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Abstrakt

Oxidativ stress i celler ar en bakomliggande faktor till manga dédliga sjukdomar. Detta kan kroppen reglera
till en viss del med olika proteiner. Ett av proteinerna ar Alfa-1-mikroglobulin (A1M) som kan sdnka oxidativ
stress i kroppen genom att t.ex binda till fria radikaler och bidra till vdvnadsreperation. A1M transkriberas
tillsammans med ett annat protein, bikunin, som har anti-inflammatoriska egenskaper och man vet inte
riktigt varfor detta sker, eftersom prokursorn klyvs isar till fritt ALM och bikunin innan sekretion fran cellen.
Det ar av intresse att studera denna prekursor innan proteinerna klyvs, da man tror att den kan vara av
medicinsk relevans. Jag har i detta projekt uttryckt AMBP férsett med en His-tag fran en plasmid i E. coli.
Expressionen visade ett huvudsakligt proteinband pa ca 40 kDa som innehdll bade A1M och bikunin, vilket

overensstammer med forvantan.
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Introduktion

Oxidativ stress och fria radikaler

Oxidativ stress ar starkt kopplat till olika former av cancer (Valko et al., 2007), Parkinsons
(Hwang, 2013), ADHD (Joseph et al., 2015), Alzheimers sjukdom (Valko et al., 2007),
hjartinfarkt (Ramond et al., 2013) och manga andra sjukdomar (Amer et al., 2006, Bonomini et
al., 2008). Fria radikaler som orsakar oxidativ stress kan gora skada pa alla typer av
makromolekyler och &ven pa strukturer och organ (Valko et al., 2007). Detta gor det nddvandigt
att degradera dessa fria radikaler p ett sakert satt, for att undvika cellular skada. Denna oxidativa
stress uppstar nar var redox balans rubbas av olika anledningar och detta ger da upphov till
reaktiva syreforeningar. Bland dessa reaktiva syreforeningar ingar bland annat: -O" -
superoxidanjonen, H20- - véteperoxid, -OH - hydroxylradikalen och -OR — alkoxiradikalen
(Lobo et al., 2010). Radikaler ar definierade som molekyler, atomer eller joner med oparade
valenselektroner, vilket gor dem kemiskt reaktiva mot andra substanser (Hayyan et al., 2016).
Reaktiva syreforeningar ar dock inte bara till var nackdel, utan har ocksa en fysiologisk funktion
inom cellsignalering och vart immunsystem for att oskadliggdra infektiosa patogener (Kim et al.,
2013).



A1M - Struktur, funktion och genen
A1M (Alfa-1-mikroglobulin) &r ett relativt litet protein med en molekylarvikt pa 26 kDa och ar

183 aminosyror langt. Vi har haft vetskap om detta protein i ca. 40 ar, men har inte forran pa
senare tid kunnat forsla en exakt funktion for proteinet. Idag tror man att det har antioxidativa
egenskaper och har en “house-keeping” funktion i kroppen samt kan reducera kroppsprotein som
har blivit oxiderade, binda heme-grupper och binda skadliga fria radikaler (Akerstrom and Gram,
2014). De fria radikalerna tros reagera med ett fritt cystein (Cys34) med negativ
reduktionspotential (Gunnarsson et al., 2017). Man har &ven visat att A1M skyddar mitokondrier
fran den oxidativa miljon den skapar, genom att binda till en subenhet i komplex I (NADH-
dehydrogenas) (Olsson et al., 2013). A1M tillhor lipokalin-familjen, en proteinfamilj som
generellt transporterar sma hydrofoba molekyler och har en karaktaristisk 3D-struktur, men har
oftast en relativ sekvensidentitet pa mindre an 20%. Vad som kéannetecknar lipokalin-strukturen
ar den 8- eller 9-stringade, antiparallella, B-flak-veckningen pa proteinet, vilket man kan beskriva
som B-flak som gar samman i en cylindrisk struktur, med ett internt ligand-satet inuti strukturen

(Flower, 1996). Denna struktur kan ses i figur 1.
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Figur 1 - En kristallstruktur av A1IM fran 2014 som visar den karaktaristiska strukturen hos lipokalinfamiljer, med dppningen av
cylindern till vanster i bild. Cys34 &r ett kritiskt sate for den reducerande funktionen av A1M och foreslas vara heme-bindande

samt medverkar i radikaleliminering (Akerstrom and Gram, 2014, Rutardottir et al., 2013).



