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Santrumpuy sgrasas

AA — akrilamidas;

APS — amonio persulfatas;

BAA — bisakrilamidas;

DMSO — dimetilsulfoksidas;

DTT - ditiotreitolis;

E219K — peptidingje grandinéje 219 pozicijoje glutamo rtgstis pakeista j lizing;
EDTA — etilendiamintetraacto riigsties dinatrio dihidratas;

HuPrP23-231 — zmogaus rekombinantinis prioninis baltymas;

GPI — glikozilfosfatidilinozitolis;

GSS — Gerstmanno-Strausslerio-Scheinkerio sindromas;

KJL — Kroicfeldo-Jakobo liga;

LB — Luria broth augimo terpé;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

NDS-PAAG — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé;
PrP* — dalinai i§sivyniojes prioninis baltymas;

PrP® — natyvus prioninis baltymas;

PRPN — prioninio baltymo genas;

PrP>° — pakitusios konformacijos prioninis baltymas, skrepi izoforma.

Q212P — peptidinéje grandinéje 212 pozicijoje glutaminas pakeistas j proling;
S.0.C. — optimali mitybiné terpé (angl. super optimal broth with catabolite repression);
TAE — TRIS-acetato-EDTA DNR elektroforezés buferis;

TCA — trichloracto rugstis;

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilendiaminas;

TRIS — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis;

TSE — transmisinés spongiforminés encefalopatijos;

V210l — peptidingje grandinéje 210 pozicijoje valinas pakeistas j izoleucing.



Ivadas

Transmisinés spongiforminés encefalopatijos (TSE) arba prioninés ligos — tai reta grupé
mirtiny neurodegeneraciniy ligy, kurias sukelia prionai. Sios prioninés ligos yra susijusios su
natyvaus Igstelinio prioninio baltymo (PrPC) virtimu patogenine, netinkamai susilanksciusia,
PrP*® izoforma, kuri kaupiasi zmogaus ar gyviino smegenyse ir per tam tikrg laikg sukelia
centrinés nervy sistemos sutrikimus bei mirtj. PrP® yra sintezuojamas daugelio mogaus ir
gyviiny audiniy, taciau didziausi jo kiekiai aptinkami centrinéje nervy sistemoje ir manoma,
jog jis bitinas sinapsiy veiklos uztikrinimui (Brown, Mastrianni, 2010).

Spontaninis lastelinio prioninio baltymo virsmas yra nulemtas mutacijy baltymo gene,
dél kuriy Sie baltymai jgauna netinkama treting struktiirg ir virsta infekcinémis dalelémis —
prionais (PrP%°). PrP* toliau geba tarnauti kaip $ablonai, pagal kuriuos tinkamai susilankste
lasteliniai prioniniai baltymai pakei¢ia konformacija ir virsta PrP°. Naujai susidariusios
infekcinés dalelés taip pat gali tarnauti kaip iniciatoriai $ioje grandiningje reakcijoje (Colby,
Prusiner, 2011).

Siuo metu yra isskiriamos trys etiologinés $iy ligy grupés: infekcinés, sporadinés ir
paveldimos. Yra nustatyta apie 40 skirtingy taskiniy mutacijy zmogaus prioninio baltymo
gene (PRPN), sukelian¢iy paveldimas ligas, kurios sudaro apie 15 proc. visy Zmogui
nustatomy prioniniy ligy. Viena i§ Zinomiausiy mutacijy, sukelianciy paveldimg Gerstmann-
Straussler-Scheinker sindromg yra Q212P (212 baltymo pozicijoje glutaminas pakeistas j
proling) (llc et al., 2013).

Nepaisant mutacijy, sukelianciy ligas, taipogi yra nustatyti keli polimorfizmai, kurie,
manoma, yra apsauginiai prie$ prionines ligas. Vienas i§ jy yra E219K (glutamo ragstis yra
pakeista j lizing). Iki Siol atliktais tyrimais nustatyta, jog Zmonegs, turintys §j genetinj pakitima,
yra atsparts infekcinei Kroicfeldo-Jakobo ligai (llc et al., 2013).

Mokslininkai stipriai pasistiméjo aiSkindamiesi priony sukeliamy ligy mechanizma,
taciau dar daug liko neiSsiaiSkinta ir $i tema iSlieka aktuali. Vienas i§ tyrimo objekty yra
mutantiniai Zmogaus prioniniai baltymai, kuriuos tyrinéjant siekiama iSsiaiSkinti, kokig jtaka
ligos eigai turi Siy baltymy struktiiros pokyciai. Kadangi tyrimams reikalingi dideli baltymo
kiekiai, o pirkti yra brangu, todél Siuos mutantinius baltymus galima pasigaminti patiems.

Taigi, Sio darbo tikslas yra gauti rekombinantinius zmogaus prioninius baltymus
HuPrP23-231 Q212P ir HuPrP23-231 E219K. Tikslui pasiekti i§sikéléme Siuos uZdavinius:
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. Atlikti tiksling mutagenezg ir jvesti Q212P ir E219K mutacijas | HuPrP23-231
baltymo gena;

. Gauti HuPrP23-231 baltymy su Q212P ir E219K mutacijomis raiskg E. coli
lastelése;

Renattiruoti  baltymus 1§ intarpiniy kineliy ir i$gryninti  giminingumo
chromatografijos metodu.
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1. Literaturos apzvalga

1.1 Prioninés ligos

Prioninés ligos — tai grupé mirtiny, neurodegeneraciniy ligy, sukeliamy i§ baltymy
sudaryty mazy infekciniy daleliy — priony. Zodis prionas (angl. proteinaceous infectious
particle) reiskia, jog Sis ligos sukél¢jas sudarytas tik i§ baltymo. Tai vienintelis Siuo metu
zinomas infekcinis patogenas, neturintis genomo. Visi kiti infekciniai agentai, tokie kaip
grybai, bakterijos ar virusai turi DNR arba RNR, kuri uztikrina jy dauginimasi, tuo paciu ir
ligos vystymasi (Kalikiri, Sachan, 2003).

Prionai turi identiskg pirming¢ aminoriig§¢iy sekg prioniniams baltymams, kurie normaliai
egzistuoja organizme. Vienintelis skirtumas, nulemiantis jy infektyvuma, yra pakitusi tretine
struktiira, kuri tarnauja kaip $ablonas, ver&iant lastelinius natyvius prioninius baltymus PrP®
(angl. C — cellular) j patogening baltymo izoforma PrP* (angl. Sc — scrapie), kuri yra netirpi ir
kaupiasi smegenyse, sukeldama grupe prioniniy ligy (Kalikiri, Sachan, 2003).

Zmogui prionai sukelia Kroicfeldo-Jakobo liga (KJL), kuru, mirtinag nemiga, Gerstmann-
Straussler-Scheinker sindromag (GSS), avims — skrepi (angl. scrapie) liga; galvijams — jauciy
spongiformine encefalopatija (Brown, Mastrianni, 2010). Skrepi buvo pirma zinoma prioniné
liga, identifikuota dar 1730 m. Véliau buvo apibtdintos ir kitos prioninés ligos: GSS (1920
m.), KJL (1920 m.). Taip pat 1952—-1953 m. Papua Naujojoje Gvinéjoje buvo nustatytas kuru
ligos atvejis, susijes su ritualiniu kanibalizmu (Acevedo-morantes, Wille, 2014). Siuo metu
yra i8skiriamos trys etiologinés ligy grupés: infekcinés, sporadinés (spontaniSkos) ir
paveldimos (Chesebro, 2003). Infekcinés ligos daZniausiai plinta per maista arba jomis
uzsikre€iama per jvairias medicinines proceduras. Sporadiniy ligy atsiradimo priezastis néra

aiski, o paveldimos yra nulemtos mutacijy PRNP gene (Acevedo-morantes, Wille, 2014).
1.2 Priony kamienai

Vienas 1§ jdomiausiy fenomeny, susijusiy su prioninémis ligomis, yra priony kamienai.
Buvo pastebéta, jog gyvinuose, paveiktuose prioniniy ligy, gali iSsivystyti skirtingi ligos
fenotipai (Morales et al., 2007). Sis atradimas buvo laikomas vienas i§ svarbiausiy jrodymuy,
nukreiptas prie§ tik baltymo teorija. Buvo manoma, jog jvairiis ligos fenotipai aptinkami
gyvinuose susije su skirtingg geneting informacijg turiniais TSE sukelianciais agentais.
Taciau remiantis dabartiniais tyrimais teigiama, jog §j skirtumg nulemia patogeniniai prionai,

kurie gali buti jgave skirtingas stabilias konformacijas, kuriy kiekviena apibtidinama kaip
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atskiras priono kamienas. Kiekvienas i$ $iy kamieny geba paveikti specifing smegeny dalj, dél
to atsiranda skirtingi ligos pozymiai (Morales et al., 2007).

Priony kamienai gali bati klasifikuojami pagal skirtingus parametrus. Inkubacinis
gyvame organizme, pagal kurias galima klasifikuoti priony kamienus. Taip pat papildomai
galima charakterizuoti ir biochemiSkai. Vienos i§ pagrindiniy savybiy yra elektroforetinis
judrumas paveikus proteaze K, atsparumas proteazei K, atsparumas denaturacijai
chaotropiniais agentais ir glikozilinimo profilis (Morales et al., 2007). Bandymais nustatyta,
jog kiekvienas i§ kamieny turi jam biidingg glikozilinimo formy santykj, kuris, manoma, yra

svarbus stabilizuojant tam tikrg baltymo konformacija (Collinge, Clarke, 2007).
1.3 Lastelinis prioninis baltymas

Lastelinis prioninis baltymas (PrP°), tai jprastas lastelése randamas glikoproteinas, kurio
sintez¢é prasideda dar embriogenezéje. Suaugusiame individe didziausia §io baltymo raiska yra
pastebéta galvos ir nugaros smegeny neuronuose, taciau taip pat nustatyta ir Sirdies, kepeny,
inksty, kasos, plauciy, baltyjy kraujo kiineliy ir trombocity periferiniuose audiniuose
(Westergard et al., 2007).

