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Darius SULSKIS

Santrumpos

aps./min — Apsisukimai per minute

ar. — aminorugstys

CJD — Creutzfeldt-Jakob liga

jCJD — Jatrogeniné CJD

vCJD — Naujo varianto CJD

sCJD — Spontaniné CJD

BSE — Galvijy spongiforminé encefalopatija (angl. bovine spongiform encephalopathy)
EDTA — Etilendiamino-tetraacetatas

FI — Fataliné nemiga (angl. familial fatal insomnia)

IPTG — Izopropil-f—D-tiogalaktopiranozidas

IR — Infraraudonieji spinduliai

IMAC — Imobilizuoty metalo jony afininé chromatografija

HuPrP23-232 — Rekombinantinis Zzmogaus prioninis baltymas be signaliniy seky
GSS — Gerstmann-Strausser-Scheinker sindromas

MoPrP223-230 — Rekombinantinis pelés prioninis baltymas be signaliniy seky
NDS — Natrio dodecilsulfatas

NDS-PAGE — Natrio dodecilsulfato poliakrilamidiné gelelektroforezé

PIPES — Piperazino-N,N’-bis(2-etansulfoniné rugstis)

PK — Proteinaze K

PGR - Polimerazes grandininé reakcija

PRNP - Zmogaus prioninio baltymo genas

PMCA — Netinkamai sulankstomy baltymy amplifikacija

rPrP — Rekombinantinis prioninis baltymas

PrP® — Natyvios struktiiros prioninis baltymas

PrP%¢ — Infektyvi prioninio baltymo forma

OT — Optinis tankis

ShaPrP23-232 — Nekombinantinis ziurkéno prioninis baltymas be signaliniy seky
TEMED — N,N,N‘N‘-tetrametiletilendiaminas

ThT — Tioflavinas T

TME — Transmisiné audiniy encefalopatija (angl. Transmissible mink encephalopathy)
VPSPr — Ligos, susijusios su proteazém jautriais prionais (angl. variably
protease-sensitive prionopathy)

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

TSE — Transmisinés spongiformineés encefalopatijos

wt — Laukinis tipas (angl. wild type)
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Ivadas

1982 m. buvo pasiulytas terminas prionas (angl. prion), kuris apibudina maza, bal-
tyminés kilmeés, infektyvia dalele, sukeliancia transmisines spongiformines encefalopatijas
(TSE) arba kitaip kempinliges. Tai sukélé didele banga jvairiy tyrimu, nes iki tol buvo
zinoma, kad bakterijos, virusai ir nukleorugstys gali buti infektyvios, bet niekur nebuvo
aprasyta, kad liga gali perduoti baltymas.

Prioniniai baltymai gali biiti dviejy formy: natyvios konformacijos PrP¢ ir ligas su-
kelianc¢ios, nenatyvios formos PrP“¢, kurie tiesiog dar vadinami prionais. PrP®¢ sugeba
natyvaus prioninio baltymo struktura pakeisti j tokia pacia kaip savo ir taip replikuo-
tis. PrP¢ turi daugiausia a-spiraliy struktiroje, bet pas PrP%¢ priesingai — dominuoja
B-klosteés. Pagal mikroskopijos rezultatus, PrP%¢ struktiira yra labai panasi j amiloidines
fibriles, kurias gali formuoti daugelis baltymy, susijusiy su neurodegeneratyvinémis ligo-
mis (S-amiloidas ir tau — Alzheimerio liga, alfa-sinukleinas — Parkinsono liga, huntingtinas
— Huntingtono choréja).

Tarp rusiy gali egzistuoti barjerai, kurie slopina arba net stabdo priony infektyvumag.
Barjerus lemia minimalus skirtumai tarp prioniniy baltymy aminorugsciy seky. Del at-
randamy naujy priony kamieny, tarprusinio barjero tyrimai svarbus norint uzkirsti kelig
ligy plitimui tarp gyvuny bei Zmoniy. Mano baigiamasis darbas tyrinéja barjera tarp

zmogaus ir ziurkéno prioniniy baltymuy.

Darbo tikslas — istirti, ar tarp ziurkéno ir Zmogaus prioniniy baltymy yra tarprusinis
barjeras, ir jei yra, nustatyti, kuri aminorugstis uz tai atsakinga.

Darbo uzdaviniai:

1. Patikrinti zZiurkéno prioninio baltymo ,séklos” veikimg zmogaus prioniniam balty-

mui.
2. Atlikti kryptinga mutageneze ShaPrP23-232 genui.
3. ISgryninti modifikuotus baltymus.

4. Patikrinti mutacijy jtaka zmogaus ir ziurkéno prioniniy baltymy agregacijai.
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1. Literaturos apzvalga

1.1. Prionineés ligos

Prioninés ligos arba kitaip TSE yra neisgydomos, neurodegeneratyvines ligos, kurios
fiziologiniu poziuriu yra panasios j Alzheimerio arba Parkinsono ligas (Aguzzi ir Calel-
la, 2009). Dazniausiai TSE ligas sukelia prioninio baltymo agregacija, priklausanti nuo
geno mutacijuy, polimorfizmy ar jvairiy, sunkiai nustatomuy aplinkos veiksniu (1 lentelé ).
TSE metu randami prioniniy baltymy agregatai sutrumpintai vadinami PrP%¢. PrP¢ in
vivo agregatai labai panasus | amiloidines fibriles, kurias daznai sudaro baltymai susije
su neurodegeneratyvinémis ligomis (Moore et al., 2009). TSE metu baltymu agregatai
kaupiasi centrinéje nervy sistemoje ir sukelia lasteliy ziitj bei audiniy degeneracija. Zi-
nomiausios TSE ligos yra: kuru, spontaniné Creutzfeldt-Jakob liga (sCJD), paveldima
CJD (fCJD), jatrogeniné CJD (jCJD), Gerstmann-Sraussler-Scheinker sindromas (GSS),
fataliné nemiga (FI) ir naujo varianto CJD (vCJD) (Brown ir Mastrianni, 2010).

1 lentelé. Prioninés ligos Kretzschmar ir Tatzelt (2013)

Ligos Priezastys
Idiopatinés
sCJD Tiksliai neistirta
sF1 Tiksliai neistirta
VPSPr Tiksliai neistirta
Genetinés
tCJD 20 ir daugiau PrP geno mutacijy
GSS Tam tikros PrP geno mutacijos
FI PrP D178N mutacija su M129
UzZkreciamos
jCJD Smegeny, ragenos ir kity audiniy gydymo metu
vCJD Infekcija su BSA prionais
kuru Ritualinis kanibalizmas

1.1.1. sCJD

Spontaniné CJD sudaro 90 % visy diagnozuojamy prioniniy ligy (Kim et al., 2012). Pa-
gal 129 kodone esancias aminorugstis, sCJD skirstoma j kelis tipus: jprastine (MM1/MV1),
anksti pasireiskianti (VV1) ir ilgo inkubacijos laiko (MM2) (Gambetti et al., 2003). Vi-
si tipai pasizymi skirtinga ligos vystymosi trukme, nevienodais proteinazes K karpomais

fragmentais ir kitokiomis neuropatologinémis savybéms (Notari et al., 2008).
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1.1.2. Kuru

Kuru — epideminé liga, kuria sirgo Naujosios Gvinéjos aborigenai, kurie uzsiiminéjo
ritualiniu kanibalizmu, taip iSreikSdami savo gedulg mirusiems. Vietinéje kalboje ,kuru”
reiskia drebéti, nes susirgusiems pasireiksdavo ataksija (Aguzzi et al., 2008). Palyginus
kuru ir kity prioniniy ligy simptomus, nustatyta, jog serganciyjy spontanine CJD ir PrP
gene turinciy 129VV ar 129MV kodonus simptomai yra panasiausi j serganciyjy kuru
liga. Be to, pacientuose su 129MM ar 129MV genotipu nebuvo rasta MM1 tipo priony
(Kretzschmar ir Tatzelt, 2013).

