistemih E. coli, kar nam je tudi uspelo (slika 14). Ugotovili smo, da se
fragment izraza v topni obliki tako pri 25°C kot pri 37°C, a smo proteine kljub temu raje
izrazali pri 25 °C. Fuzijske proteine smo izolirali z Ni-afinitetno kromatografijo, kjer smo
izkoristili njihovo lastnost, da se veZejo na kromatografski nosilec. Ze ob prvi izolaciji smo
opazili, da med procesom izolacije pridobimo veliko manjsih fragmentov, ki se tudi
barvajo z anti-His protitelesi (slika 25). Intenziteta lis, ki predstavljajo razgradne produkte,
se je s¢asoma povecevala, kar kaze na vpliv proteaz na fuzijski protein. Glede na to, da je
bil His-repek na N-terminalnem delu proteina, lahko zaklju¢imo, da so proteaze
razgrajevale fuzijski protein na C-terminalnem delu. Na zacetku smo kot inhibitorje
uporabljali PMSF-inhibitorje proteaz, ki pa se niso izkazali kot dovolj uspesni. Zato smo v
nadaljevanju uporabljali Pefablok. Obenem smo imeli proteine raztopljene v pufru, kjer je
bil dodan EDTA, ki veZe dvovalentne ione in tako inhibira metaloproteaze ter benzamidin,
ki je reverzibilni inhibitor serinskih proteaz. Efekt proteaz smo Zeleli zmanjsati tako, da bi
izolirane proteine shranili pri temperaturi 20°C, a perforin pri takih pogojih shranjevanja
agregira, kar smo pokazali tudi sami (slika 27).

Nepopolni produkti so morda nastajali Ze med sintezo proteina, saj smo izrazali evkariotski
protein v prokariontskem ekspresijskem sistemu. Ta problem smo hoteli obiti tako, da smo
uporabili razlicne ekspresijske sisteme E. coli. Seva BL21 (DE3) plysS in pLysE imata
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okvarjena zapisa za povrSinske proteaze, sev Origami (DE3) plysS olajSa tvorbo
disulfidnih mostickov, seva Rosetta in Rosestta-gami B (DE3) pLysS imata okvarjena
zapisa za povrSinske proteaze, vsebujeta tudi zapisa za redke tRNA, kar olajsa izrazanje
evkariotskih genov, poleg tega pa ima zadnji sev tudi zapis, s katerim se olajSa tvorba
disulfidnih mostickov.

Perforin se sintetizira na endoplazmatskem retiklu, njegovo zorenje se nadaljuje v
Golgijevem aparatu od koder se nato transportira v veziklih, podobnih lizosomom. Sinteza
proteina in biokemijsko okolje v bakterijski citoplazmi pa Se zdale¢ ni podobno tak$nim
razmeram. Bakterijska celica izvaja procesa transkripcije in translacije istocasno, kar pa ne
velja za evakarionte, kjer sta ta dva procesa casovno in prostorsko lo¢ena. Tudi pH, ionska
jakost in redoks potencial so drugacni od pogojev, pri katerih je omenjeni protein
sintetiziran v evkariotski celici. Formiranje pravilnih disulfidnih vezi je v reducirajoci
bakterijski citoplazmi onemogoceno, saj ta proces poteka pri evkariotnih v oksidativnih
razmerah v endoplazemskem retiklu (Glazer N., Nikaido H., 2007). Konstrukt, ki smo ga
izrazali, pa je vseboval kar sedem cisteinov, od tega jih je pet pripadalo perforinu.

Ker nismo uspeli osamiti fuzijskega proteina z Ni-afinitetno kromatografijo, smo poskusali
z ionsko-izmenjevalno kromatografijo. LocCevanje smo nekajkrat ponovili, a fuzijskega
proteina nismo uspeli dovolj dobro osamiti.