Sio baltymo funkcija vis dar néra gerai zinoma, ta¢iau atlikti tyrimai leidzia teigti, jog $is
baltymas atsakingas uZ sinapsiy formavimasi, funkcionalumg ir palaikyma, surisa ir apriipina
lasteles variu, dalyvauja apsaugoje nuo oksidacinio streso, 1asteliy adhezijoje, neurogenezéje,
imunoreguliacijoje (Brown, Mastrianni, 2010; llc et al., 2013).

Lastelinis prioninis baltymas, turintis 253 aminoragstis, yra koduojamas 16 kb (nuo
4,666,796 iki 4,682,233 baziy poros) vienakopijiniame PRNP gene, esanc¢iame 20p13 lokuse
(Imran, Mahmood, 2011). Sintezés metu endoplazminiame tinkle i§ pradziy yra nukerpama
signalinio baltymo 22 aminorigs¢iy seka nuo N galinés dalies. Po to prisijungus
glikozilfosfatidilinozitolio (GPI) inkarui (kuris reikalingas priono baltymui prisitvirtinti prie
lastelés iSorinés membranos), yra nuskeliama 23 aminortigs¢iy liekany signaliné seka nuo
baltymo C galinés dalies (Brown, Mastrianni, 2010; Imran, Mahmood, 2011).

Visi prioniniai baltymai, ekspresuojami skirtingy riisiy individy, turi panaSig treting
struktiirg. Zmogaus prioninis baltymas (1.1 pav.) turi netvarkinga N galine dalj (23-124
aminoriigsciy liekanos) ir grieztai struktiirizuota C galinj regiong (125-231 aminortgs¢iy
liekanos). Baltymo globulés centra sudaro trys a spiralés (og: 144-155; op: 172-192 ir a3 200-
225 aminoriigs¢iy liekanos) ir dvi nelygiagrecios B juostos (Bi: 129-130 ir [,:162-163
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aminorigs§ciy liekanos) bei disulfidinis tiltelis, sujungiantis o, ir ag spirales, taip

stabilizuodamas baltymo C galing dalj (Cheang et al., 2008).
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Lipidu bisluoksnis

1.1 pav. Erdviné zmogaus prioninio baltymo (prijungtas prie lipidy bisluoksnio) struktiira.
Baltyma sudaro trys raudona spalva pavaizduotos a-spiralés, dvi mélyna spalva pavaizduotos B-
klostés, nestruktiirizuota N galiné dalis ir glikozilfosfatidilinozitolinis inkaras (GPI) (pritaikyta i$
Cheang et al., 2008).

Baltymo N galinés dalies struktiira yra kintanti ir dazniausiai netvarkinga lyginant su C
galine dalimi, kuri formuoja stabilius antrinés strukttros elementus (Cappai, Collins, 2004;
Jahandideh et al., 2014). Nors prioninio baltymo N galiné dalis yra nestruktiirizuota, taciau ji
turi du Siuo metu Zinomus konservatyvius regionus. Pirmasis susideda i§ penkis kartus
pasikartojanciy oktameriniy amino riig8¢iy sekos (angl. octapeptide repeat region). Manoma,
kad $is regionas yra svarbus vario suri$imui ir susijes su priony patogeneze. Antrasis regionas,
i$siskiriantis hidrofobiniu profiliu, yra pavadintas transmembraniniu regionu, taciau néra
aisku, ar fiziologinémis salygomis Sis domenas tikrai funkcionuoja kaip transmembraninis

regionas, todél sitiloma jj vadinti hidrofobinio branduolio domenu (Cheang et al., 2008).
1.4 Prp*

Siuo metu Zinoma, jog PrPC struktira sudaryta daugiausiai i§ a-spiraliy ir nedidelio kiekio
B-klosciy, 0 PrP> priesingai — i§ B-klos&iy ir mazo kiekio a-spiraliy (Prusiner, 1998), taciau
infekcinés prioniniy baltymy formos PrP*° struktiira dar néra galutinai iSaiskinta ir vis dar yra
tiriama. Neseniai atlikta vandenilio-deuterio mainy analizé kartu su masiy spektroskopija

naudojant i§ smegeny iSskirtus prionus parodé, jog tretinéje struktiiroje o-spiraliy néra
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(Smirnovas et al., 2011). Bitent $ie konformaciniai skirtumai tarp PrP® ir PrP*°, nulémé
patogeninés prioninio baltymo izoformos auksta atsparumg proteolizei ar degradacijai
dezinfekcijos metu, naudojant jprastus cheminius ir fizikinius metodus. Priesingai nei PrP*,
PrpC tirpsta nedenatiiruojanciuose tirpikliuose ir yra visiSkai degraduojamas proteaziy

(Prusiner, 1998).
1.5 Prioniniy baltymuy virtimo j patogenines izoformas modeliai

Siuo metu prioniniy ligy mechanizmo aiskinimui yra labiausiai paplitusi tik baltymo
(angl. protein only) hipotezé, kuri parodo kaip prionai sugeba pasidauginti nenaudodami
nukleino riigé¢iy. Siai hipotezei aiskinti yra sitilomi du modeliai: (1) heterodimero arba
Sablono valdomas suvyniojimo modelis, (2) nekatalitinis branduoliy polimerizacijos modelis
(Cheang et al., 2008; Laurent, 1996).

Sablono valdomas modelis siiilo, jog esant infekcijai, PrP*® pradeda kataliting kaskada
naudodamas lastelinius prioninius baltymus (PrP®) arba dalinai i$sivyniojusius prioninius
baltymus (PrP") kaip substrata, jy pavertimui j pakitusios konformacijos PrP*°, turin&ius daug
B-klos¢iy. Sie konformaciniai poky¢iai yra kontroliuojami kinetidkai: aukstas aktyvacijos
barjeras apsaugo nuo spontaninés konversijos. PrP© susijungimas | PrP>® heterodimerinj
kompleksa, gali sumaZinti aktyvacijos barjera naujy PrP>® susidarymui i§ PrP®-PrP*° (Cheang
et al., 2008; Horiuchi, Caughey, 1999). Manoma, jog PrP® iSvyniojimo ir suvyniojimo
procese Prp% gali tiesiogiai arba netiesiogiai dalyvauti kaip Saperonai (Laurent, 1996).
Paveldimi prioniniy ligy atvejai yra susij¢ su tam tikromis mutacijomis ir pagal §;j modelj
manoma, jog Sie mutantiniai baltymai turi sumazéjusj aktyvacijos barjera, dél ko padidéja
tikimybé jiems spontaniskai virsti j patogenines izoformas (Cheang et al., 2008).

Alternatyvus nekatalitinis branduoliy polimerizacijos modelis teigia, jog S$is
konformacinis procesas yra termodinamiSkai kontroliuojamas: PrPC virtimas 1 PrP*° yra
griztamas procesas (1.2 pav. B). Si teorija teigia, jog monomeriné PrP** forma néra pavojinga
iki tol, kol nesuformuoja fibriliy ar agregaty (Aguzzi, Calella, 2009; Laurent, 1996). Susidares
PrP*° stabilizuojamas tik tada, kai yra jjungiamas i PrP*° agregatus arba kristalus. Pradinis
branduolio arba s¢klos formavimasis vyksta létai dél silpny vienvalenciy rySiy tarp molekuliy
ir dél mazo kiekio molekuliy, gebanciy polimerizuotis. Taciau susidariusi oligomeriné sékla
yra stabilizuojama daugiavalenciais rysiais, kuri jungia naujas molekules. Prijungtos
molekulés taip pat yra stabilizuojamos daugiavalenciais rySiais, esanciais sé¢klos pavirSiuje

(Horiuchi, Caughey, 1999).
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1.2 pav. PrP° virtimo j PrP* modeliai. A) Sablono valdomas modelis. PrP* tarnauja kaip
Sablonas ver&iant PrP® arba PrP* j PrP* izoforma, kuri yra jungiama j amiloidines fibriles. B)
Nekatalitinis branduoliy polimerizacijos modelis. Natyvaus baltymo PrP® virtimas j patogening PrP*>°
baltymo formg yra grjztamas procesas, valdomas termodinamiSkai. Reakcijos pusiausvyra yra stipriai
pasislinkusi j PrP® izoformos puse. PrP** stabilizuojama tik jjungus j amiloidines fibriles (pritaikyta i3
Cheang et al., 2008).

1.6 Mutacijos Zmogaus prioniniame baltyme

Apie 85 proc. priony sukeliamy ligy zmogui pasireiskia spontaniskai, kuriy kilmé néra
aiski. To pavyzdys yra sporadiné KJL. Apie 10-15 proc. §iy baltymy sukeliamy ligy yra
paveldimos ir nulemtos mutacijy Zmogaus prioninio baltymo gene PRNP ir tik maZiau negu 1
proc. ligy kyla dél infekcijos. Daugelis taskiniy mutacijy yra tose geno dalyse, kurios koduoja
alfa spirales ir sukelia paveldimas KJL, GSS ir mirting Seimyning nemiga (Gambetti et al.,
2003).