1.1.3. Gerstmann-Striaussler-Scheinker (GSS) sindoromas

Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) sindromas siejamas su PrP baltymo N-galo
mutacijomis ir oktapeptidiniy pasikartojimy jterpimais. GSS sindromas pripazjstamas
kaip perduodama liga, tac¢iau tik prionai su P102L mutacija ir tik trecdalis isskirty is
smegeny homogenizaty buvo infektyvus (Aguzzi et al., 2008). Pacientams pasireiskia
ataksijos, silpnaprotystés ligos pozymiai, spazmine parapareze, sutrikusi elgsena, atmintis

ir ankstyva alzheimerio liga (Brown ir Mastrianni, 2010).

1.1.4. Fataliné nemiga

Fataliné nemiga (angl. familial fatal insomnia) yra paveldima prioniné liga. Si li-
ga pasireiskia zmoneéms, turintiems D178N mutacijg ir 129 metionino polimorfizmg PrP
gene. Fatalinés nemigos pozymiai: miego sutrikimai, autonomine hiperaktyvacija, atak-
sija ir demencija (Montagna et al., 2003). Neuropatalogiski poZymiai pasireiskia neurony
zutimi, astroglioze gumbure, pailgosiose smegenyse ir smegenélése. PrP“¢ randami pa-
cienty smegenyse, bet mazais kiekiais ir tik gumbure arba smilkinio skiltyje (Brown ir
Mastrianni, 2010).

1.1.5. Jatrogeniné CJD

Jatrogeniné CJD yra reta liga, kuria galima uzsikrésti vartojant prionais uzkréstus
augimo hormonus, kraujo perpylimo metu ar per uzterstus chirurginius instrumentus. Sia
liga gali uzsikrésti jvairios Zmoniy populiacijos, nepriklausomai, kokj turi polimorfizma
129 kodone (PrP gene), bet parodyta, kad pacientai su 129MM genotipu jautresni ligai
(Kretzschmar ir Tatzelt, 2013). Inkubacijos periodas varijuoja nuo 5 iki 15 mety, pri-
klausomai nuo to, kokiy buidu buvo uzsikrésta. Del didelio PrP%¢ atsparumo Silumai,
proteazéms ir jvairiems cheminiams reagentams, chirurginiai jrankiai po operacijy turi
buti sterilizuoti pagal pasaulio sveikatos organizacijos nurodytas rekomendacijas (Fry,

2010).
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1.1.6. vCJD

XX a. pabaigoje Didziojoje Britanijoje kilo galviju kempinligés (BSE) epidemija, ku-
rios metu galvijy prionais uzsikréte Zmonés susirgo naujo varianto kempinlige (vCJD),
nors buvo manoma, kad BSE prionai nepavojingi zmonéems. Sergantys vCJD pasizymi
psichikos sutrikimais, depresijos, parestezijos, ataksijos ir choleros simptomais. Zmonéms
uzsikrétusiems BSE prionais, tik po 5-15 mety pasireiskia ligos pozymiai, todél sunku Sig
liga prognozuoti ir aptikti anksciau (Abid ir Soto, 2006). 2004 metais senyvo amziaus
zmogui buvo nustatyta BSE infekcija, taciau vCJD liga nepasireiské, nes pacientas PrP
gene turéjo homozigotini 129VV kodona (Ironside, 2010). Tolimesniy tyrimuy metu nusta-
tyta, kad vCJD pozymiai pasireiskia turintiems homozigotinj 129MM kodong PrP gene
(Kretzschmar ir Tatzelt, 2013). Be to, yra labai svarbu, kokia yra infektyvaus priono
konformacija (kamienas), nes tam tikrais atvejais ligos pozymiai gali nepasireiksti zmogui
(Weissmann, 2004).

1.2. Priony kamienai

Daugiausia mjsliy kelia tai, kad vienodos sekos PrP“¢ tame pa¢iame organizme gali
sukelti skirtingus TSE simptomus. Buvo padaryta isvada, kad egzistuoja individualus
priony kamienai — PrP agregatai, kurie pasizymi skirtinga konformacija. Jau seniai
zinoma, kad baltymas gali turéti kelias skirtingas konformacijas, kaip pvz. hemoglobinas
organizme egzistuoja keliy konformacijy, bet tarp jy yra mazas energetinis barjeras. Tarp
PrP% kamieny egzistuoja didelis energetinis barjeras, todél agregacijos metu turi susi-
daryti stiprus, nekovalentiniai rysiai, kad islaikyty nauja baltymo konformacija (Wiltzius
et al., 2009). Skirtingi kamienai susidaro dél jvairiy mutaciju, skirtingy aplinkos salygu.
Nevienody priony kamieny infraraudonyjy spinduliy spektrai bei atsparumas denaturan-
tams skiriasi. Taip pat juos paveikus proteinaze K, gaunami skirtingo dydzio fragmentai
(Cobb ir Surewicz, 2009). Nauji priony kamienai gali atsirasti, kai uzsikreciama kitos
rusies prionais. 2002 m. parodyta, kad ziurkéno prionais uzkrésta pelé, pasizyméjo ilgu
ligos inkubacijos laiku, o po mirties iStyrus smegenis pastebéta, kad rasty priony struk-
tura skiriasi nuo naudoty uzkrétimui bei nuo randamuy laukinése pelése (Peretz et al.,
2002). Skirtingi priony kamienai gali skirtingai veikti ta pacia rusj, vienam kamienui gali

egzistuoti tarprusinis barjeras, o kitam ne (Apostol et al., 2011).

1.3. Tarprusinis barjeras

Priony infektyvumas tarp rusiy yra ribotas dél egzistuojancio barjero. Barjera le-
mia minimalus aminorugsciy sekos skirtumai tarp zinduoliy ar mieliy prioniniy baltymuy
(2 lentelé). Barjeras pasireiskia tuo, kad, jei zinduoliy rusies A prionais buty uzkrés-