5.1.1.2 Rezanje fuzijskega proteina s trombinom in izolacija perforinskega fragmenta

Na zacetku smo imeli teZzave z rezanjem proteina, saj smo v cepitveni meSanici med
digestijo dobili oborino, po Ni-afinitetni kromatografiji pa nismo dobili perforinskega
fragmenta, ki bi moral biti v nevezani frakciji. Sklepali smo, da protein med cepitvijo
agregira. Nato smo s kratkim poskusom ugotovili, da perforin agregira zaradi prisotnosti
Ca®" v pufru za cepitev.

Fragmenta smo po cepitvi poskusali lociti z ionsko-izmenjevalno, hidrofobno in afinitetno
(Ni-NTA) kromatografijo. Za ionsko-izmenjevalno kromatografijo smo uporabili
kationsko kolono. Perforinski fragment bi se moral pri izbranem pH vezati na kolono,
fragment TolA pa bi se moral eluirati. Zaradi kopice drugih fragmentov v cepitveni
mesSanici nam osamitev Pfn-fragmenta ni uspela. Za hidrofobno kromatografijo smo
uporabili §tiri vrste kolon in dve razli¢ni soli, vendar osamitev in vezava perforinskega
fragmenta na kolono prav tako ni uspela. Vec¢ sreCe smo imeli z afinitetno kromatografijo
(slika 28). Tako smo pridobili nekaj mikrogramov fragmeta Pfno;.121), s katerim smo
naredili hemolizni test (slika 29).

5.1.1.3 Hemolizni test

Ugotovili smo, da je izolirani rekombinantni ¢loveski perfoin ohranil biolosSko aktivnost.
Ce na hitro pogledamo sliko, takoj ugotovimo, da deluje protein bolje na &loveske kot
goveje eritrocite. Mozno, je da vezavo na membrano ¢loveskih eritrocitov olajSa neznana
molekula/motiv na membrani. Zanimivo je tudi, da je hemoliza boljSa v odsotnosti kalcija.
To si lahko razlozimo tako, da perforin ob prisotnosti kalcija agregira in posledi¢no se
zniza njegova koncentracija in aktivnost. Podoben efekt smo opazli pri rezanju fuzijskega
proteina v prisotnosti kalcija, kjer smo po cepitvi dobili oborino. Po drugi strani pa nihce
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ne poroc¢a, da bi imel ta del perforina mesto za vezavo kalicja. Zadnji zakljucek, ki ga
lahko potegnemo je ta, da je bil bolj hemoliti¢en vzorec fuzije kot pa vzorca z izoliranim
perforinom. Tu bi lahko rekli, da nekaj proteina izgubimo Zze med samo cepitvijo in
posledi¢no olajSano agregacijo pa tudi med izolacijo fragmenta. Po cepitvi in izolaciji pa
koncentracije proteina nismo zmerili. V enemu izmed poskusov pri drugih konstruktih smo
ugotovili, da se koncentracija proteinov po cepitvi zmanjsa za okoli 15%. Poudariti moram
tudi, da smo med dializo tako zuzije kot Pfn-fragmenta renaturirali disulfidne vezi. To smo
naredili tako, da smo postopno znizevali koncentracijo reducenta, in tako omogocili
pocasno formiranje disulfidnih mostickov.

5.1.2 Konstrukti TO]A-an(22-136), TOlA-an(22-162) in TOlA-an(zz-l%)

Ker smo imeli s konstruktom TolA-Pfn;.121) obilico teZzav, smo se odlocili, da bomo
poskusali izolirati daljSe fragmente N-terminalnega dela perforina v obliki fuzijskih
proteinov in tako dobili stabilnej$i fragment. Pred zacCetkom Studije smo se odlocili, da
bomo izrazali najdaljsi konstrukt, ki se Se izraza v topni obliki. Konstrukta TolA-Pfn-162
in TolA-Pfn(2.-196) sta se izrazala v obliki inkluzijskih telesc. Delo z inkluzijskimi telesci je
zelo zahtevno, saj je potrebno preizkusiti veliko pogojev zvijanja, obenem pa izgubimo
veliko proteina.