Vienos i§ Zinomiausiy susijusiy su ligomis mutacijy, aptinkamy PRPN gene, yra V210l
(baltymo 210 pozicijoje valinas pakeistas | izoleucing) ir Q212P (212 baltymo pozicijoje
glutaminas pakeistas j proling). V210l mutacija sukelia paveldimg KJL, o Q212P atsakinga uz
paveldima GSS. Taip pat yra nustatytos ir keletas apsauginiy mutacijy. Viena i$ jy yra E219K
(219 baltymo pozicijoje glutamo riigstis yra pakeista j lizing) ir remiantis atliktais tyrimais
nustatyta, jog §i mutacija esant heterozigotiniams aleliams pasizymi apsauginiu efektu pries

infekcing KJL (llc et al., 2013).
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1.6.1 Su ligomis susijusios mutacijos

GSS yra létai progresuojanti paveldima autosominé liga, sukelta Q212P mutacijos
prioninio baltymo gene. Glutaminas yra ag spiralés viduryje Salia Cys179-Cys214 disulfidinio
tiltelio. Globulinis §io mutantinio baltymo domenas sudarytas i$ keturiy o spiraliy ir dviejy
nelygiagreciy B klosciy (1.3 pav. A). Nors Sio baltymo struktiira yra labai panasi | natyvaus
prioninio baltymo struktiirg, taCiau taip pat yra pastebimi ir svarbiis struktiiros pokyciai,
kuriuos nulemia vienos amino rugsties pakeitimas kita. Vienas i$ svarbiausiy poZymiy yra og
spiralés trukis, kuris suformuoja dvi atskiras a spirales (llc et al., 2010, 2013). Susiformavusi
nauja oy spiralé yra sudaryta i§ keliy aminortagséiy (223-226 aminortigstys) (1.3 pav. B). Taip
pat §i mutacija lemia ir a-03 spiraliy orientacijos pasikeitimg erdvéje.

Kitas svarbus efektas, parodantis lokalius struktiiros poky¢ius, yra f,-o, Kilpos sgveika su
ag-spiralés C galine dalimi (1.3 pav. C). Natyviame baltyme yra pastebima stipri hidrofobiné
saveika tarp $iy struktiiry, o mutantiniame baltyme §i saveika néra nustatyta. Sios saveikos
praradimas nulemia tai, jog hidrofobinis pavirSius atidengiamas saveikai su tirpikliu (llc et al.,
2013).

o
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1.3 pav. Q212P mutanto ir natyvaus zmogaus prioniniy baltymy struktiiry palyginimas. A) Q212P
mutanto 3D struktiira. B) Q212P as-spiralés struktiira lyginant su natyvia ag-spirale. C) B,-a, Kilpos
saveika su oz spiralés C galine dalimi Q212P mutantiniame ir natyviame prioniniame baltyme
(pritaikyta i$ llc et al., 2013).
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V2101 mutacija gana daznai aptinkama Europos populiacijoje ir yra susijusi su paveldima
KJL. Sergant sia liga pasireiskia silpnaprotysté, ataksija (raumeny koordinacijos nebuvimas)
ir mioklonija (trumpi, zaibiski viso kiino ar jo daliy truktel¢jimai). Valinas yra og spiralés
viduryje ir formuoja 20 aminoriigs¢iy hidrofobinj branduolj, kuris yra labai svarbus bendram
globulinio domeno stabilumui. PanaSiai kaip ir Q212P mutacija, valino pakeitimas i
izoleucing nesukelia stiprios baltymo struktiiros persitvarkymo (1.4 pav.). Sis mutantas turi
gerai struktiirizuotg C galine dalj, turin¢ig tris o spirales ir dvi trumpas B klostes. Vienas i$
pastebimy efekty, pakeitus valing j didesn¢ Sonin¢ granding turin¢ig aminoriigst] izoleucing,
yra sustipréjusi steriné grustis tarp a2-03 spiraliy. Taip pat pastebimas hidrofobiniy saveiky
praradimas tarp Vall80 su Vall76 ir 1le184, kurios normaliai egzistuoja natyviame
prioniniame baltyme. Pana$iai kaip ir Q212P mutacijos atveju, sgly¢io praradimas V210I
mutacijos atveju tarp P2-a2 kilpos ir oz spiralés C galinés dalies, atidengia hidrofobinj
baltymo pavirsiy sgveikai su tirpiklio molekuléms. Manoma, jog §i bendra savybé su ligomis
susijusioms mutacijoms yra viena i§ pagrindiniy, nulemianti neurotoksiSkuma (llc et al.,

2013).

-

W

1.4 pav. V210l mutantinio prioninio baltymo 3D struktiira. Pastebima sustipréjusi steriné gristis

tarp a2-03 spiraliy (pritaikyta i$ llc et al., 2013).
1.6.2 Apsauginé E219K mutacija

Dazniausiai pasitaikanti prioniné liga zmoniy tarpe yra sporadiné KJL (Biljan et al.,
2012). Atlikti branduoliy magnetinio rezonanso tyrimai parodé tam tikrus poky¢ius, kurie gali
turéti jtakos apsprendziant Sios mutacijos apsauginj efektg pries sSKJL. Mutantinio baltymo

globuliné struktara (1.5 pav. A) yra labai pana$i j natyvaus prioninio baltymo. D¢l Sios
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mutacijos pastebima pakitusi tam tikry struktiiry (Bi-oas kilpos, ai-B1 kilpos ir az spiralés)
orientacija, dél ko sustipréja hidrofobiné sgveika (llc et al., 2013).
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1.5 pav. E219K mutanto struktiira ir palyginimas su natyviu baltymu. A) E219K mutantinio
prioninio baltymo 3D struktira. B) P,-ap kilpos saveika su oz-spiralés C galine dalimi E219K

mutantiniame ir natyviame prioniniame baltyme (pritaikyta is llc et al., 2013).

Didziausias hidrofobinés sgveikos stiprumo padidéjimas fiksuojamas tarp Bp-o Kilpos ir
az spiralés C galinés dalies (1.5 pav. B). Tai pagrindinis skirtumas, lyginant su patologinémis
mutacijomis, kurios turi susilpnéjusig hidrofobine sgveika. Taip pat nustatyta, jog pakeitus
glutamo raigst] j lizing pasikei¢ia baltymo pavirSiniy kriiviy pasiskirstymas (1.6 pav.) (Cappai,
Collins, 2004). Remiantis §iuo pastebéjimu yra bandomas aiskinti dominantinis neigiamas
slopinimo efektas, minimas tolimesnéje darbo dalyje. Manoma, jog skirtingi kriiviai tarp
natyvaus baltymo ir E219K mutanto palengvina tarpmolekuling saveika tarp Siy dviejy
aleliniy varianty, tokiu budu juos suriSant tarpusavyje ankstyvoje fibrilizacijos proceso

stadijoje (Biljan et al., 2012).

1.6 pav. Mutantinio (kairéje) ir natyvaus (deSinéje) baltymo elektrostatinis pavirSiaus potencialas

esant pH 5,5 (pritaikyta i§ llc et al., 2013).
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1.6.3 Heterozigotinio slopinimo fenomenas

Natiiraliai aptinkamas E219K polimorfizmas Zmogaus prioniniame baltyme buvo
nustatytas japony populiacijoje, véliau aptiktas ir kity ryty Azijos valstybiy populiacijose,
piety Afrikoje ir Ramiojo vandenyno regione, taCiau $io polimorfizmo atvejy nebuvo
nustatyta tarp kaukazoidy. Pastebéta, jog pacientuose, serganciuose sporadine KJL, E219K
polimorfizmas yra aptinkamas labai retai, todél $is polimorfizmas yra laikomas kaip
apsauginis prie$ $ig liga (Hizume et al., 2009; Shibuya et al., 1998). Atlikti bandymai su
pelémis, turiniomis E218K polimorfizmg (atitinka zmogaus E219K) parode¢, jog prioninis
baltymas néra konvertuojamas j patogening PrP*® izoforma, esant sporadiniam KJL uZkratui.
Norint nustatyti Zzmogaus prioninio baltymo HuPrP219K virsmo i patogening izoforma
efektyvuma, buvo atlikti eksperimentai su transgeninémis pelémis. Sios pelés, turinéios
skirtingus zmogaus prioninio baltymo genotipus 219E/K, 219E/E, 219K/K, 219K/0, 219E/0
(heterozigotinj, homozigotinius ir hemizigotinius), buvo paveiktos infekcinés KJIL ligos
sukéléjais 1§ dviejy skirtingy pacienty. Pelése, turin¢iose jjungta PRNP 219K/K gena, buvo
stebétas patogeninés izoformos susidarymas kur kas efektyvesnis, nei pelése, turinciose
jjungta laukinio tipo homozigotinj PRNP 219E/E gena, bet taip pat buvo pastebéta, jog pelése
turin€iose jjungta heterozigotinj 219E/K gena, prioniniy baltymy konversija | patogening
izoformg buvo 1é¢iausia (Hizume et al., 2009).