Nagot som forbryllar oss &n idag &r att detta protein transkriberas tillsammans med ett annat
protein som inte verkar ha nagon gemensam fysisk eller funktionell synergistiskt sammanhang,
detta protein &r bikunin och syntetiseras framst i levern (Akerstrom and Gram, 2014). Genen som
star for dessa produkter ar kand som Alpha-1-Microglobulin-Bikunin Precursor (AMBP), denna
protein-prekursor tas i animaliska celler till Golgiapparaten, dér den klyvs vid given linker-
sekvens (Bratt et al., 1993, Sanchez et al., 2002). Genen upp-regleras av oxidativ stress och
resulterar alltsa i att bada genprodukterna translateras tillsammans (Olsson et al., 2011,
Akerstrom and Gram, 2014). AMBP-genen har Kartlagts till position 9932-33 i manniska (Diarra-
Mehrpour et al., 1989).

Bikunin

Detta protein som translateras tillsammans med A1M &r en plasma-proteinas inhibitor med tva
Kunitz-liknande doméner, dvs. den inhiberar enzym som klyver andra protein t.ex. manga serin-
proteaser som bidrar till inflammation sdsom trypsin, trombin och plasmin, men &ven andra
protein som elastas (Fries and Blom, 2000, Delaria et al., 1997, Pugia et al., 2007). Bikunin kan
aven ned-reglera pro-inflammatoriska cytokiner (IL-1 och TNF-a) i immunceller déar effekt &r
relativt till dos, genom att blockera LPS-inducerad sekretion av just dessa cytokiner via TLR-4
vid infektion (Kanayama et al., 2007). Bikunin &r ett disulfidrikt protein trots sin lilla storlek, 12
stycken cysteiner bildar 6 stycken disulfidbryggor i ett komplicerat natverk (Kaczmarczyk et al.,
2005, Kanayama et al., 2007).



Bakteriell transformation

Bakterier kan ta upp genetiskt material genom tre olika mekanismer: konjugation, transduktion
och transformation. Genom transformation kan bakterier ta upp naket DNA i sin omgivning,
vilket det finns gott om fran doda organismer. Det finns flera bakteriella organismer som kan
medverka i att utoka variansen pA DNA som finns i omgivningen (Chen and Dubnau, 2004)
Streptococcus pneumoniae och Neisseria gonorrhoeae ar exempel pa bakterier som aktivt kan
utsondra sitt DNA i ett medium for andra bakterier att ta upp (Steinmoen et al., 2003, Dillard and
Seifert, 2001). DNA som tas upp av narliggande celler kan vara till bakteriens fordel, vilket kan
sétta ett selektionstryck. Om t.ex. en gen fOr en given antibiotikaresistens tas upp, kan det ge
bakterien en fordel i ndrvaro av den givna antibiotikan, men aven andra funktioner som kan vara
gynnsamma. Detta DNA tillaggs oftast i den bakteriella cellen som en plasmid, ett extra
kromosomellt element (Lorenz and Wackernagel, 1994). | vart projekt anvander vi en plasmid
med resistens mot ampicillin och kloramfenikol och var AMBP gen &r reglerad av en T7

promoter.
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Figur 2 — AMBP-plasmiden som har tagits upp av var BL21(DE3) pLysE variant av E. coli. Men ér KanR (kanamycin resistens) dr
istéllet AmpR (ampicillin resistens).



Human Al1M-bikunin(FXa,Thr)Sequence
- aminosyrasekvens
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Figur 3 — AMBP sekvensen med His-tag i N-terminalen, denna His-tag kan klyvas bort med Faktor Xa (Fxa). Mellan A1IM och
bikinin sitter ett modifierat klyvningssdéte fér trombin, for reglerad klyvning. Klyvningssdtena i figuren dr understrukna.