Konstrukt TolA-Pfn;.136) se je izraZal v topni obliki. Izrazali smo ga v sevih Rosetta in
Rosetta-gami B (DE3) pLysS. Tudi v tem primeru v procesu izolacije dobili kopico
cepljenih fragmentov, ki so se barvali z anti-His protitelesi.

5.1.3 Konstrukta an(22_121)-T01A in TO]A-an(22_121)-TOlA

Ker je bilo delo s prejsnjimi konstrukti zelo tezavno, smo se odlocili, da poskusimo z
drugo strategijo. Fuzijska partnerja smo zato zamenjali in perforinski fragment z obeh
strani zascitili s proteinom TolA.

Pri konstruktu Pfn(,.121)-TolA ni priSlo do izrazanja. Fuzijski protein smo poskusSali izraziti
v dveh ekspresijskih sistemih, a v obeh primerih brez uspeha. Zanimivo je, da so do istega
dejstva prisli, ko so prav tako izrazali fuzijski protein, ki je imel na C-terminalnem delu
zapis za III domeno proteina TolA, na N-terminalnem delu pa zapis T-domeno kolicina N
(Anderluh in sod., 2002).

Konstrukt TolA-Pfn(,.121)-TolA smo izrazali v treh ekspresijskih sistemih BL21, Origami
in Rosetta (DE3) pLysS. Tudi tu smo tekom izolacije pridobili kopico nepopolnih
fragmentov, a je bilo v tem primeru razmerje konstrukta proti ostalim fragmentom moc¢no
v prid Zelenega konstrukta. Pri naértovanju konstrukta smo pozabili na dejstvo, da ob
cepljenju fuzijskega proteina s trombinom pridobimo tri fragmente, od katerih ima le N-
terminalni fragment TolA His-repek, preostalih dveh fragmentov pa z Ni-afinitetno
kromatografijo ni mogoce lociti. Postopek izolacije bi si lahko olajsali tako, da bi pripeli
His-repek obema fragmentoma TolA in bi perforin tako izolirali v nevezani frakciji po Ni-
afinitetni kromatografiji. Fuzijski protein smo zato cepili in razrezan protein nanesli na
ionsko-izmenjevalno kromatografijo, kjer bi perforinski del locili od ostalih dveh delov.
Tudi v tem primeru nam loCevanje ni uspelo, saj nismo dobili izrazitega vrha, temvec le
raztegnjen vrh, v katrem so bili najverjetneje prisotni zelen perforin in ostali proteini, ki so
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se ob danih pogojih vezali na kromatografski nosilec. Kljub temu lahko recem, da se mi
zdi ta konstrukt nekaks$no izhodis¢e za prihodnje dele. Ker je perforin iz 3' in 5' zasCiten s
TolA proteinom je tako bolj odporen na degradacijo s strani celi¢nih proteaz. Ker ne
razpada se dobimo manj razpadnih produktov, posledi¢no pa visji donos ob izolaciji.

514 Konstrukt TO]A-an(196_540)

Pri diplomskem delu smo poskusali tudi z izolacijo C-terminalnega dela perforina v obliki
fuzijskega proteina. Ker se nam je konstrukt izrazal v obliki inkluzijskih telesc, smo ga
izolirali pod denaturativnimi pogoji.