Identiski eksperimentai buvo atliekami ir su zmoniy populiacijoje aptinkamu M129V
polimorfizmu. Buvo zinoma, jog infekciniai KJL prionai gali plisti pelése, ekspresuojanciose
HuPrP129M/M, bet negali plisti esant HuPrP129V/V ekspresijai. Ankstesni tyrimai
pademonstravo, jog prioninio baltymo molekulés (129V/V), negebancios konvertuotis ]
patogening izoforma, veikia kaip slopikliai kity, gebanéiy konvertuotis molekuliy (129M/M),
virsmo procese. Sis slopinimo tipas buvo pavadintas dominantiniu neigiamu efektu. Atlikti
identiSki tyrimai su skirtingo tipo genotipais transgeninése pelése parodé tokj patj rezultata,
kaip ir bandymai su HuPrP219E/K. Buvo stebétas susidariusiy priony kiekis ir taip pat
nustatyta, jog meéginiuose, paimtuose i§ heterozigotinio organizmo (129M/V), susidariusios
PrP*° izoformos kiekis buvo maZiausiais, lyginant su méginiais, paimtais i§ hemozigotiniy ar
homozigotiniy organizmy (Kobayashi et al., 2009).

Remiantis Siais ir ankstesniais tyrimais nustatyta, kad §is universalus heterozigotinio
slopinimo fenomenas gali biiti sukeltas tiek gebancio, tiek negebancio virsti | patogening

PrP> izoforma prioninio baltymo. Siuo metu néra Zinomas §io proceso mechanizmas, tadiau
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yra pasitlytas akmeninés sienos (angl. stone fence) modelis (1.7 pav.), kuris pritaikytas
abiejy Siy tipy prioniniy baltymy molekuléms. Pagal branduoliy polimerizacijos teorija, PrP©
virsta | PrP* ir jungiasi j amiloidines fibriles. Homozigotiniuose ir hemizigotiniuose
organizmuose virsmo rezultatas yra vienos rusies PrP*™ populiacija. Heterozigotiniuose
organizmuose konversijos rezultatas yra dvi skirtingos PrP® populiacijos, su skirtingomis
struktiiromis. Sie du baltymai su skirtingomis struktiiromis yra jungiami j tas pacias fibriles
kaip heterologiniai blokai, atskirti akmenine siena. Pagal §j modelj, fibriliy formavimasis
vyksta 1éciau dél to, kad Sie blokai trukdo vienas kitam sgveikaudami dél savo skirtingos

struktiiros (Kobayashi et al., 2009).
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1.7 pav. Akmeninés sienos modelis. Esant 219E séklai, homozigotuose (219E/E arba219K/K) ir
hemizigotuose (219E/0 arba 219K/0) PrP** molekulés jungiamos j amiloidines fibriles ir gaunasi
vienos riisies PrP* populiacijos, ta¢iau 219K PrP® konversija vyksta efektyviau, nei 219E PrP®. Esant
heterozigotiniams (219E/K) gyviinams formuojasi dvi PrP*® populiacijos, kurios jungiasi j tas pagias
amiloidines fibriles, dél to stebimas létesnis fibriliy formavimasis (pritaikyta i§ Kobayashi et al.,
2009).
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2. Medziagos ir metodai

2.1 Darbe naudoti prietaisai, medziagos, tirpalai ir Kitos priemonés

2.1.1 Naudotos medziagos ir rinkiniai pagal gamintoja

Vilniaus degtiné: etanolis 96 %.

Acros Organics: acto rastis 99,5 %; amonio chloridas 99,6 %; amonio persulfatas 99 %;
dinatrio hidrofosfatas 99 %; druskos rugstis 37 %; glicerolis 99 %; guanidino chloridas 98 %
su 0,4% silicio dioksidu; natrio chloridas; natrio sarmas 50 %, nikelio chloridas 98%; natrio
sulfatas 99 %; trichloracto rugstis 99 %.

Carl Roth: agaras, ampicilinas natrio druskos pavidale 99 %; dikalio hidrofosfatas 99 %;
etidzio bromidas 1%; kalio dihidrofosfatas 99 %; LB-Medium mitybiné terpé; natrio acetato
trihidratas 99,5 %.

Fisher Scientific: agarozé; akrilamido:bisakrilamido tirpalas 40 %; dazas Kumasi
brilianto mélis R-250 (Coomassie Brilliant Blue 250R); ditiotreitolis (DTT); D-gliukozé
99,8 %, etilendiamintetraacto rtgsties dinatrio dihidratas 99 %; glicinas 98,5 %; glutationas;
imidazolas 99 %; izopropiltio—p—galaktozidas; kalio chloridas 99 %; laktozé; magnio sulfato
heptahidratas 99,5 %; mieliy ekstraktas; natrio dodecilsulfatas 99 %; TEMED,; triptonas;
TRIS 99 %.

Thermo Fisher Scientific Baltics: 6X DNR pavyzdzio buferinis tirpalas (Orange DNA
Loading Dye); baltymy molekulinés masés zymenys (Pierce™ Unstained protein MW Marker
ir EZ-Run Rec Protein Ladder); DNR molekulinés masés Zymuo (O‘GeneRuler DNA Ladder
Mix); dNTP misinys; restrikcijos endonukleazé (Dpnl); PGR rinkinys Phusion High Fidelity
PCR Kit; plazmidinés DNR gryninimo rinkinys GeneJET Plasmid Miniprep Kit;

Fluka: bromfenolio mélis.

Metabion international AG: oligonukleotidiniai pradmenys.

SERVA: 2-merkaptoetanolis.

2.1.2 Naudota laboratoriné jranga
Autoklavas: ,,AHS-75N Steam Sterilizer”.
Automatinis termocikleris ,,Veriti 96-Well Thermal Cycler®.
Centrifugos: minicentrifuga ,,Techniko maxi*; ,,HiCen SR*“ (HeroLab) (rotoriai: AF
6.500, AF 8.50.2, AS 4.500).
Chromatografiné kolonél¢: ,,GE Healthcare XK 26/20%.

Chromatografiné sistema: ,,AKTApurifier*.
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Dializés Zarna 50 mm diametro ,,Zella Trans Roth*, kurios pralaidumas yra 6-8 kDa.
DNR elektroforezes geliy vaizdo dokumentavimo sistema ,,MiniBis Pro®.
Elektroforezés srovés Saltinis. ,,CONSORT EV 243,

Filtrai 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro ,,Millipore*.

Horizontalios elektroforezés sistema: ,,Horizontal Gel Tank Sub-gel Mini*.
Kaitinimo plytelé: ,,Becelek 11

Kiuveté: ,,Helema Analytics* High-Precision Cells CXA-145-330Q.
Koncentratoriai: ,,Amicon® Ultra—15* (pralaidumas 10 kDa).

Magnetiné maisyklé ir kaitinimo plytelé: ,,Arre Heating Magnetic Stirrer*.
Maisyklé: ,,CLASSIC Vortex Mixer*.

pH-metras: ,,Orion DUAL STAR meter”.

Purtykle: ,,IKA KS 40001 Control*.

Rankinis homogenizatorius: ,,Potter-Elvehjem®.

Refraktrometras: ,,RL3.

Spektrofotometras ,,Nanodrop 1000“.

Spektrofotometras: ,,Shimadzu UV-1800%.

Svarstyklés : ,,KERN PCB 400-2*.

Svirkstiniai filtrai 0,22 um pory dydZio, 33 mm diametro ,,Rotilabo-Spritzenfilter.
Termostatas: ,,Fisher Scientific®.

Termostatiné vonelé: ,,Fisherbrand Mini Dry Bath*.

Ultragarso Saltinis: ,,Bandelin Sonopuls 3100* (antgalis: VS70T).
Vakuuminé filtravimo sistema: ,,Sigma-Aldrich®.

Vartyklé ,,ProBlot 25 Rocker.

Vertikalios elektroforezés sistema: ,,Minigel-Twin®.

2.1.3 Naudoti sorbentai
GE Healthcare: ,,Ni SepharosewI 6 Fast Flow*.

2.1.4 Naudoti bakterijy kamienai

Baltymy raiskai naudotas kamienas E. coli BL21 Star™(DE3), kuris turi tokias genetines
charakteristikas: F-ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3). Kamienas pirktas i$ Invitrogen.

Plazmidinés DNR padauginimui naudotas kamienas E. coli XL1-Blue, kuris turi tokias
genetines charakteristikas: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]. Kamienas pirktas i§ Invitrogen.
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2.1.5 Naudoti konstruktai

pRSETA plazmidé, turinti jklonuotus atsparumo ampicilinui ir HuUPrP23-231 priono su N-

galo 6 histidiny uodega genus. Plazmidé sukonstruota Fiziologijos ir Biofizikos skyriuje, Case

Western Reserve universitete, Klyvlende, JAV (prof. Witold K. Surewicz grupéje).

2.1.6 Naudoti oligonukleotidiniai pradmenys

1 lentelé. E219K ir Q212P mutacijoms jvesti j HuPrP23-231 baltymo gena naudoti

oligonukleotidiniai pradmenys. Tm — pradmeny lydymosi temperatira.

Mutacija Pradmens Pradmens nukleotidy seka Tm, °C

tipas

E219K Tiesioginis | 5-GTATCACCCAGTACAAAAGGGAATCTCAGGCC-3' 74

Atvirkstinis 5-GGCCTGAGATTCCCTTTTGTACTGGGTGATAC-3' 74

Q212pP Tiesioginis 5-GCGTGGTTGAGCCGATGTGTATCAC-3' 69

AtvirkStinis 5-GTGATACACATCGGCTCAACCACGC-3 69

2.1.7 Mitybinés terpés

Agarizuota LB (Luria broth) terpé: 2,5 g LB terpés ir 1,5 g agaro istirpinama 96 mL
dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min. 121°C temperatiiroje. Pravésus tirpalui
mazdaug iki 50°C temperattros, pridedama 100 pg/mL ampicilino ir gerai iSmaisius gauta
terpé iSpilstoma j Petri lékSteles ir kambario temperattiroje laukiama kol sustings.