ta rusis B, dazniausiai nepasireiksty jokie ligos simptomai arba jie buty labai silpni (1
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pav.) (Moore et al., 2005). Tarprusinio barjero tyrimai prasidéjo nuo galviju kempinliges
(BSE) priony infektyvumo kitoms rusims tyrimuy, nes buvo bijoma, kad atsiradus nau-
jiems priony kamienams, galvijai galéty uzkrésti misko gyviinus prionais. Zmonéms BSE
prionai sukelia vCJD liga (Moore et al., 2005). Tyrimai su Creutzfeldto-Jakob (CJD)
ligos prionais, parodé, kad klasikinés CJD ligos prionai neveikia laukinés pelés, taciau
veikia transgenine pele, kuri turi Zmogaus prioninio baltymo gena. Taciau vCJD ligos
prionai, kuriy natyvaus baltymo struktura nesiskiria nuo CJD ligos prionuy, geba uzkrésti
laukine pele, bet neturi jtakos transgeninei pelei (Collinge ir Clarke, 2007). Taip pat daug
tyrinétas tarprusinis barjeras tarp ziurkéno ir pelés priony, taciau labai daug rezultaty
yra kontraversiski ir priestaraujantys tarpusavyje. 1995 m. Buvo parodyta, kad peliy
neuroblastomy lastelés ekspresuojancios ziurkéno PrP, negali biiti uzkréstos pelés PrpPse
(Race et al., 1995), taciau tais paciais metais buvo parodyta, kad ziurkéno PrP gali buti
uzkresti tiek su pelés ir Ziurkéno PrP%¢(Kocisko et al., 1995). Tolimesni tyrimai atlikti
su trumpais zinduoliy prionais (23-144 ar.) parodé, kad tarprusinj barjera gali lemti dvi
aminoriigitys. Zmogaus PrP23-144 fibriles neveikia ziurkéno PrP23-144 baltymo, lygiai
taip pat ziurkéno PrP23-144 fibrilés neveikia zmogaus PrP23-144 baltymo. Uz §j barjera
atsakingos dvi aminoriigitys. Zmogaus PrP turi du izoleucinus 138 ir 139 kodonuose, o
ziurkéno PrP vietoje ju yra du metioninai. KeiCiant Sias aminorugstis zmogaus ar ziur-
kéno PrP23-144 baltymai gali prarasti turima barjera ir juy fibrilés gali veikti vienas kitg
(Vanik et al., 2004).

2 lentelé. Lenteléje aprasytos zinomos jvairiy gyvuny PrP aminorugstys, kurios lemia
atsparuma kity organizmy TSE (Priola, 2013).

Seimininko PrP¢ Kodonas Vieta TSE atsparumas

Triusis 99 N-galas Pele

Pelée 101 N-galas Zmogus(vCJD), avis, ziur-
kénas

Triusis 108 N-galas Pelé

Zmogus 129 p1 Galvijai (BSE)
Avis 142 1 — al kilpa  Galvijai (BSE)
Pele 138 1 —al kilpa Ziurkénas

Ziurkénas 155 al — (2 kilpa  Pelé

Pelénas 154 al — 32 Galvijai (BSE)

Pelénas 169 B2 — a2 Galvijai (BSE)
Avis 171 B2 — a2 Galvijai (BSE)

Triusis 173 a2 Pele

Seskas 179 a2 Audiné(TME)

Triusis 214 a2 Pelée

Seskas 224 C-galas Audiné(TME)
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A PrP¢
PrP% konformacijos
EN 66 AA 66 00 VYV 00 *hk AA
ceceq HE n AA G0 00 VYV 00 khk AA
s AA 80 00 YV 00 *h AA
HE 9¢ AA @0 00 YV 00 ok AA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Rusies A prionai { Rusies B prionai { Rusies C prionai B o0
HE (00 AA (90 AL |00 00 YV 00 % sy 08 0
Il::AA aAA.. (I IAM |
B AA AA (@0 o0 VYV 0e p J’ :
HE (66 AL 66 AA (80 00 VYV 0o %00
1 2 3 2 3 4 5 6 7 o oo

L 1
L) L]
Tarp rosiy A ir B yra panasiy priony oo

ininkas B
konformacijy. Barjero néra. ?QQV QO
o

|8

-4

L)
RUSiy A, B priony konformacijos skiriasi nuo C
rusies. Barjeras egzistuoja.

Drap $ ¢

1 pav. Priony kamienai ir tarpruSiniai barjerai. (A) Egzistuoja daug jvairiy priony
konformacijuy-kamieny, todél priony agregatai gali buti sudaryti is keliy skirtingy kamie-
ny. Kad tarp priony nebuty tarprusinio barjero, dalis priony konformacijy turi sutapti
tarpusavyje. (B) Priony kamieny misiniu vekiant Seimininkus A ar B, juose susidaryty
tik tokie kamienai, kurie pas juos dominuoja, nepriklausomai koks pradinis kiekis buvo
kamieny. (Collinge ir Clarke, 2007)

1.4. Mutacijos ir polimorfizmai

Mutacijos ir polimorfizmai PrP gene, gali lemti jvairias ligas ar baltymo strukturinius
pokycius. N-galo mutacijos siejamos su GSS sindromu, C-galo —su CDJ ligomis, o fataline

nemigg isskirtinai lemia D178N mutacija su M129 polimorfizmu (2 pav.).

Creutzfeldto-Jakobso({C]D) sindromas T188K F1985

Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) sindromas D178N(M129) 1188 E211Q
PIOSL 51321 DI78N(V129) TIg8A R0k / Q212p
g E196K
P1058 GI 3]{ Al3av Qlé0stop \I'IIII]SS%)IAl "DQ‘UQN M232R
PI102L| G114V /Y145510p H187R [V203I M232T
OPF insercija A7V R148H T193||[R208H
. OPRdelecija Q217R | P238S
23 51 1 231 253
[ —
\ Oktapeptidiniai pasikartojimai M/V129 E/K219 /
Signaliné seka Signaliné seka

2 pav. Zmogaus PrP geno mutacijos. Mélynos mutacijos siejamos su CJD, raudonos —
GGS, zalios — FI liga. (Rossetti et al., 2011)
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1.4.1. N-galas

Nestrukturizuoto N-galo mutacijos yra retesnés, bet gali tureti jtakos visai baltymo
strukturai. Zmogaus prioniniame baltyme randamos trys mutacijos: P102L, P105L ir
A117V siejamos su Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) sindromu, bet ju jtaka visai
PrP strukturai kol kas dar nezinoma. M129V polimorfizmas gali lemti galutine PrP%°
fibriliy struktiirg ir veikia kaip apsauginis barjeras nuo PrP%¢. Atlikus tyrimus su trumpu
PrP23-144 baltymu, parodyta, kad M129V polimorfizmo fibrilés neperduoda savo fibriliy
strukturos natyviems baltymams, bet skatina in wvitro fibriliy susidaryma (Jones et al.,
2006). PrP¢ igskirti i§ pacienty smegeny su 129 VV, MV ir MM genotipais, pasizyméjo
skirtingomis savybémis. 129VV baltymo prionai buvo daug labiau karpomi su proteinaze
K negu 129MV ir 129MM, o imunologiniai tyrimai rodé, kad antikunai mAb 3F4 stipriai
jungiasi su PrP%¢ esant 129MM polimorfizmui, silpnai su 129MV, ir visiskai nesijungia su
129VV (Zou et al., 2010). Retai pasitaikanti yra 24 baziy pory delecija, kurios metu balty-
mas netenka vieno oktapeptidinio pasikartojimo, bet tai yra nepatologinis polimorfizmas
(Brown ir Mastrianni, 2010).