Tvorba inkluzijskih telesc je odvisna predvsem od tekmovanja med kinetiko zvijanja, ki je
znacilna za dolocen protein, in hitrostjo agregacije, ki pa je povezana s hitrostjo sinteze
(Fahnert in sod., 2004). Agregacija je znacilna za sisteme prekomernega izrazanja, poveca
temperaturi izrazanja (Fahnert in sod., 2004). Da bi se izognili tvorbi agregatov, smo
poskusili z izrazanjem pri nizji temperaturi, a brez uspeha. Nizka temperatura zmanjSa
hitrost proteinske sinteze in nudi vec Casa za pravilno zvijanje rastoCe polipeptidne verige.
Poleg tega pride pri znizani temperaturi do povecanega izrazanja proteinov hladnega Soka,
ki asistirajo pri zvijanju (Naishihara in sod., 2000). Po eni strani je izraZzanje proteinov v
obliki inkluzijskih telesc dobrodoslo, saj taksni proteini niso dovzetni za razgradnjo s strani
gostiteljevih proteaz (Lile H. in sod., 1998). Statisticna analiza setave proteinov, ki v E.
coli tvorijo inkluzijska telesca, in proteinov, ki jih ne, je pokazala, da z nastankom IT
dobro sovpada Sest dejavnikov: povpreen naboj proteina, Stevilo cisteinov in prolinov,
hidrofobnost, koli¢ina aminokislin, ki tvorijo zavoje, in celotno Stevilo aminokslin
(Wilkinson D.L. in sod., 1998). Visoka stopnja izrazanja tarénega gena zelo spremeni
celoten profil izrazanja genov v celici. Napacno zvijanje proteinov izzove v celici stresno
stanje s podobnimi znacilnostmi, kot jih sreCamo pri odzivu na toplotni Sok. Pri tem pride
do mocne indukcije genov za Saperone DnaK, DnalJ, GrpE, GroEL/ES, IbpA, IbpB, CIbB,
ClpP in La, ki olaj$ajo pravilno zvijanje proteinov, inhibirajo agregacijo nepravilno zvitih
proteinov ali s proteazno aktivnostjo razgrajujejo denaturirane proteine (Lesley S.A.,
2002). Zaradi prisotnosti reducirajoih komponent kot so glutation, tioredoksin in
glutaredosin, je nastajanje disulfidnih vezi v citoplazmi omejeno (Kadukura in sod., 2003).
Perforinski del fragmenta, ki smo ga izrazali, je imel 16 cisteinov.

IT smo dobro ocistili in raztopili v pufru z 8 M ureo, nato pa smo protein poskusili
renaturirati pod razli¢nimi pogoji zvijanja. Ugotovili smo, da se protein bolje obnaSa v
pufru Tris-HCI kot fosfatnem pufru, poleg tega je proteinu najbolj ustrezal pH 8. Pri
nizjem pH (6 in 7) smo uspeli renaturirati mnogo manj proteina. Prav tako je na zvijanje
proteina negativo vplivala prisotnost soli. Pri 200 mM koncentraciji soli sploh nismo uspeli
dobiti topnega proteina, pri 100 mM koncentraciji soli pa smo uspeli raztopiti le neznatno
koli¢no le-tega. Kljub uspeSnemu zvijanju konstrukta zviti proteini niso bili stabilni. S
casom so se tvorili visokomolekularni agregati ali pa smo proteine dobili v netopni frakciji
(usedlini). Ta del ¢loveskega perforina, ki smo ga izrazali, vsebuje dve N-glikozilaciji, na
mestih 205 in 549. Glikan na mestu 549 naj bi omogocal aktivnost domene C2, poleg tega
naj bi bil ta del proteina kljucen za njegovo pravilno zvijanje (Uellner in sod, 1997).
Perforin brez tega dela ostane namre¢ v ER in se ne transportira v citotoksi¢ne granule,
poleg tega je obcutljiv na degradacijo, kar kaze na to, da je nepravilno zvit (Uellner in sod,
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1997). To je verjetno Se slabSe vplivalo na pravilno zvijanje proteina. Ker so v
prokariontskih sistemih ~ mehanizmi glikozilacije odsotni, je mesto 205 ostalo
neglikozilirano, to pa je najverjetneje Se dodatno vplivalo na slabSo stabilnost proteina.
Zaporedje, ki smo ga izrazali, je kljucno za oligomerizacijo v poliperforin. Tako si lahko
razlozimo nastanek visokomolekularnih agregatov in netopne usedline. Ugotovili smo tudi,
da se monomeri perforina med seboj povezujejo s disulfidnimi intermolekularnimi vezmi.
Ce smo vzorec fuzijskega proteina po renaturaciji inkubirali z DTT, ki reducira disulfidne
vezi se je koliCina topnega proteina signifikantno povecala (slika 52). Zradi pomankanja
¢asa nismo uspeli pripraviti konstrukta, ki bi bil iz obeh strani zas¢iten s TolA proteinom.
TaksSen konstrukt bi bil bolj stabilen in bi se mogoce v bakteriji izrazal v topni obliki, delo
z njim pa bi bilo zato mnogo bolj enostavnejse