Skysta LB (Luria broth) terpé: 2,5 g LB terpés istirpinama 96 mL dejonizuoto
vandens. Autoklavuojama 20 min. 121°C temperatiroje. Atvésus tirpalui pridedama 100
pg/mL ampicilino.

Auto-induktyvi mitybiné terpé ZYM-5052: 10 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto,
3,55 g Na;HPO,, 3,4 g KH,PO4, 2,675 g NH4CI, 0,7 g Na;SO4, 0,49 g MgSO, istirpinama
900 mL dejonizuoto vandens. Atskirai atsveriama 5 g glicerolio, 0,5 g D-gliukozés ir 2 g
laktozés ir iStirpinama 100 mL dejonizuoto vandens. Abu tirpalai autoklavuojami 20 min.
121°C temperatiiroje. Atvésus Sie tirpalai sumaisomi ir pridedama 100 pg/mL ampicilino.

S.0.C. mitybiné terpé: 2 g peptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM
KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSQO,, 20 mM gliukozés. Peptonas, mieliy ekstraktas, NaCl
ir KCI tirpinami 97 mL dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min. 121°C
temperatiiroje. Atvésus iki kambario temperatiiros pridedama Mg2+ drusky ir gliukozés ir

steriliai nufiltruojama.
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2.1.8 Tirpalai

0,1 M HCI: 0,83 mL 37 % HCI tirpalo (p = 1,18) traukos spintoje praskiedziama
dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

1 M HCL: 8,3 mL 37 % HCI tirpalo (p = 1,18) traukos spintoje praskiedziama
dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

0,1 M NaOH: 0,53 mL 50 % NaOH tirpalo (p = 1,50) praskiedziami dejonizuotu
vandeniu iki 100 mL.

1 M NaOH: 53 mL 50 % NaOH tirpalo (p = 1,50) praskiedziami dejonizuotu
vandeniu iki 100 mL.

1 M TRIS: 15,76 g TRIS-HCI tirpinama 60 mL dejonizuoto vandens. Matavimo
cilindre tirpalas praskiedZiamas dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

1 M CH3;COOH: 6,4 mL 99,5 % ledinés acto ragsties (p = 1,048) traukos spintoje
praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

1 M CH3;COONa: 13,15 g 995 % natrioacetato-trihidrato istirpinama ir
praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 100 mL

1 M K;HPOy,: 87,09 g K;HPO, istirpinama ir praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki
0,5L.

1 M KH2POy: 68,05 g KH,PQO, istirpinama ir praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki
0,5L.

1 M NaOH: 5,3 mL 50 % NaOH tirpalo (p = 1,50) praskiedZiami dejonizuotu
vandeniu iki 100 mL.

1 M TRIS, pH 6,8: 15,76 g TRIS-HCI tirpinama 60 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo
pH koreguojamas 1 M NaOH tirpalu iki 6,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas
dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

1,5 M TRIS, pH 8,8: 18,21 g TRIS tirpinama 60 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH
koreguojamas 1 M HCI tirpalu iki 8,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas
dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

Ampicilino tirpalas: 1 g ampicilino tirpinamas 10 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo
koncentracija 100 mg/mL.

APS 10 %: 100 mg amonio persulfato tirpinama 900 pL dejonizuoto vandens.

6X pavyzdzio buferinis tirpalas: 1,2 g NDS iStirpinama 6 mL glicerolio, pridedama
3,75mL 1 M TRIS pH 6,8 ir 90 mg DTT bei 6 mg bromfenolio mélio. Praskiedziama iKi

10 mL dejonizuotu vandeniu.
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Elektroforezés buferinis tirpalas (10 karty koncentruotas): 25 mM TRIS, 192 mM
glicino, 0,1 % NDS, pH 8.3-8.6 (pH nekoreguojamas). 288 g glicino, 60,4 g TRIS, 20 g
NDS tirpinama 2 L dejonizuoto vandens.

6 M guanidino chlorido, 0,1 M EDTA: 37,2 g etilendiamintetraacto rugsties dinatrio
dihidrato ir 586,43 g 98 % guanidino chlorido istirpinama dejonizuotame vandenyje ir
praskiedziama iki 1 L.

DNR elektroforezés buferinis tirpalas TAE (50 karty koncentruotas): 18,6 ¢
etilendiamintetraacto ragsties dinatrio dihidrato istirpinama 600 mL dejonizuoto vandens.
Tirpinimo metu palaikomas pH 8. Gautame tirpale istirpinama 242 g TRIS ir jpilama 57,2
mL ledinés acto rigsties. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu
iki 1000 mL, pH 8.3-8.5 (pH nekoreguojamas).

0,1 M NICl: 23,8 g nikelio chlorido heksahidrato iStirpinti 800 mL dejonizuoto
vandens ir praskiesti vandeniu iki 1 L.

Agarozinis tirpalas 1%: 0,5 g agarozés tirpinama 50 mL 1X TAE buferyje kaitinant,
kol istirps. AtSales tirpalas sustingsta ir prie§ naudojima yra pakaitinamas, kad i$silydyty
gelis.

TCA 7%: 7 g trichloracto rugsties istirpinama 93 mL dejonizuoto vandens.

2.1.9 Buferiniai tirpalai naudoti baltymy gryninime

A. 10 mM TRIS, 100 mM K,;HPQO,, pH 8.
10 mL 1 M TRIS tirpalo sumaiSoma su 100 mL 1 M K;HPOq tirpalo ir praskiedziama

dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalo pH koreguojamas 1 M HCI tirpalu iki pH 8.

Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 1000 mL. Buferinis

tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory dydZzio, 47 mm diametro filtra, naudojant vakuuminio

filtravimo jrangg.

B. 50 mM imidazolo, 10 mM TRIS, 100 mM K,;HPO,, pH 8.
10 mL 1 M TRIS tirpalo sumaisoma su 100 mL 1 M K;HPO, tirpalo, pridedama 3,4 g

imidazolo ir praskiedZziama dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalo pH koreguojamas 1 M

HCI tirpalu iki pH 8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki

1000 mL. Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory dydZio, 47 mm diametro filtra,

naudojant vakuuminio filtravimo jrangg.

C. 700 mM imidazolo, 10 mM TRIS, 100mM KH,PO,, pH 5,8.
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10 mL 1 M TRIS tirpalo sumaiSoma su 100 mL 1 M KH,POj, tirpalo, pridedama 47,66 ¢
imidazolo ir praskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalo pH koreguojamas 1 M
HCI tirpalu iki 5,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 1000
mL. Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra,
naudojant vakuuminio filtravimo jrangg.

D. 6 M guanidino chlorido, 10 mM TRIS, 100 mM KH,PO,4, 10 mM glutationo,
pH 8.

I$ pradziy pasiruoS$iama 7 M guanidino chlorido tirpalas. Atsveriama 573 g 98 %
guanidino chlorido, uzpilama 10 mL 1 M TRIS tirpalo ir 100 mL 1M KH,PQO, tirpalo.
Uzpilamas pakankamas kiekis dejonizuoto vandens (bendras tirpalo ttris apie 850 mL) ir
Sildant ant magnetinés maiSyklés laukiama, kol iStirps guanidino chloridas. Buferinis tirpalas
filtruojamas per 0,22 pum pory dydzio filtrg, naudojant vakuuminio filtravimo jranga. Tiksli
guanidino chlorido koncentracija nustatoma refraktometru. Prie§ pat naudojimg jdedama j
tirpalg 3,07 g glutationo. Tirpalo pH koreguojamas su 1 M NaOH ir 1 M HCI iki pH 8.
Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu mazdaug iki 1000 mL
(tikslus praskiedimas suzinomas i§ refraktometro parodymy. Tiksli guanidino chlorido
koncentracija turi biiti 6 M). Tirpalas su glutationu laikomas ant ledo ir perfiltruojamas
naudojant 0,22 um pory dydzio, 33 mm diametro $virkstinj filtra.

E. 10 mM acetatinis buferis, pH 4.

32 mL 1 M CH3COOH sumaiSoma su 8 mL 1 M CH3COONa ir praskiedZziama

dejonizuotu vandeniu iki 3800 mL. pH koreguojamas 1 M NaOH iki pH 4. Matavimo cilindre

tirpalas praskiedZiamas dejonizuotu vandeniu iki 4000 mL.
2.2 Metodai

2.2.1 Mutagenezé

Polimeraziné grandininé reakcija. PGR yra vykdoma naudojant termociklerj Veriti 96-
Well Thermal Cycler. PGR reakcijos misinj (20 pL) sudaro: 1X DNR polimerazés reakcijos
GC buferis 5X Phusion High-Fidelity, 1,5 mM MgCl;, 0,2 mM dNTP, 3 proc. DMSO, 0,5 uM
kiekvieno i§ pradmeny, 0,4 U Phusion High-Fidelity DNR polimerazés ir skirtingas
plazmidinés DNR kiekis (13 arba 39 ng). Reakcijos misinys supurtomas, centrifuguojamas.