BL21(DE3) pLysE kompetenta celler

Dessa typer av bakteriella celler ar anpassade for att lattare transformera genetiskt material. Detta
hjalper nér man vill uttrycka proteiner som inte finns redan i bakterier, som man anvéander som
modellorganism, samt att det &r lttare att reglera genuttryck via ett inducerbart operon.
BL21(DE3) pLysE ar en speciell variant (”strain” pa engelska) av E. coli. Denna variant saknar
OmpT yttermembran proteaser och detta resulterar i hogre frekvens av ackumulation av
rekombinerade proteiner, samt mindre degradering av dessa proteiner vid rening. Denna variant
anvander en T7 RNA promotor som kan ge ett hogt utbyte proteiner kopplade nar det induceras.
(Donahue and Bebee, 1999, Studier et al., 1990).



Klinisk signifikans

Manga sjukdomar &r som namnt ovan, associerade med oxidativ stress som leder till skada pa
celler och vavnader. A1M ér just nu i klinisk fas som potentiell medicin mot oxidativ skada vid
sjukdomar som uppreglerar reaktiva syreféreningar som t.ex. havandeskapsforgiftning
(preeklampsi) och akut njurskada (Olsson et al., 2011, Wester-Rosenlof et al., 2014, Gunnarsson
etal., 2017). Det & manga argument som talar for att ALM kommer vara framgangsrikt i
behandling av oxidativ skada, bl.a. att det &r ett naturligt forekommande protein i kroppen, A1M
ar ca. 10 ganger mer effektivt att behandla fria radikaler an vitamin C & E, som &r kanda
antioxidanter (Akerstrom et al., 2017). Aven efter reducering av oxidativa produkter och
inbindning av fria radikaler, visar de inte tecken pa att sjalv ge upphov till oxidativ skada
(Akerstrom and Gram, 2014, Ahlstedt et al., 2015). Bikunin verkar ocksé ha potentiella
egenskaper som medicinska preparat, eftersom proteinet verkar reglera antiinflammatoriska
processer (Jian-giu et al., 2008). Det skulle darfor vara intressant att studera AMBP-prekursorn
och forsoka forsta varfor dessa tva proteiner uttryck hopkopplade med varandra. Detta kan leda
till en bredare forstaelse for exakta molekylara funktioner i kroppen och utveckling av optimala

medicinska preparat.

En annan funktion som A1M potentiellt kan uppfylla, &r en antimikrobiell funktion. De flesta
patogener som infekterar oss, behdver jarn i ndgon form. Detta kan vara fritt jarn i plasma eller i
ett komplex. Ett exempel &r Staphylococcus aureus som lyserar erytrocyter och skordar jarn fran
heme-gruppen av hemoglobinet. Fritt hemoglobin i blodet, ar véldigt oxidativt och skadligt for
nérbeldgna protein. A1M binder darfor heme-gruppen med hdg affinitet, vilket kan strypa

bakterier pa deras jarnkalla (Francis et al., 1985, Akerstrom and Gram, 2014).



Fragestallning, syfte & hypoteser
Fragestallning: Gar det att uttrycka en AMBP-prekursor i BL21(DE3) pLysE kompetenta celler?

Hypotes: Vi tror att det gar for att en plasmid som innehaller denna AMBP-konstruktion har
erhallits och transformation med BL21(DE3) pLysE kompetenta celler ar en vanlig metod for att
testa uttryck av fraimmande DNA for just denna variant av E. coli, da den &r specialiserad pa att ta

upp och uttrycka naket DNA med IPTG-inducering.

Syfte: Vi vill uttrycka AMBP i BL21(DE3) pLysE kompetenta celler for att testa om denna
variant av E.coli kan uttrycka AMBP. Om detta fungerar kan man ta steget vidare och forsdka

rena fram detta protein for att undersoka dess funktioner.

Tillvagagangssatt

1. Konstruktion av plasmid med DNA kodande for AMBP forsedd med N-terminal His-8-tag,
klyvningssate for Faktor Xa mellan His-tag och A1M, och klyvningsséte for trombin som linker
mellan A1M och bikunin.

2. Transformering av E.coli bakterier med plasmiden.

3. Smaskalig odling av transformerade bakterier, induktion av plasmiden med IPTG, och SDS-
PAGE och immunoblotting for att bekrafta ratt uttryck av AMBP.