1.4.2. C-galas

Klasikine aviy kempinlige gali sukelti skirtingi prioninio baltymo polimorfizmai. Vie-
nais is svarbiausiy avies PrP kodonais yra laikomi 136,154 ir 171, kuriuose gali pasireiksti
kelios mutacijos: A136V /T, R154H/L ir Q171R/H/K. Nustatyta, kad 171 aminorugsties
mutacija gali lemti atsparumg kempinligei. Avys, turincios ties 171 kodonu QQ, HQ ar
HH aminorugstis, gali laisvai uzsikrésti kempinlige, o turincios QR, HQ ar RR amino-
rugstis yra atsparesnés kempinligei. Taciau egzistuoja ir kitos mutacijos, suteikiancios
atsparuma kempinligei. [vedus Q167R mutacija i pelés prioninj baltyma pastebéta, kad
si mutacija destabilizuoja antrine ir ketvirting baltymo struktura, dél ko turbut baltymas
tampa atsparus PrP%¢ infekcijai (Robinson ir Pinheiro, 2009). Glicinas, leucinas ar glu-
taminas jvesti j 169 padét] vietoj tirozino pelés prioniniame baltyme, stabdé agregacija
iki 75 %, o jvestos aromatinés aminorugstys kaip fenilalaninas ar triptofanas neturéjo
itakos (Kurt et al., 2014). Mutacijos S170N/S174N triusio prioniniame baltyme jtakojo
koks kiekis -juosty susilankstys natyviame baltyme esant pH 4.5-5. Atvirkstinés mutaci-
jos N170S/S174N Ziurkéno prioniniame baltyme turéjo lygiai tokia pacia jtaka (Sweeting
et al., 2013). Be to, mutacijos N170S ir N174T pelés PrP baltymo (2-a2 kilpa padaro
nelankscia, kas gali tureti jtakos agregacijai. Laukinés pelés turi barjera tarp ziurkéno
ir elnio priony, bet transgeninés pelés, ekspresuojancios PrP su N170S ir N174T muta-
cijomis, gali uzsikresti $iy gyvuny prionais (Bett et al., 2012). Peliy prioniniai baltymai
su Q218K mutacija kartu polimerizuojasi su wtPrP, taciau ilgina lag faze ir létina poli-
merizacija (Lee et al., 2007). Prioniniai baltymai su poliformizmu E219K (pasitaikantys

japony populiacijoje) nekei¢ia savo konformacijos j PrP“¢ bei gali net slopinti laukinio
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PrP virtima j infektyvia forma (Kretzschmar ir Tatzelt, 2013).

1.5. Prioniniai baltymai

Zmogaus PrP genas (PRNP) randamas 20 chromosomoje. Genas sudarytas i$ dviejy
egzony, bet tik antrame egzone yra koduojamas pilnas skaitymo rémelis (Lloyd et al.,
2013). PrP¢ funkcija lasteléje néra aiski. Yra teorijiy, kad PrP¢ dalyvauja lastelés isgy-
venimo, mirties, oksidacinio streso, imunoreguliacijos, diferenciacijos, metaly jony trans-
porto, adhezijos ir transmembraninio signalo perdavimo procesuose. Taip pat aprasyta,
kad priony yra randama limfiniuose audiniuose (Mehrpour ir Codogno, 2010). Be to,
yra teorijiy, kad PrP® dalyvauja Zmogaus véziniy lasteliy metastazéje ir proliferacijoje
(Mehrpour ir Codogno, 2010). PrP¢ yra neinfektyvus baltymas, bet pasikeites j PrP%¢
konformacija, jis tampa infektyvus. PrP®¢ nuo PrP¢ labiausiai iSsiskiria PK atsparumu.
PK pilnai hidrolizuoja PrP¢, o PrP®¢ sukarpo tik N-galg ir palicka PK-atspary branduolj,
kuris dar vadinamas PrP27-30 (Legname et al., 2012). Zinduoliy prionai geriausiai Zino-
mi dél ju sukeliamy ligy, taciau yra atrasti ir kity klasiy prionai (3 lentelé), pavyzdziui,
mieliy prionai Ure2p ir Sup35p, kurie turi specifines funkcijas. Sup35p agregacija skatina
stop kodony nuskaitymg ir lemia [Psi+] fenotipa, o Ure2p agregacija sustabdo baltymo
jungimasj prie transkripcijos faktoriy, dél to yra aktyvuojami genai, atsakingi uz geresnj

azoto pasisavinima i$ aplinkos (Chiti ir Dobson, 2006).

3 lentelé. Zinomi ne zinduoliy prioniniai baltymai, sudarantys amiloidines fibriles (Chiti
ir Dobson, 2006).

Baltymas Organizmas Funkcija

Ure2p Saccharomyces cerevisiae (mielés) Gerina azoto pasisavinima
is prasty saltiniy

Sup35p Saccharomyces cerevisiae (mielés) Lengvina stop kodony nu-
skaityma nuo mRNR

Rnqlp Saccharomyces cerevisiae (mielés) Nelabai gerai suprastas
[RNQ+] fenotipas

HET-s Podospora anserina(grybai) Atsakingas uz programuo-

tos lasteles zuties pradzia
CPEB izoforma  Aplisia calfornica(juriné sraigé)  Reguliuoja ilgalaikius si-

napsinius pokycius, susiju-

sius su atminties kaupimu

1.6. De novo ir PMCA prionai

Priony sukiirimas 4n vitro turéty biti lengvas, remiantis teorija, kad PrP¢ vertimui j
PrP uztenka tik baltymo (Prusiner, 1982), ta¢iau iki Siol néra patikimai gauto in vitro

rekombinantinio priono, nenaudojant smegeny homogenizato. 2004 m. Legname ir kole-
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gos apraseé kaip rekombinantinio prioninio baltymo suformuotos amiloidinés fibrilés gali
uzkresti peles (Legname et al., 2004), taciau ju pelés numirdavo tik po 450-600 dieny bei
ekspresuodavo PrP 16 karty daugiau negu laukinés pelés (Benetti et al., 2010). Norint
apibudinti priona, reikia patikrinti 4 kriterijus: infektyvumg gyvunams, neuropatalogi-
nes, biochemines savybes ir stabiluma denaturantams (Benetti et al., 2010). Daugelis de
novo sukurty PrP°¢ pasizymi kitokiomis savybémis ir jy kamienai skiriasi nuo in vivo
randamy (Barria et al., 2009). Dazniausias metodas naudojamas sukurti in vitro PrP>
yra netinkamai sulankstomy baltymu cikliné amplifikacija (angl. protein-misfolding cyclic
amplification (PMCA)). Atlickant PMCA yra imami PrP®¢ homogenizatai i§ kemplinge
sergancio organizmo smegeny, sumaisomi su PrP¢ homogenizatu, isskirto i$ sveiky smege-
ny ir misinys inkubuojamas. Po kurio laiko méginys ultragarsinamas ir pridedama naujo
PrP¢ homogenizato. Toks procesas kartojamas keleta karty, kol susidaro pakankamai

agregaty (Saborio et al., 2001).

1.7. Prioniniy baltymy agregacijos mechanizmai

Yra pasiulyta keli priony agregacijos mechanizmai: sabloninis, kooperatyvinis ir ,sék-
los“ modelis (3 pav.). Pirma, esant palankiom salygom PrP® gali spontanigkai pasikeisti j
PrP% (3 pav.(1)). Sis peréjimas yra nepalankus, nes nenatyvios struktiiros PrP¢ yra ne-
stabilus. PrP¢ virtimas j PrP®¢ yra svarbiausia priony agregacijos dalis, kuri yra prastai
suprasta ir paaiskinta. Heterodimerinis arba kitaip Ssablono modelis teigia,kad naujai susi-
dare PrP“¢ toliau veikia kaip Sablonai, kurie per tiesiogine saveika veréia PrP¢ j PrP%¢ (3
pav.(3)) (Surewicz ir Apostol, 2011). Daugelis eksperimentuy rezultaty rodo, kad prionai
agreguoja pagal ,seklos“ mechanizma (Nagel-steger et al., 2010). Pagal ,séklos* mecha-
nizma susidare PrP°¢ jungiasi tarpusavyje j nestabilius oligomerus. Abiejy mechanizmy
galutiné stadija yra tai, kad susidaro stabilus priony agregatai - branduoliai (3 pav.(6)).
Sie branduoliai panasiis j amiloidines firbiles — turi du galus, prie kuriy gali jungtis PrP5¢
ir taip ilginti agregaty strukturg. Be to fibrilés gali skilti ir taip sukurti naujus polimeri-
zacijos centrus. (Brundin et al., 2010). Papildomi veiksniai kaip glikozilinimas gali turéti
itakos galutinei PrP strukturai, stabilumui ir sgveikai su kitomis molekulémis bei gali

turéti jtakos priono infektyvumui. Pelés, kurios ekspresavo PrP baltymus be GPI arba su
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3 pav. Prioniniy baltymy teoriniai agregacijos mechanizmai (Brundin et al., 2010).