DNR sintez¢ vykdoma 25 ciklus, kuriuos sudaro: DNR denatiiracija (98°C, 10 s);
pradmeny prilydymas (parenkamos 6 skirtingos temperatiiros, kas du laipsnius 64-74°C, 30
s); DNR sintezé (72°C, 105 s; laikas parenkamas pagal sintetinamo fragmento ilgj; Phusion
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High-Fidelity DNR polimerazés DNR sintezés greitis yra 15-30 s/kb). Pradiné DNR
denatiiracija vykdoma 98°C, 30 s. Cikly pabaigoje 10 min. palaikoma 72 °C.

Elektroforezé agaroziniame gelyje. DNR fragmentai frakcionuojami elektroforezés
budu 1 % agarozés gelyje. Paruostas 1 % agarozinis tirpalas (30 mL) kaitinamas ant kaitinimo
plytelés, kol iStirpsta. Atvésinus iki mazdaug 50°C, jpilama 1,5 pL etidzio bromido, gerai
iSmaiSoma ir uzpilamas horizontalios elektroforezés gelio lovelis su jstatytomis Sukomis
Sulin¢liams gelyje suformuoti. Paliekama kambario temperatiiroje kol sustings. Sustingus
agarozei, Sukos iStraukiamos ir lovelis su geliu dedamas j elektroforezés aparatg ir uzpilamas
1X TAE buferiu. | vieng i§ Sulinéliy jneSama 3,5 pL DNR molekulinés masés Zymens, o |
kitus uznesama po 5 uL PGR reakcijos produkto sumaisyto su 6X DNR pavyzdzio buferiniu
tirpalu. Elektroforezé vykdoma 50 min. esant pastoviam 75 mA srovés stipriui. Gelis

vaizdinamas ir analizuojami PGR produktai.

PGR produkto apdorojimas Dpnl restrikcijos endonukleaze. Dpnl restrikcijos
endonukleazé atpazjsta metilintas GANTC (metilintas adeninas) sekas ir skelia uz adenino.
Kadangi PGR produktas néra metilintas, todél §i endonukleazé atpazjsta tik matricing
plazmiding DNR ir ja suskaldo.

I PGR reakcijos produkta (15 pL) jdedama 1-2 uL Dpnl restrikcijos endonukleazés ir

inkubuojama termostate 37°C 30-60 min.
2.2.2 Plazmidinés DNR gryninimas

Transformacija i E. coli XL1-Blue kompetentines lasteles. ] 100 pL atsildyta
kompetentiniy E. coli XL1-Blue Igsteliy kultirg jdedama 5 pL PGR reakcijos misinio,
apdoroto Dpnl restrikcijos endonukleaze. Transformacijos misinys inkubuojamas lede 30 min.
Vykdomas karSCio Sokas laikant 90 s termostate 42°C temperatiiroje. Po to staigiai
perkeliamas miSinys j ledg ir inkubuojama 2 min. Ant lgsteliy uzpilama 400 pL S.O.C terpés
ir inkubuojama purtykléje (45 min. 37°C temperatiiroje 220 aps./min). Centrifuguojama 20°C
temperatiiroje 2 min. 8050xg. Dalis supernatanto nupilama, lastelés suspenduojamos
likusiame turyje ir iSs€¢jamos ant paSildyty 37°C Petri 1€kSteliy su agarizuota LB terpe.

Inkubuojama termostate ~16 val. 37 °C.
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E. coli auginimas LB terpéje. Viena transformanty kolonija nuo Petri 1¢kstelés steriliai
su kilpele uzséjama j mégintuvélj su 5 mL LB terpés ir purtykléje auginama ~16 val. 37°C,

220 aps./min.

Plazmidinés DNR iSskyrimas. Plazmidiné DNR isskirta pagal GenJET Plasmid
Miniprep Kit rinkinio gamintojo rekomendacijas.

Uzauginta bakterijy kultira surenkama centrifuguojant 8000xg viename Eppendorf tipo
mégintuvélyje kelis kartus, pastoviai nupilant supernatantg. Bakterijos suspenduojamos 250
uL resuspendavimo tirpale iki tol, kol nelicka lasteliy gabaléliy. Pridedama 250 pL lizés
tirpalo ir vartant maiSoma, kol tirpalas tampa tasus. Pridedama 350 uL neutralizavimo buferio
ir $velniai sumaiSoma vartant mégintuvélj. Centrifuguojama 5 min >12000xg. Supernatantas
nusiurbiamas, stengiant nejsiurbti nuosédy ir perkeliamas | Genelet kolonéle.
Centrifuguojama 1 min >12000xg. Skystis i§ kolonélés apacios iSpilamas. Pridedama 500 pL
plovimo tirpalo ir centrifuguojama 60 s >12000xg. Skystis ispilamas ir procedira
pakartojama antrg kartg. Skystis iSpilamas ir dar karta centrifuguojama tusc¢ia kolonélé.
Pridedama 50 pL eliucijos buferio, inkubuojama kambario temperatiroje 2 min. ir
centrifuguojama 2 min. >12000xg. I§gryninta plazmidiné DNR perkeliama j nauja Eppendorf
tipo mégintuvélj. Pamatuojama plazmidinés DNR koncentracija NanoDrop 1000
spektrofotometru (A = 260) ir atiduodama sekvenuoti j sekoskaitos centrg. Analizuojami

sekoskaitos rezultatai NCBI/BLASTN internetine programa.
2.2.3 Baltymu eskpresija

Transformacija i E. coli BL21 Star™(DE3) kompetentines lasteles. | 100 pL atsildyta
kompetentiniy E. coli BL21 Star™(DE3) Igsteliy kultirg jdedama 1 pL plazmidinés DNR.

Tolimesné transformacijos eiga atlickama identiskai kaip 2.2.2 skyriuje.

E. coli auginimas auto-induktyvioje ZYM-5052 mitybinéje terpéje. Viena
transformanty kolonija nuo Petri 1ékstelés su sterilia kilpele uzséjama j 50 mL kolbute su
sterilia LB terpe ir auginama purtykléje per naktj 37°C, 220 aps./min. Naktiné kultira
persé¢jama | keturias kolbas po 400 mL su auto-induktyvia ZYM-5052 terpe, skiedziant
nakting kultiirg santykiu 1:40. Auginama bakterijy kultira purtykléje 8 val. 37°C, 220
aps./min. Po 1, 4 ir 8 valandy matuojamas optinis tankinis (A = 600) ir pagal proporcija
paimami kultiros meéginiai elektroforezei, baltymo raiSkos stebéjimui. Méginiai

centrifuguojami 2 min. 8000xg. Supernatantas nupilamas, o ant lgsteliy uzpilama 25 pL
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dejonizuoto vandens ir 5 pL 6x pavyzdzio buferinio tirpalo. Méginiai kaitinami 10 min 98°C
temperatiiroje. UZzauginta bakterijy kultlira surenkama centrifuguojant 30 min. 5000xg.
Supernatantas pasalinamas, o biomas¢ uzsaldoma -80°C temperatiiroje.

Baltymuy elektroforezé. IS pradziy paruosiamas stiklingje frakcionuojantis gelis
sumaiSant nurodytus reagentus 2.1 lentelé¢je. TEMED ir APS jpilami pacioje pabaigoje, prie$
supilant tirpalg tarp elektroforezés stikleliy. | nuvalytus ir suspaustus stiklelius supilamas
paruostas tirpalas ir uzsluoksniuojama vandeniu. Stikleliai Svelniai pavartomi ir paliekama
kambario temperatiiroje apie 40 min, kol jvyks polimerizacijos reakcija. Sustingus apatiniam
geliui, nupilamas vanduo ir gelio virSus nusausinamas servetéle. PasiruoSiamas
koncentruojamasis gelis ir uzpilamas ant frakcionuojancio gelio virSaus, jdedamos Sukos, kad
susidaryty Sulinéliai ir taip pat laukiama apie 40 min. Sustingus geliui, stikleliai jstatomi ]
elektroforezés aparata, iStraukiama guminé tarpiné ir uzpilamas aparatas vienkartiniu
elektroforezés buferiu. Tuomet iStraukiamos Sukos ir ] Sulinélius jneSami iSkaitinti méginiai.
Elektroforezé vykdoma esant fiksuotam 30 mA srovés stipriui, kol migruojantis dazo frontas
pasiekia gelio apacig. Sustabdoma elektros srové, iSimamas gelis i$ stikleliy ir dazomas per
naktj] Kumasi brilianto mélio R-250 dazu kambario temperattiroje purtant (80 aps./min). Po to
nupilamas dazas ir uZpilama dejonizuotu vandeniu. Padedamas indelis su geliu ant vartyklés ir

laukiama kol dazas nubluks.