52 SKLEPI

Iz napisanega lahko vidimo, da bakterijski ekspresijski sistem ni najbolj optimalen za
heterologno proizvodnjo perforina. Sinteza perforina je zelo zapleten in fino reguliran
proces. Bakterijska citoplazma ne zagotavlja potrebnega biokemijskega okolja za njegovo
sintezo. Redutivne razmere v citoplazmi in odsotnost ustreznih posttranslacijskih
modifikacij verjetno klju¢no vplivata na stabilnost izrazenih konstruktov. Zapleten in fino
reguliran proces sinteze ter visoka aktivnost proteina pri nizkih koncentracijah je tipi¢en
primer, kako so se evkariotske celice zavarovale pred svojim mo¢nim orozjem.

Kljub temu, da uporabljen sistem ni najbolj optimalen, Se ne pomeni da ni uporaben. Kot
prvo smo dokazali, da je heterologna proizvodnja perforina mozna. Med izolacijo
proteinov smo sicer dobili veliko necisto¢, ki se jih nismo mogli znebiti, saj so se ravno
tako vezale na afinitetno kolono, ali pa nismo mogli osamiti perforinskega fragmenta z
ionsko-izmenjevalno ali hidrofobno kromatografijo. Dokazali pa smo tudi, da tako dobljeni
perforin ohranja bioloSko aktivnost.

Pokazali smo tudi nov nacin uporabe TolA fuzijskega proteina. Pred nami ni Se nihce
naredil fuzije s TolA partnerjem na 3' in 5' strani polipeptidne verige. Dokazali smo veliko
vi§ji donos pri izolaciji kot pri ekvivalentnem konstruktu s TolA proteinom le na 3' koncu.
Pri nacrtovanju primerjev za TolA-Pfn-TolA konstrukt smo se usteli pri nacrtovanju
nukleotidnih zaetnikov. Posledi¢no bi bila pot do izolacije Zelenega fragmenta dosti lazja
kot sicer.

Izkazalo se je, da je delo z inkluzijskimi telesci zelo zahtevno. TolA-Pfn(igs.s409) sSmo
poskusili renaturirati na vrsto razli¢nih na¢inov in pod razli¢nimi pogoji (razpredelnica 26).
Pokazalo se je tudi, da fuzije kljub temu, da smo jo uspeli renaturirati, nismo uspeli
obdrzati v topni, monomerni obliki.

Za zaklju¢ek naj povem, da smo se s tem diplomskem delu zelo priblizali morebitni
izolaciji rekombinantnega c¢loveskega perforina. Pokazali smo, da je ekspresija
bioaktivnega cloveskega perforina v bakterijskem ekspresijskem sistemu mozna. Z
uporabo sistema TolA-Pfn-TolA, bi si lahko dodatno olajsali izolacijo, povecali stabilnost
fuzije in donos ob izolacij. Posledicno pa so nadaljnim strukturnim Studijem na Siroko
odprta vrata. Mislim, da bo skupini s Se nekaj izboljSavami sistema in pogumnim
kandidatom v zelo bliznji prihodnosti to tudi uspelo.
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6 POVZETEK