1.8. Prioniniy batymuy struktura

Siuolaikiniais metodais dar nejmanoma tiksliai nustatyti PrP%¢, igskirto i§ smegeny,
struktiiros, bet zinomi bendri motyvai. PrP¢ struktiira (4 pav.) santykinai turi 45%
a-spiraliy bei dvi mazas -juostas, tac¢iau PrP¢ jau turi 30% a-spiraliy ir 45% B-juosty
(Riek et al., 1996). Dél didelio f-juosty kiekio ir elektroninés mikroskopijos nuotraukuy,
PrP%¢ agregatai daznai priskiriami prie amiloidiniy fibriliy.

QGGGGW HGGGW fd
( GP
Signal M ® 1@ uHRED= o1 B> a2 ﬁ o3 I;gna!
Oktapeptidiniai pasikartojimai @’ %

5-S

Nestruktirizuotas N-galas Struktiirizuotas C-galas

4 pav. Prioninio baltymo struktura (Surewicz ir Apostol, 2011).

1.8.1. PrP¢ stuktura

Zmogaus ir kity zinduoliy PrP seka skiriasi iki 20 aminoriigiciy, bet bendri struktiiri-
niai motyvai panastus. Zmoguje PrP sudaro 253 aminorugstys, is kuriy pirmos 22 ir galinés
23 koduoja atitinkamai N-galo ir C-galo signalines sekas. Likusios 209 aminorugstys suda-
ro funkcionaly baltyma, kuris yra prikabintas prie lgstelés su glikozilfosfatidilinozitoliniu
inkaru ties 231 arminorugstimi. Vykstant potransliacinéms modifikacijoms N-galo sig-
naliné seka yra nukerpama. Oligosacharidy grandinés yra prijungiamos prie peptidinés
grandinés dviejose vietose: ties 180 ir 196 aminorugstimis (DeMarco ir Daggett, 2005).

N-gale yra pasikartojantys oktapeptidai PHGGGWHQ), kurie geba suristi vario jonus ir
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prie ju gali jungtis neigiamai jkrauti angliavandeniai ar nukleorugstys. C-gala sudaro trys
a-grandinés, is kuriy a2 ir a3 sujungtos disulfidiniu tilteliu, ir dvi S-juostos (Surewicz ir
Apostol, 2011). PrP turi ilga hidrofobinj segmentg (~112-135 ar.), kuris gali saveikauti
su lipidais (Ma, 2013). Taip pat PrP strukturoje issiskiria dvi teigiamai jkrautos sritys:
pirma N-galo pradzioje, antra ties 101-110 aminorugstimi. Antroje teigiamoje srityje yra
du prolinai ir keturi lizinai. Dél didelio teigiamo kruvio atsiranda elektrostatiné stumos
jéga, kuri turéty trukdyti sioje srityje agreguoti baltymui, todél gali buti, kad reikia papil-
domuy kofaktoriy-anijonu, kurie stabilizuoty struktura (Groveman et al., 2014). Didziausi
skirtumai tarp zinduoliy PrP aminorugsciy seky yra ties 168-172 aminorugstimis esan-
¢ia kilpa (Damberger et al., 2011). Butent ¢ia esanti zmogaus PrP seka SNQNNF geba
suformuoti sterinius uztrauktukus, kurie yra strukturiniai motyvai amiloidinése fibrilése.
PrP¢ uztrauktukuose 3-klostés issidéto paeiliui (angl. face to back) (Sawaya et al., 2007).
Manoma, kad Sitie steriniai uztrauktukai gali lemti tam tikry priony kamieny tarprusinj
barjera (Kurt et al., 2014).

1.8.2. PrP% struktiura

PrP%¢ struktiira yra labai gin¢ijama ir diskutuojama tema. Dél netirpios PrP*¢ formos,
jo negalima igkristalizuoti ir tiksliai nustatyti struktiiros, taciau egzistuoja jvairtis PrP%¢
modeliai: [-sraigtinis, spiralinis ir paraleliai iSsidés¢iusiuy S-klos¢iy (5 pav.). [-sraigtinis
modelis remiasi elektroninés mikrografijos duomenimis, pagal kuriuos g-plokstés susida-
ro N-gale ties 89-175 aminorugstimis, o C-galo a-spiralés islaiko savo struktura kaip ir
natyviame baltyme. Pagal §j modelj [-klostés jungiasi j trimerus ir issidésto viena virs
kitos, o a-spiralés susisuka aplink §j branduolj. , Spiralinis” modelis remiasi molekulinés
dinamikos skai¢iavimas ir pagal jj PrP°¢ iglaiko natyvaus PrP struktira, taciau esan-
¢ios dvi [-juostos susijungia ir sudaro vieng ilgag [-kloste, taip pat susidaro dvi naujos
B-juostos, kurios gali saveikauti su kitais struktiuriniais motyvais (Surewicz ir Apostol,
2011). Abu modeliai eksperimentiskai nejrodyti ir net paneigti kai kuriy mokslininky.
Pirma, likusios a-spiralés turety buti sukarpytos PK, taciau PK tose vietose nekerpa.
Antra, atlikus vandenilio-deuterio apsikeitimo tyrimus su PrP~¢ igskirto i§ smegeny, nu-
statyta, kad a-spiraliy néra C-gale ties 160-220 aminorugstimis (Smirnovas et al., 2011), o
tal priestarauja pirmiems dviem modeliams. Analizuojant rekombinantinio PrP agregaty
strukturas ir ieskant panasumy su PrP®¢, buvo padaryta i$vados, kad rPrP amiloidinis
branduolys susidaro ties 160-220 aminorugstimis. Siame branduolyje [B-klostés parale-
liai iSsidésto viena kitos atzvilgiu (Cobb et al., 2007). Pagal rPrP amiloidines fibriles,
prionams sudarytas paraleliai iSsidésciusiy S-ploksciy modelis, kuris yra naujausias ir la-
biausiai patikimas. Sis modelis remiasi kompiuterinio modeliavimo duomenims ir pagal ji
B-ploksciy branduolys susidaro ties 124-223 aminorugstimi ir nebelieka jokiy a-spiraliy.

Toks ilgas branduolys paaiskinty didelj PrP%¢ kamieny jvairove (Groveman et al., 2014).
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5 pav. PrP%¢ struktury modeliai. (a) S-sraigtinis modelis. (b, ,spiralinis” modelis
(Surewicz ir Apostol, 2011). (c) paraleliai issidésciusiy f-klos¢iy modelis (Groveman
et al., 2014).