2.1 Lentelé. MedZziagy kiekis elektroforezés geliui

Frakcionuojantis 12 proc. gelis

Koncentruojantis 4 proc. gelis

,.Minigel-Twin“ ele

ktroforezés aparatui

40 % AA/BAA 1,83 mL

dH20 2,55 mL

1,5 M TRIS-HCI pH 8,8 1,53 mL
10 % NDS 61 uL

10 % APS 30,5 L

TEMED 3,65 pL

40 % AA/BAA 201 pL

dHz0 1,25 mL

1,5 M TRIS-HCI pH 6,8 0,5 mL
10 % NDS 200 pL

10 % APS 10 pL

TEMED 2 pL

2.2.3 Baltymy gryninimas

Renatiiracija ir giminingumo chromatografija. Biomasé sumaiSoma su buferiniu

tirpalu D santykiu 1:5 ir homogenizuojama. Lastelés toliau yra ardomos ultragarsu 25 min.
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laikant homogenizatg lede, esant 70 proc. amplitudei, 60/60s darbo/poilsio intervalais.
Suardyta biomas¢ centrifuguojama 30 min., 4°C temperatiiroje, 27000xg. Per tg laikg nikeliu
uzkrauto 20 mL Sepharose™ 6 Fast Flow sorbento yra pusiausvyrinama stiklinéje buferiniu
tirpalu D. Gautas supernatantas po centrifugavimo yra uzZpilamas ant paruoSto ir
nupusiausvyrinto sorbento, o lasteliy nuolauzos yra iSmetamos. MaiSoma stiklinéje 20-30
min., 80 aps./min. grei¢iu, 4°C temperatiiroje, kad tikslinis baltymas prisijungty prie sorbento.
Toliau pakraunama XK 26 kolonélé sedimentaciniu metodu, sorbentg su prisijungusiu
baltymu supylus j kolonéle per stikline lazdele. Laukiama kol perteklinis tirpalas iStekés per
kolon¢lés apacia, saugant, kad nenudziiity virSutinis sorbento sluoksnis. Uzdedamas virSutinis
adapteris ir kolonélé pajungiama prie chromatografinés sistemos. IS pradziy kolonélé
praplaunama ~100 mL buferiniu tirpalu D esant 3 mL/min. greiciui. Po to vykdoma baltymo
renatiiracija i§ intarpiniy ktineliy 200 mL (1 mL/min.), palaikant linijinj gradientg — buferj D
keiciant buferiniu tirpalu A. Pasibaigus renatiiracijai kolonélé praplaunama ~70 mL buferiniu
tirpalu A (3 mL/min.). Po to vykdoma baltymo eliucija, naudojant laiptinj imidazolo druskos
gradienta. IS pradziy leidziama ~60 mL buferinio tirpalo B (3 mL/min.), kurj pakei¢ia
buferinis tirpalas C (3 mL/min.), kuris eliuoja tikslinj baltymg i§ kolonélés. Renkamos
frakcijos po 5 mL, kol UV sugerties linija nukris iki bazinés linijos. Bendra renatiiravimo ir
gryninimo schema pateikiama 2.1 pav. Gryninant HuPrP23-231 Q212P baltyma buvo

papildomai naudojamas 200 mM imidazolo buferio Zingsnis.

D
3 mL/min
100

o
g 80 D/A
r=D 1 mL/min
= 60
wn

40 B C

3 mL/min 3 mL/min
20 |
0 |
0 200 400 600

Turis, mL

2.1 pav. Bendra baltymo renatiiracijos ir gryninimo giminingumo chromatografijos metodu
schema, naudojant XK 26 kolong. D — buferinis tirpalas D; D/A — buferiniy tirpaly D/A gradientas; B

— buferinis tirpalas B; C — buferinis tirpalas C.
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Darbo eigoje yra paimamas 100 pL iStekéjusio i§ kolonélés tirpalo méginys
elektroforezei. Tam vykdomas baltymo atskyrimas nuo guanidino chlorido, kuris trukdo
elektroforezei. Baltymas iSsodinamas naudojant 1 mL 7 proc. TCA tirpala. Nuosédos
surenkamos centrifuguojant 8000xg, supernatantas nupilamas, o nuosédos praplaunamos
dejonizuotu vandeniu, suspenduojamos ir vél centrifuguojamos. Supernatantas nupilamas ir
uzpilama 200 pL 0,1 M NaOH ir laukiama kol nuosédos istirps. Paimama 25 pL iStirpusio
baltymo ir uzpilama 5 pL elektroforezés pavyzdzio buferio. Méginys kaitinamas 10 min.,

98°C temperatiiroje.

Baltymo dializé ir koncentravimas. Surinktos frakcijos apjungiamos ir supilamos |}
dializés zarng. Dializuojamas baltymas 4 L buferiniame tirpale E ant magnetinés maiSyklés
esant 80 aps./min., kas 3 valandas pakeiciant tris kartus buferinj tirpala. Po dializés baltymas
nufiltruojamas naudojant 0,22 pm pory dydzio, 33 mm diametro $virkstinj filtra.

[Smatuojama baltymo koncentracija spektrofotometru (A = 280) ir apskaiciuojama
koncentracija (mg/mL) pagal formule (1), kuri remiasi Sviesos sugertj aprasanciu Beer-

Lambert désniu:

A-M (1)

Cbaltymo = ol

kur A — baltymo optinis tankis, M — baltymo molekuliné masé (g/mol), & — baltymo ekstinkcijos
koeficientas (25044 mol™x cm™), | — optinio kelio ilgis (1 cm).

Baltymas sukoncentruojamas iki 3 + 0,5 mg/mL panaudojant koncentratorius ,,Amicon®
Ultra-15%, kuriy pralaidumas iki 10 kDa. Centrifuguojama kelis kartus po 8 min., 4°C,
5000xg 18 naujo kaskart papildant virSuting koncentratoriaus dalj.

Sukoncentruotas baltymas ispilstomas j Eppendorf tipo mégintuvélius po 0,5 mg
baltymo viename ir laikomas -80°C temperatiroje. Paimamas baltymo méginys ir

perduodamas atlikti masiy spektrometring analize.

Sorbento regeneravimas. I§ pradziy panaudotas Sepharose’™ 6 Fast Flow sorbentas
stiklingje laikomas 1 val. 6 M guanidino chlorido, 0,1 M EDTA buferiniame tirpale. Po to taip
pat pakartojama su 0,1 M NaOH tirpalu. ir 0,1 M HCI. Po kickvieno i$ $iy Zingsniy sorbentas

gerai atplaunamas dejonizuotu vandeniu, naudojant Biuchnerio piltuvg. Galiausiai iSvalytas

32



sorbentas uzkraunamas Ni** jonais, palaikant 1 val. 0,1 M NiCl, tirpale ir po to taip pat gerai
atplaunamas dejonizuotu vandeniu nuo NiCl,. Nuo sorbento nusiurbiamas vanduo ir
uzpilamas sorbentas 20 proc. etanolio tirpalu ir laikomas 4°C temperatiiroje iki tolimesnio

naudojimo.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1 E219K ir Q212P mutacijy gavimas

Zmogaus prioninio baltymo HuPrP23-231 E219K ir Q212P mutacijy gavimui buvo
atlikta tiksliné HuPrP23-231 geno mutagenezé. Buvo naudojamos $eSios skirtingos pradmeny
prilydymo temperattros (64, 66, 68, 70, 72 ir 74°C) ir du skirtingi matricos (plazmidinés
DNR, turinios natyvaus HuPrP23-231 geng su 6 histidino liekanomis ir atsparumo
ampicilinui geng) Kiekiai (13 ir 39 ng).

3.1 A ir B pav. elektroforezés geliuose matomi PGR produktai po E219K mutacijos
jvedimo. Tolimesnei darbo eigai su $ia mutacija buvo pasirinktas produktas A3 dél mazo
kiekio matomy Salutiniy produkty ir buvo apdorotas Dpnl restrikcijos endonukleaze bei
transformuotas j E. coli XL1-Blue kompetentines Igsteles. Lastelés buvo auginamos LB

terpéje ir 18 jy iSgryninta plazmidiné DNR, kurios koncentracija buvo 171,2 ng/uL

10000

3000

1000 §

500

3.1 pav. HuPrP23-231 E219K mutacijos jvedimas PGR metodu. PGR produktai frakcionuoti
1proc. agaroziniame gelyje. A) MM — molekulinis zymuo (O‘GeneRuler DNA Ladder Mix); 1 —
64°C, 13 ng DNR; 2 — 64°C, 39 ng DNR; 3 - 66°C, 13 ng DNR; 4 — 66°C, 39 ng DNR; 5 — 68°C, 13
ng DNR; 6 — 68°C, 39 ng DNR. B) MM — molekulinis Zzymuo (O‘GeneRuler DNA Ladder Mix); 1
—70°C, 13 ng DNR; 2 - 70°C, 39 ng DNR; 3 - 72°C, 13 ng DNR; 4 - 72°C, 39 ng DNR; 5 — 74°C, 13
ng DNR; 6 — 74°C, 39 ng DNR. Rodykle pazymeétas tikslinis produktas ~3500 bp.

3.2 A ir B pav. elektroforezés geliuose matomi Q212P mutacijg koduojancios plazmidinés

DNR juostelés. Transformacijai pasirinktas B3 produktas ir atlikti identiski veiksmai, kaip ir
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su E219K mutacija koduojanciu produktu. ISgrynintos plazmidinés DNR koncentracija 201,2
ng/uL.

A B

Bp
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3.2 pav. HUPrP23-231 Q212P mutacijos jvedimas PGR metodu. PGR produktai frakcionuoti 1
proc. agaroziniame gelyje. A) MM - molekulinis zymuo (O‘GeneRuler DNA Ladder Mix); 1 —
64°C, 13 ng DNR; 2 — 64°C, 39 ng DNR; 3 — 66°C, 13 ng DNR; 4 — 66°C, 39 ng DNR; 5 — 68°C, 13
ng DNR; 6 — 68°C, 39 ng DNR. B) MM - molekulinis zymuo (O‘GeneRuler DNA Ladder Mix); 1
—70°C, 13ng DNR; 2 - 70°C, 39 ng DNR; 3-72°C, 13 ng DNR; 4 — 72°C, 39 ng DNR; 5 — 74°C, 13
ng DNR; 6 — 74°C, 39 ng DNR. Rodykle pazymétas tikslinis produktas ~3500 bp.