Perforin se nahaja v citotoksi¢nih granulah citotoksi¢nih limfocitov, naravnih celic ubijalk
in v nekaterih drugih populacijah limfocitov. Ko efektorska celica prepozna okuzeno ali
tumorsko celico, se citotoksicne granule orientirajo proti plazmeski membrani in se z njo
zlijejo. Vsebina granul se tako sprosti v imunolosko sinapso, kjer pH nevtralen in prisoten
Ca®", kar omogoga delovanje perforina. Monomeri perforina se poveZejo v poliperforin in
tvorijo transmembrano poro, tar¢na celica pa odmre po poti apoptoze.

Perforin je 555 AK dolg protein. Ima dve mesti glikozilacije, sestavljajo pa ga tri domene.
Prvih 22 AK predstavlja signalni peptid, ki se med procesiranjem odcepi. Zrel perforin je
sestavljen iz domene MACPF/CDC, ki obsega priblizno 350 AK in domen EGF in C2. C2
domena sluzi za vezavo kalcija. 3D struktura in mehanizem tvorbe pore je bila razreSena
Sele pred kratkim. Klju¢na odseka za insercijo lezita med 109. in 162. ter med 249. in 295.
aminokislinskim ostankom. Prvi odsek je zgrajen iz treh a-heliksov, drugi pa iz dveh a-
heliksov, ki po vezavi na membrano spremenita konformaciji tako, da nastanejo Stiri
amfipaticni B-trakovi, ki prec¢ijo membrano. Mehanizem nastanka pore je podoben
nastanku pore proteinov CDC, ki predstavljajo liticne proteine nekaterih bakterijskih vrst.

Kljub najnovej$im raziskavam pa raziskovalcem po ve¢ kot 20 letih Se vedno ni uspelo
izolirati rekombinantni ¢loveski perforin. Celotna molekula perforina vsebuje 20 cisteinov,
ki pa v bakterijski citoplazmi ne morejo tvoriti pravilnih disulfidnih povezav. Problem
bakterijskega ekspresijskega sistema je tudi v odsotnosti ustreznih postranslacijskih
modifikacij, saj molekula perforina vsebuje dve N-glikozilaciji. Navsezadnje pa je
biosintezni aparat eukariotske celice veliko bolj dovrSen kot pri bakterijah. Pri eukariotih
potekata procesa transkripcije in translacije ¢asovno in prostorsko loCeno, kar ne velja za
bakterije. Prav tako, se perforin sintetizira na endoplazmatskem retiklu, zorenje se
nadaljuje v Golgijevem aparatu, kjer se perforin odcepi v obliki citotoksicnih granul,
bakterijska celica pa ustreznih kompartmentov ne zagotavlja.

V diplomskem delu smo prisli do spoznanja, da je v bakterijskem ekspresijskem sistemu
mogoce izraziti ¢loveski perforin. Fragmente perforina smo izrazali kot fuzijske proteine.
Fuzijski partner je bil v vseh primerih TolA. TolA omogoca fuzijskemu partnerju boljse
izrazanje in vecji donos pri izolaciji. Tako pridobljene fuzijske proteine smo cepili in dobili
fragmente perforina, ki so ohranili biolosko aktivnost. Bolj$i donos ob izolaciji in lazjo
izolacijo pa smo dosegli s sistemom TolA-Pfn-TolA. Ce to dvoje zdruzimo in $e sistem 3e
malo izboljSamo sem preprican, da bo nekomu kmalu uspelo izolirati in bolje
okarkterizirati molekulo perforina. Po nekaj mesecih dela s perforinom povsem razumem
zakaj raziskovalcem po ve¢ kot 20 letih Se vedno ni uspelo izolirati rekombinantnega
¢loveskega perforina.
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