1.8.3. Amiloidinés fibrilés

Amiloidinés fibrilés tai baltymy agregatai pasizymintys labai tvarkinga vandeniliniy
jungéiy struktura ir stabilumu. Susiformavusios fibrilés gali gyvuoti ilga laika bei kauptis
audiniuose (Dobson, 2003). rPrP amiloidinés fibrilés skiriasi nuo randamy smegenyse.
rPrP turi mazesnj PK atspary branduolj bei [-klostés susidaro trumpesnés (ties 160-
220 a.r.) (Surewicz ir Apostol, 2011). Dél jvairiy priezasc¢iy rPrP fibrilés gali sudaryti
skirtingus kamienus. Buvo parodyta in wvitro, kad dél skirtingo mégintuvélio kratymo
metodo, galima gauti skirtingus fibrilinius kamienus. Sukant ziurkéno PrP méginj susidaro
lenktos, o kratant tiesios fibrilés. Siy fibriliy konformacijos skiriasi vertinant IR spektrus
(Makarava ir Baskakov, 2008).

1.9. Tioflavinas T

Pirma karta amiloidiniy fibriliy identifikavimo metodas buvo aprasytas 1853 m. Fi-
brilés buvo atpazintos nudazant audiniy pavyzdzius su jodo ir sieros rugstimi (Aterman,
1976). XX a. pradzioje ir viduryje dazniausiai amiloidines fibriles atpazinti buvo naudo-
jamas audiniy pramonés dazas Congo red. Taciau dirbant su Siuo dazu reikéjo jdéti daug
pastangy gauti gerus meéginus, o stebéti pavyzdzius galima tik su poliarizuotos Sviesos
mikroskopu, taip pat jo jungimasis su kitomis molekulémis buvo daznas ir tai duodavo
klaidingus rezultatus (Elghetany ir Saleem, 1988). 1959 m. Mokslininkai Vassar ir Cul-
ling pristate tioflavina T (ThT) daza, kuris stipriai jungiasi su amiloidinémis fibrilémis ir
intensyviai fluorescuoja.

ThT molekulés suzadinimo maksimumas nuo 385 iki 450 nm, o jos emisijos maksi-
mumas nuo 445 nm iki 482 nm. Pacig molekule sudaro hidrofobiné dietilamino grupé

prijungta prie fenilo ziedo ir labiau poliné benziltiazolo grupé. Tirpale benzilamino ir
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benziltiazolo ziedai gali laisvai suktis vienas kito atzvilgiu (6 pav.). Rotacijos metu suza-
dintos busenos yra greitai nugesinamos ir tai duoda silpng fluorescencija. Kai ThT yra
sustabdytas suzadintoje busenoje - fluorescencija daug karty isauga. Taip pat manoma,
kad jungimosi vietos prie amiloidiniy fibriliy sustabdo ThT konformacijg ir taip dar labiau
padidina fluorescencija (Biancalana ir Koide, 2010).

Esant neutraliam pH, ThT geltonos—sviesiai zalios spalvos. ThT blunka bei praranda
savo fluorescencija aukstoje temperaturoje (35-50 °C) ir Sarminiame pH (Fodera et al.,
2008).

a) b) c)

‘ 400
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6 pav. Tioflavinas T. (a) ThT molekulés struktura, (b) ThT ziedy rotacija, (c) ThT
fluorescencija (Biancalana ir Koide, 2010).

1.9.1. Amiloidiniy fibriliy agregacijos kinetika

Priimant teorija, kad prioniniai baltymai agreguoja j amiloidines fibriles, juy elongacija
galima matuoti specifiniu fluorescenciniu dazu ThT ir atvaizduoti kinetinémis kreivémis
(7 pav.). Nesant ,seklos”, natyvus baltymas, turi pereiti ,lag”, arba kitaip vadinama
nukleacijos faze, kurios metu nefiksuojami agregatai, bet susidaro nauji branduoliai. Pa-
siekus kritine branduoliy koncentracijg, prasideda staigi elongacija — fibriliy augimas iki
tol, kol nebelieka natyvaus baltymo. Esant ,séklos”, nebelieka ,lag” fazés ir baltymas

eksponentiskai agreguoja, o kreivé tampa sigmoidiné (Chuang et al., 2013).

Pastovi bUsena

Suagregawvusi dalis
Elongacija

Mukleacija Elongacija Pastovi blsena

Lailkkas

7 pav. Amiloidiniy baltymuy agregacijos kreivé Brundin et al. (2010).
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

o AB Vilniaus degtiné: 96 % etanolis;
o Acros organic: NiCl, - 6H,0, NaH,PO,,
o Roth: KH,PO,, CaCl, - 2H,0, KCl, ampicilino natrio druska, C,H;NaO, x 3H,O0;

o Fisher scientific: TRIS, glicinas, NDS ;| acto rugstis, TEMED, EZ-run baltymy
dazymo tirpalas, EZ-run baltymy molekulinés masés markeris , K,PO,, Na,HPO,,
NaH,PO,, guanidino hidrochloridas (Gnd-HCl), NaOH, HCI, H,;PO,, imidazolas,
redukuotas glutationas, IPTG, agarozé, EDTA, amonio persulfatas, akrilamido/bis-

akrilamido 40 % tirpalas;
o General Chemical Division, Baker and Adamson: MnCl, - 4 H,O;

o Sigma-Aldrich: PIPES;

2.1.1. Rinkiniai

o Fisher scientific Polimerazés rinkinys ,,Pfu DNA Polymerase”: Pfu DNR polimerazé
2,5 U/ul, 10x Pfu buferis su 20mM MgSO,, 10x Pfu buferis, 25mM MgSO,;

o Fisher scientific Polimerazés rinkinys ,, Thermo Scientific Phusion High-Fidelity DNR
Polymerase”: Phusion DNR polimerazé 2 U/ul, 5x Phusion HF buferis, 5x GC
Phusion buferis, 50 mM MgCl,, DMSO;

o Fisher scientific Plazmidés isskyrimo rinkinys ,, Thermo Scientific GeneJET Plasmid
Miniprep Kit #K0502, #K0503";
2.1.2. Konstruktai

pRSETB plazmidé su N-galo heksahistidininiu inkaru, atsparumo ampicilinui genu ir
iklonuotu ShaPrP23-232 prioniniu genu. Plazmidé sukonstruota Fiziologijos ir Biofizikos

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

2.1.3. Laboratoriné jranga

o Autoklavas ,AHS-75N” (Raypa);

o Centrifugos , Eppendorf 5424”7 (F-45-18-11-Kit rotorius); HiCen SR (AF 6.500, AF
8.50.2 rotoriai)(HeroLab);
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« Chromatografijos sistema , AKT Apurifier” (GE Healthcare);

» Chromtografine kolonele ,XK 26/20” (GE Healthcare)(aukstis-20 cm, skersmuo-26

mm);

o Dializés zarnos: 28,7 mm ir 49,5 mm diametro ,Zella Trans Roth” (pralaidumas 6-8
kDA);

o Elektroforezés aparatai ,Biometra Minigel-Twin” su ,Biometra PS 300T” sroves

saltiniu;
« Elektroninis mikroskopas ,Morgagni 268” (FEI)
o Filtravimo indeliai ,Millipore Stericup” (filtracinio popierélio pory dydis 0,22 U/ul
» Koncentratoriai ,,Amicon® Ultra-15" (pralaidumas - 10 kDa);

o Laboratorinés svarstyklés: ,KERN ABJ”. .KERN PCB 400-2”, ,Kern PLJ 6000-
1GM™;

o Magnetinés maisyklés: ,VARIOMAG Maxi Direct”, ,BIOSAN MSH-300”; ,Velp
Scientifica ARE”; ,C-MAG HS7” (IKA); ,LABORTECHNIK RCT basic” (IKA);

o Maisykle ,CLASSIC vortex mixer” (VELP Scientifica);
o pH-metras ,Orion DUAL STAR meter” (Thermo Scientific);
o Purtykle |KS 4000i” (IKA);

o Realaus laiko PGR analizatorius ,,Rotor-Gene Q real-time analyzer” (GE Healthca-

re);