Metod

Forberedning av prover

34 pg/ml ampicillin och 100 pg/ml kloramfenikol tillsattes till 1.5 ml Luria-Bertani medium (5 g
jast-extrakt, 10 g trypton och 5 g NaCl i 1 L millipore H>O som autoklaverades) i ett 50 ml
polypropylenror och inokulerades med pJ411:130586 transformerade BL(DE3)pLysE via en
platinds. Detta inkuberades under omskakning (200 rpm) i 37° Ci1h.

1.5 pl IPTG tillsattes, sa att slutliga koncentrationen blev 1 mM, for att inducera uttryck av var

prekursorn i cellerna. Detta inkuberades under omskakning (260 rpm), 37°C dver natten (18h).

Cellerna skordades (pelleten) efter centrifugering (10 min, 10000x g), darefter aterupploses
pelleten i 25 ul avjonat vatten och 35 pl Laemmi sample buffer. Cellerna lyserades genom
kokning, 3 minuter i 100° C.

Gelelektrofores

Proverna laddades pa BIO-RAD TGX 12 % stain-free pre-cast gel™ 12 wells, 20 pl. | varje gel
laddades 0.7 pl BIO-RAD All Blue standard i brunn 1 och 5 pl BIO-RAD Unstained standard i
brunn 2. Med volymen av varje prov som laddades, laddades aven motsvarande mangd Laemmi
buffer, detta blandades i Eppendorfror innan pipettering ner i brunnen. Gelen i figur 4 kordes i 1
timme pa 180 V. Darefter fordes gelerna over till ett bad med avjonat vatten och analyserades
med ett BIO-RAD Chemidoc™ imaging system i rumstemperatur.
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Immunoblotting

Tva set av filterpapper blétlades i trans-blotbuffert (0.025 M Tris, 0.192 M glycin och 20 %
metanol). Membranet (PVDF) aktiverades i 95 % metanol, i dragskap. Kassetten laddades med
set av filterpapper, membran, gel och &nnu ett set av filterpapper. BIO-RAD Trans Blot Turbo

maskin kordes pa 25 V under 3 minuter.

Membranen fordes senare till ett 50 ml polypropylenrér med 10 ml blockeringsbuffert (1 tablett
MilliporeSigma PBST pH 7.2 i 1 L millipore H20 och 5% skummat mjélkpulver). Det lades pa
omrorning i 1 h. Efter detta tomdes roren pa vatskeinnehall och fylldes med 5 ml antikropp-
buffert (1 tablett MilliporeSigma PBST pH 7.2 1 1 L millipore H20 och 1% skummat
mj6lkpulver) samt 5 pl av given primar antikropp. | detta experiment anvands kanin anti-A1M
(K107, Agrisera, Umea, Sverige) och kanin anti-bikunin (Bjarta, Agrisera, Umed, Sverige). Detta

inkuberades dver natten, for att binda (15h, 30 min), med omrérning i 4°C.

Roren tvattades sedan med 30 ml PBST 3 ganger, 5 minuter per gang. Sedan tillsattes antikropp-
buffert samt 2 pl av sekundar antikropp. | detta experiment anvandes get anti-kanin (Alexa 647)
inklusive markor. Detta inkuberades i 1 h, under omrdrning i morker. Roren tvattades igen med
30 ml PBST 3 ganger, 5 minuter per gang. BIO-RAD Chemidoc™ imaging system anvandes
igen for att analysera membranen, med installning pa att detektera A = 647 nm. Resultat for

immunoblotting kan ses i figur 5.
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Resultat

En plasmid med den beskrivna DNA-konstruktionen fanns tillganglig pa labbet. Nedfrysta
transformerade bakterier med AMBP-plasmid testades for uttryck av var prekursor. Figur 4 och 5
visar gelelektrofores och immunoblotting med anti-A1M och anti-bikunin av proverna.

. All blue standard (blotting stege)
. Unstained standard (PAGE stege)
Tom

. Plasmid 1 (2015-01-16)

. Plasmid 2 (2014-12-03)

. Plasmid 3 (2016-01-27)

. Plasmid 4 (2012-11-23)