3.2 Sekoskaitos rezultaty analizé

ISgrynintos plazmidinés DNR, turinios 2zmogaus prioninio baltymo genus su
numanomomis E219K ir Q212P mutacijomis, buvo atiduotos j sekoskaitos centrg. Duomenys
buvo analizuojami NCBI Blast seky analizavimo jrankiu. E219K mutacijos atveju natyvaus
prioninio baltymo geno sekoje tripletas GAG, koduojantis glutamo rtgstj, buvo pakeistas j
AAA, kuris koduoja lizing (3.3 pav.). Q219P mutacijos atveju glutaming koduojantis tripletas
buvo pakeistas j CCG, kuris koduoja proling baltymo peptidingje grandinéje (3.4 pav.).
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TTCACCGAGACCGACGTTAAGATGATGGAGCGCGTGGTTGAGCAGATGTGTATCACCCAG

]
NN
TTCACCGAGACCGACGTTAAGATGATGGAGCGCGTGGTTGAGCAGATGTGTATCACCCAG

Glutamor. —
TACGAGAGGGAATCTCAGGCCTATTACCAGAGAGGATCG

)
N nnnnnnnnnE:
TA GGGAATCTCAGGCCTATTACCAGAGAGGATCG

\

Lizinas

3.3 pav. E219K geno sekoskaitos rezultaty analiz¢ NCBI Blast internetine programa. VirSutiné
seka — natyvaus HuPrP23-231 geno sekos fragmentas, apatiné seka — HuPrP23-231 E219K geno sekos

fragmentas. Raudonai apibrauktas pradmuo, naudotas PGR reakcijoje, Zaliai apibrézta mutacijos vieta.

Glutaminas

\

ACCGACGTTAAGATGATGGAGCGCGTGGTTGAGCAGATGTGTATCACCCAGTACGAGAGG

S = LLELEEEEEEE LT LT U T
ACCGACGTTAAGATGATGGAGCRCGTGRTTGAGLCGATGTGTIATCACCCAGTACGAGAGE

GAATCTCAGGCCTATTACCAGAGAGGATCG \

LT =3 Prolins
GAATCTCAGGCCTATTACCAGAGAGGATCG

3.4 pav. Q212P geno sekoskaitos rezultaty analizé NCBI Blast internetine kompiuterine
programa. VirSutiné seka — natyvaus HUPrP23-231 geno sekos fragmentas, apatiné seka — HUPrP23-
231 E219K geno sekos fragmentas. Raudonai apibrauktas pradmuo, naudotas PGR reakcijoje, Zaliai

apibréZta mutacijos vieta.

3.3 Rekombinantiniy prioniniy baltymu raiska

Buvo atlikta plazmidiniy DNR su atitinkamomis jvestomis mutacijomis transformacija }
E. coli BL21 Star™(DE3) kompetentines lgsteles, skirtas baltymo raiskai. Transformantai
perséti nuo Petri 1€ksteliy j kolbas su LB terpe ( 50 mL) ir auginti per nakti. IS jy buvo uzséta
po keturias kolbas (po 400 mL kiekviena) su auto-induktyvia Zym-5052 terpe ir auginta 24
val. Po 2,4 ir 8 val. buvo paimti méginiai baltymo raikai stebéti. SDS-PAAG metodu buvo

stebétas baltymo susiriSimas su sorbentu bei i§gryninty mutantiniy baltymy grynumas.
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Remiantis 3.5 ir 3.6 pav. galima teigti, jog gauty mutantiniy prioniniy baltymy E219K ir

Q212P raiska BL21 Star™(DE3) kamiene vyksta gerai, taCiau néra aiskiai matomas

indukcijos momentas. E212K mutantinj baltyma ekspresuojan¢iy lgsteliy biomasés buvo

surinkta 12,05 + 0,01 g, o Q212P baltymg ekspresuojanciy lgsteliy 15,40 + 0,01 g. SuardZzius

lasteles ultragarsu ir iSanalizavus baltyminio ekstrakto méginius prie$ ir po sgveikos su

sorbentu, aiskiai pastebima, jog sorbentas sorbavo didziaja dalj tikslinio baltymo. IS kolonélés

iStekéjusiame skystyje nebuvo tikslinio baltymo arba jo buvo labai mazai.

A
kDa MM 3 kba MM 1 2
200 200
50
50
25
25 -<_ R
& e T2

3.5 pav. E219K raiskos ir grynumo patikrinimas SDS-PAAG metodu, 12 proc. gelyje. A) MM —

molekulinis zymuo (EZ-Run Rec Protein Ladder); 1 — méginys po 2 val. auginimo; 2 — méginys po

4 val. auginimo; 3 —méginys po 8 val. auginimo. B) MM — molekulinis Zymuo (EZ-Run Rec Protein

Ladder); 1 — baltymo méginys po dializés; 2 — méginys atskyrus supernatantg nuo lgsteliy nuolauzy; 3

— méginys po supernatanto inkubacijos su sorbentu. Rodykle pazymeétas tikslinis baltymas ~25 kDa.
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3.6 pav. Q212P raiskos ir grynumo patikrinimas SDS-PAAG metodu, 12 proc. gelyje. A) MM —
molekulinis zymuo (Pierce™ Unstained protein MW Marker); 1 — méginys po 2 val. auginimo; 2 —
méginys po 4 val. auginimo; 3 — méginys po 8 val. auginimo; 4 — méginys atskyrus supernatantg nuo
lasteliy nuolauzy; 5 — méginys po supernatanto inkubacijos su sorbentu; 6 — baltymo méginys po

dializés. Rodykle pazymeétas tikslinis baltymas ~25 kDa.
3.4 Rekombinantiniy prioniniy baltymu gryninimas

Sie rekombinantiniai baltymai sintetinami intarpiniais kineliais, todél gryninimui yra
naudojamas stiprus denatiirantas guanidino chloridas. D¢l to pirmame gryninimo zingsnyje
atliekama renatoracija, kurios metu yra palaipsniui mazinama guanidino chlorido
koncentracija, o tik po to eliucija, naudojant imidazolo druskos bufer;.

Q212P mutantinio baltymo gryninime (3.8 pav.), kitaip nei E219K baltymo gryninime,
(3.7 pav.), buvo papildomai naudojamas 200 mM imidazolo druskos tirpalas, siekiant gauti
grynesnj baltymg. Kaip matoma 3.8 pav. pirma nepageidaujamy priemaiSy smailé buvo
stebima esant 50 mM imidazolo buferiui (420 mL), taip pat nedidelis UV sugerties pakilimas
buvo fiksuojamas ir padidinus koncentracijg iki 200 mM (480 mL), taciau dél stiprioS
histidiny sgveikos su sorbentu, esant Sioms koncentracijoms, tikslinis baltymas neeliuoja.
Eliucijai buvo naudojama 700 mM imidazolo druskos koncentracija, kuriai esant, mazdaug po
20 mL buvo stebétas UV sugerties kilimas tiek E219K, tiek Q212P mutantiniy baltymy

gryninime.
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3.7 pav. HuPrP23-231 E219K baltymo renatiiracija i$ intarpiniy kineliy ir gryninimas

giminingumo chromatografijos metodu naudojant 20 mL Sepharose™ 6 Fast Flow sorbenta ir XK 26
kolonéle. Surinkta 14 frakcijy po 5 mL (70 mL).
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3.8 pav. HuPrP23-231 Q212P baltymo renatiiracija i§ intarpiniy kiineliy ir gryninimas
giminingumo chromatografijos metodu naudojant 20 mL Sepharose™ 6 Fast Flow sorbentg ir XK 26
kolonéle. Surinkta 19 frakcijy po 6 mL (114 mL).

[Sgryninty,

dializuoty ir nufiltruoty baltymy koncentracija buvo nustatyta

spktrofotometriskai. Gauti rezultatai pateikti 2 lenteléje.
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2 lentelé. Mutantiniy baltymy gryninimo rezultatai

Baltymas Biomasé, g Surinktas Konc, mg/mL Baltymo Kiekis,
frakcijy tiris, mg
mL
HuPrP23-231 12,05+ 0,01 701 1,15+ 0,03 80,50 + 2,39
E219K
HuPrP23-231 15,40 £ 0,01 114+ 1 0,96 + 0,03 109,44 + 3,25
Q212P

ISgryninty baltymy méginiai po koncentravimo buvo perduoti masiy spektrometrijos

analizei. Masiy spektrometrijos analizés rezultatai pateikiami 3 lenteléje.

3 lentelé. Masiy spektrometrinés analizés duomenys (atliko dr. Vytautas Smirnovas).

Baltymas Teoriné molekuliné masé, Da Prakti§kai iSmatuota masé, Da
HuPrP23-231E219K 25044 25042 £ 1
HuPrP23-231Q212P 25014 25012+ 1

Baltymy praktiné molekuliné masé dél susidariusio disulfidinio tiltelio gali skirtis nuo

teorinés molekulinés masés per 2 Da. Remiantis masiy spektrometrijos duomenimis, galima

teigti, jog 1Sgryninti mutantiniai baltymai atitinka teoring molekuling mase.
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ISvados

1. Ivestos E212K ir Q212P mutacijos j HuPrP23-231 baltyma koduojantj gena.

2. Gauta HuPrP23-231 E219K ir HuPrP23-231 Q212P mutantiniy baltymy raiska E. coli
lastelése.

3. Giminingumo chromatografijos metodu gauta 81 mg HuPrP23-231 E219K ir 109 mg
HuPrP23-23 Q212P.

X~ Algirdas Serénas

Pardsas

(Vardas ir pavardé)
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