» Spektrofotometrai: ,,UV-1800" (Schimadzu);,Varian Cary Eclipse”; ,Biotek Syner-
gy H1 Multi-Mode Reader”;

o Svirkstinis filtras (diametras - 30 mm, pory dydis 0,22 U/nl);

o Termo-purtyklés: ,New Brunswick Scientific”; ,Heidolph Inkubator 1000 unimax
10107; ,Biosan Enviromental Shaker-Incubator ES-20";

o Termostatas ,,Eppendorf Thermostat plus”;
 Ultragarso Saltinis ,,Bandelin Sonopuls 3100” (antgaliai: VS70/T, MS72);
o Vakuuminé filtravimo jranga ,,Sigma-Aldrich”;

o Vandens valymo sistema ,,Simplicity UV system”
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2.1.4. Mitybinés terpés

o Agarizuota LB terpé: 25 g LB-Medium terpés ir 15 g agaro istirpinama 1 1 dejoni-

zuoto vandens, pH 7. Terpé autoklavuojama 30 min. 121°C.

o LB (Luria-Bertani) terpé: 25 g LB-Medium terpés istirpinama 1 1 dejonizuoto van-

dens, pH 7. Terpé autoklavuojama 30 min. 121°C.

e S.0.C. mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 3,5 mM KCI, 10 mM
MgSO,, 10 mM MgCl,, ir 20 mM gliukozés. Triptonas, mieliy ekstraktas, KCl
ir NaCl tirpinami 97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min. 121°C
temperaturoje. Atvésus iki kambario temperaturos pridedama magnio drusky ir

gliukozeés, sterilizuojama filtruojant.

2.1.5. Tirpalai

« A1l buferinis tirpalas: 100 mM PO,*, 10 mM Tris-HCl. Sumaiomi 50 ml
K,HPO, ir 5 ml TRIS, skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 400 ml, tirpalo pH
koreguojamas su HCI tirpalu ir skiedziama iki 500 ml. Filtruojamas per 0,22 pm

pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

« A2 buferinis tirpalas: 50 mM imidazolo, 10 mM PO,*, 10 mM Tris-HCI, pH 8.
100 mM PO,*, 10 mM Tris-HCI. Sumaisomi 100 ml K,HPO, ir 10 ml TRIS, 3,4 g
imidazolo istirpinama ir skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 1000 ml, tirpalo pH

koreguojamas HCI ir filtruojamas per 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

« A3 buferinis tirpalas: 700 mM imidazolo, 100 mM PO,* | 10 mM Tris-HCI, pH
5,8. Sumaisomi 100 ml K,HPO, ir 10 ml TRIS, 47,66 g imidazolo iStirpinama
ir skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 1000 ml, tirpalo pH koreguojamas HCI ir

filtruojamas per 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

« B1 buferinis tirpalas: 6 M guanidino chlorido, 10 mM glutationo, 100 mM PO,*",
10 mM Tris-HCI, pH 8. 267,48 g guanidino chlorido tirpinama 250 ml A1 buferi-
niame tirpale. IStirpus druskai, tirpalas centrifuguojamas 4000 g 10 min. Superna-
tantas filtruojamas per 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro filtra ir matuojama
Gnd-HCI koncentracija refraktometru. Skiedziama A1 buferiniu tirpalu iki 6 M
Gnd-HCI. Pries tirpalo naudojima, istripinamas glutationas ir koreguojamas pH iki
8 su NaOH.

o D buferinis tirpalas: 10 mM CH;COO", pH 4. Santykiu 3:1 sumaisomi CH;COOH
ir CH;COONa tirpalai ir skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 3500 ml. pH kore-

guojamas su NaOH ir skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 4000 ml.
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« 0,5 M PIPES tirpalas: 15,1 g PIPES istirpinama 80 ml dejonizuoto vandens,
privedama pH iki 6,7 su 5 M KOH, pripilama dejonizuoto vandens iki 100 ml,
filtruojama per 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro filtra;

o Transformacijos buferis: 10,88 g MnCl,-4H,0, 2,2 g CaCl,-2H,0, 18,65 KClI,
istirpinama 900 ml dejonizuoto vandens, pridedama 20 ml 0,5 M PIPES, pripilama
dejonizuoto vandens iki 1 1, filtruojama per 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro
filtra;

« 50x TAE(Tris-acetato-EDTA) buferis: 2425 ¢ TRIS, 18,5 g EDTA (tirpsta pH
8) istirpinami 800 ml dejonizuoto vandens, jpilama 57 ml ledinés acto rugsties ir

skiedziama iki 1 1. Leidziant elektroforeze, buferis praskiedziamas 50 karty.

e 10x baltymuy elektroforezés buferis: 30,2 g TRIS, 144 g glicino, 10 g NDS
tirpinami 850 ml dejonizuoto vandens. Skiedziama iki 1 1. Leidziant elektroforeze,

buferis praskiedziamas 10 karty.

2.2. Metodai

2.2.1. Seky palyginimas ir pradmeny konstravimas

HuPrP23-232 ir ShaPrP23-232 aminorugsciy sekos palygintos programomis ,,Multia-
lign“ ir ,Vector NTI “ Pradmenys buvo sukurti naudojantis PrimerX programa (4 len-
tele), pasirekant mutagenezés protokola ,,QuikChange Ste-Directed Mutagenisis Kit by
Stratagene® ir ekspresijos sistema Escherichia coli. Gauti pradmenys istirpinti gamintoju

nurodytame turyje iki 100 pM koncentracijos ir 10 karty praskiesti.

4 lentelé. Pradmeny konstravimo salygos

Salygos Reiksmeés
Lydymosi temperatura Nuo 65 iki 85°C
GC kiekis Nuo 40 iki 60%
Ilgis nuo 25 iki 45 b.p.

5’ Soninio regiono ilgis nuo 11 iki 21 b.p.

3’ Soninio regiono ilgis nuo 11 iki 21 b.p.
Baigiasi G arba C Taip
Mutacija centre Taip

2.2.2. Kryptinga mutagenezé

Kryptinga mutagenezé atlikta pagal PGR protokola (5 ir 6 lentelés). PGR misiniai

veikiami Dpnl restriktaze.
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5 lentelé. PGR miSiniai

Pfu reakcijos Phusion reakcijos

e Turiai v Tuariai
misinys misinys
H,0 11,5 nl H,0 9,4-10,3 nl
. GC 5X arba HF 5X
Pfu buferis 10x 2l buferis 4 pl
dNTP (0,2 mM) 2l dNTP (0,2 mM) 2l
Pradmeny poros Pradmeny poros
(0,625/0,625 M) 1,25/1,25 (0,625/0,625 M) 1,25/1,25 il
DMSO 0mnl DMSO 0-0,9 nl
Matriciné DNR (10 ng) 1l Matriciné DNR (10 ng) 1nl
Pfu polimerazé 1l Pfusion polimerazé 0,2 ul
Bendras turis 20 pl Bendras turis 20 ul