. Plasmid 5 + ampicillin

. Plasmid 5 + kloramfenikol

10. Tom

11. t-A1M

12. Tom

1
2
3.
4
5
6
7
8
9

12% SDS-PAGE

Figur 4 - Gelelektrofores pa en 12 % stain-free pre-cast gel med 5 olika laddade prover. Prov 4-9 innehéaller 5 olika E.coli
bakteriepelletar transformerade med AMBP-plasmid. Prov 11 innehaller bakteriepellet transformerad med plasmid kodande for
t-A1M som positiv kontroll. Gelen har framkallats med avseende pa totalprotein-innehdll (”’stain-free "-position. 8 pl laddades av
varje plasmid.
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1. All blue standard (blotting stege)
2. Unstained standard (PAGE stege)
3.Tom

4. Plasmid 1 (2015-01-16)

5. Plasmid 2 (2014-12-03)

6. Plasmid 3 (2016-01-27)

7. Plasmid 4 (2012-11-23)

8. Plasmid 5 + ampicillin

9. Plasmid 5 + kloramfenikol

10. Tom

11. t-A1M

12. Tom

-
-
-
-
-
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Antikropp mot A1IM (K107) Antikropp mot bikunin (Bjarta)

Figur 5 - Immunoblotting av samma prover som i figur 4. Blaa pilar illustrerar position av A1M-innehallande band. Antikropp
mot A1M visar inbindning till ett 40 kDa-band i tva AMBP plasmider och t-A1M (kontroll). Antikropp mot bikunin visar

inbindning till samma 40 kDa-band som anti-A1M i tvd av AMBP-plasmiderna.

Tre prover av de transformerade bakterierna visade tillvaxt (figur 4). Tva av dessa tre prover
uttryckte ett 40 kDa-band som detekterades med bade anti-A1M och anti-bikunin (plasmid 1 och
3 i figur 5). Detta 40 kDa-band uppfyller alltsa kriterierna for AMBP-prekursorn. Transformation
med ké&nd plasmid kodande for en A1M-variant kallad t-A1M inkluderades som positiv kontroll
for A1M blottingen.
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Diskussion

| figur 4 kan man se tva plasmider som inte visade tillvaxt av kultur (plasmid 2 och 4), metoden
som anvandes var relativt tuff mot bakterierna och anledningen till att ingen tillvaxt skedde tros
vara pga. en for tuff 6vergangsfas; att ga fran -80 °C i glycerol till ett rumstempererat medium
kan orsaka for hoga nivaer av stress. Alternativet har hade kunnat vara att stryka ut plasmiden pa
en agar-platta forst och sedan selektera for de kolonier som éverlever. Detta ger d&ven en mer

homogeniserad kultur.

| figur 5 kan det konstateras att ett proteinband runt 40 kDa binder till bade antikropp mot A1M och
bikunin i plasmid 2 och 4. Detta antas vara AMBP-prekursorn. Brunn 11 i figur 5a, visar en positiv
kontroll for test av antikropp mot A1M, for att sakerstélla att antikroppen fungerar.

Vi har visat i detta projekt att AMBP-prekursorn kan uttryckas i E. coli i rekombinant form.
Syftet med detta ar att rena upp prekursorn och underséka AMBP-prekursorn kan uppfylla bade
A1Ms och bikunins funktion, samt lika effektivt dvs. sitter nagra av de aktiva enzymatiska satena
blockerade i AMBP? Detta tros ge en battre forstaelse for bade A1Ms och bikunins funktion som
medicinska preparat. Vidare studier kan ocksa hjalpa oss att svara pa fragan: varfor transkriberas

dessa tva produkter tillsammans?

En bakteriepellet med AMBP fanns tillganglig pa labbet och det forsoktes aven att rena fram
AMBP fran denna bakteriepellet. Slutresultaten visade att AMBP var rent, men hade format en
del aggregat och darmed antas att prekursorn inte &r stabil. Detta antogs da proteinband
korresponderade till multiplar av tva och tre ganger molekyléarvikten av AMBP, detekterades i en
immunoblotting med antikroppar mot A1M och bikunin. Aggregaten kan renas bort med
storleksseparerande gelfiltrering, men har inte gjorts &n. AMBP-prekursorn tros vara instabil for
att den klyvs tidigt efter translation till A1M och bikunin och behdver ddarmed inte vara stabil.
Det tros aven att de fysikaliska forhallandena inte var optimala, dvs. att det ar inte exakt samma
koncentration pa molekyler runt ribosomerna och Golgiapparaten som det var i var buffert och

detta kan bidra till instabilitet. Detta har inte dokumenterats i denna uppsats.
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