6 lentelé. PGR salygos. Virsutiné lentelé Pfu, apatiné Phusion polimerazei

Eiga Temperatira °C Laikas Cikly skaic¢ius
Pradiné denatturacija 95 3 min 1
Denaturacija 95 30 s 30
Prilydymas 65 30 s 30
Ilginimas 72 6,5 min 30
Galutinis ilginimas 72 10 min 1
Pradiné denatturacija 98 30 s 1
Denaturacija 98 10 s 30
Prilydymas 65 30 s 30
Ilginimas 72 105 s 30
Galutinis ilginimas 72 10 min 1

2.2.3. Kompetentiniy lgsteliy ruosimas

1 pl atsildyty lasteliy praskiedziama su LB terpe iki 1000 pl. 20 pl praskiesty lasteliy
uzséjama ant agarizuotos LB terpés ir auginama 37°C termostate per naktj. IS uzaugu-
siy kolonijy paimama viena kolonija ir uzséjama i 10 ml LB terpés, auginama purtykléje
(37°C, 220 aps/min). Ryte 2,5 ml naktinés kulturos perséjama j 250 ml LB terpés ir
auginama iki 0,530 OTgoo. Pasiekus 0,530 optinj tankj, lastelés centrifuguojamos 2500 x
g, 10 min +4°C. Supernatantas nupilamas, o lastelés resuspenduojamos 80 ml Saltame
transformacijos buferiniame tirpale ir vél centrifuguojama 2500 x g, 10 min +4°C. Super-
natantas nupilamas, lastelés resuspenduojamos 20 ml Saltame transformacijos buferiniame
tirpale ir jpilama 1,5 ml DMSO. Suspensija pamaiSoma ir inkubuojama 10 min ant ledo.
Po 10 min lastelés greitai iSpilstomos j atsaldytus sterilius meégintuvélius ir uzsaldomos
—80°C.

2.2.4. Kompetentiniy lgsteliy transformacija

I 100 pl atsildyty kompetentiniy lasteliy jdedama 1 pl plazmidinés DNR ir inkubuo-

jama 30 min ant ledo. Po inkubacijos vykdomas kars¢io Sokas. Lastelés laikomos 1,5 min
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42°C termostate ir 2 min ledo voneléje. Ipilama 400 pl S.O.C. terpés ir paliekama lastelés
45 min kratytis purtykléje (37°C, 220 aps/min). Centrifuguojama 2 min 6000 x g. 200 pl
supernatanto nupilamas, o likusiame turyje resuspenduojamos lastelés ir iSséjamos Petri

leksteléje ant agarizuotos LB terpeés. Inkubuojama termostate 37°C 16h.

2.2.5. Kaulturos auginimas ir tikslinio baltymo raiskos indukcija

Naktiné kultura ruosiama j 100 ml autaklavuotos LB terpés jpilant 100 pl ampicilino
(100 ng/1) bei idedant atsitiktine transformuota FE. coli bakteriju kolonija. Bakterijos
auginamos per naktj purtykléje (16h, 37°C, 220 aps/min). Ryte i 4 paruostas kolbas su
400 ml autoklavuotos LB terpés jpilama po 20 ml naktinés kulturos. Lastelés auginamos
37°C, 220 aps/min, stebint optinj tankj ( matuojama spektrofotometru A = 600 nm).
Kas 30 min tikrinamas optinis tankis ir imami méginiai po 300 pl elektroforezei. Pasiekus
0,6-0,8 OTgpp vykdoma tikslinio baltymo raiska: j kiekviena kolba jdedama 400 pl 1 M
IPTG ir paliekama lastelés augti. Po indukcijos lasteliy méginiai imami mazesnio turio,
taip islaikant vienodg lasteliy skaic¢iy. Ryte surenkama biomasé centrifuguojant 40 min
4700 x g.

2.2.6. Baltymy elektroforezé

Elektroforezés geliai ruosiami pagal zemiau pateikta lentele (7 lentelé). Pirmiausia
ruosiamas 12 % gelis. Ipylus APS ir TEMED, misinys pilamas tarp dviejy stikliniy
elektroforezés ploksteliy, ant virSaus uzpilama dejonizuoto vandens. Po 40 min., kai
gelis pilnai polimerizavosi, ruoSiamas 4 % gelis. Nusiurbus vandenj nuo skiriamojo geélio,
pilamas koncentruojamo gelio misinys ant virSaus ir jstatomos ,,Sukos”. Geliui sustingus,
po 30 min elektroforezés plokstelés jstatomos j elektroforezés aparata. Aparato talpyklos
uzpildomos 1X elektroforezés buferiu. Elektroforezés metu palaikoma 30 mA srové su 300
V itampos riba. Dazui ,jiseéjus” iS gelio, aparatas iSjungiamas, o gelis iSimamas iS stikliniy
ploksteliy ir skalaujamas 15 min. dejonizuotu vandeniu. Praplovus gelj, jis dazomas

,Ez-run” baltymy dazu 45 min. ir paliekamas dejonizuotame vandenyje isryskéti

7 lentelé. Elektroforezés skiriamo ir koncentruoto gelio sudétis

Apatinis skiriamasis 12% gelis | Virsutinis koncentruojamasis 4% gelis

1,0 255 ml 1,0 1,27 ml

1,5 M Tris-HCI ph 8,8 1,53 ml | 1,5 M Tris-HCI ph 8,8 500 ul
40% AA/AB 1,83 ml 40% AA/AB 201 pul
10% NDS 61 nl 10% NDS 20 pl

10% APS 30,5 pl 10% APS 10 ul
TEMED 3,65 pl TEMED 2 ul
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2.2.7. Baltymo renaturacija ir gryninimas

Biomasé homogenizuojama denaturuojanciomis salygomis maisant su B1 buferiniu tir-
palu. Laikant ledo voneléje, homogenatas ardomas ultragarsu (20 min., 70 % amplitude,
60 s veikimo / 60 s poilsio rezimu). Suardyta biomasé centrifuguojama (4 °C, 40 min.
30000 x g). Supernatantas maiSomas su B1 buferiniu tirpalu nupusiausvyrintu Ni(II) se-
farozés sorbetu. Sorbentas uzkraunamas j kolong, kuri prijungiama prie chromatografijos
sistemos. Kolona praplaunama 100 ml B1 buferiniu tirpalu. Baltymas renaturuojamas
leidziant 200 ml B1/A1 tirpaly gradienta. Kolona praplaunama 50 ml A1 buferiniu tirpa-
lu ir toliau leidziamas A2 buferinis tirpalas, su kuriuo iSeina silpnai prisijunge baltymai.
Kolona plaunama su A3 eliuentu su kuriuo iSeina tikslinis baltymas.

Surinktos frakcijos 18 h dializuojamos D buferiniame tirpale, kas 6 h kei¢iant buferj.
Baltymo absorbcija matuojama spektrofotometru (A= 280 nm), o koncentracija nusta-
toma pagal Bero ir Lamberto désnj. Baltymas koncentruojamas iki 3 mg/ml naudojant
,Amicon® Ultra-15" koncentratorius ir i$pilstomas po 0,5 mg j mégintuvelius, kurie uz-
saldomi -80 °C saldiklyje.

2.2.8. De novo fibriliy susidarymas

Méginiai su 0,5 mg/ml prioninio baltymo paruosti 2 M Gnd-HC1 50 mM fosfatiniame
buferyje pH 6, jstatomi j aplink horizantalia asj besisukanc¢ig maisykle ir inkubuojami
termostate 37 °C 4 dienas. Amiloidiniy fibriliy susidarymas patikrinamas fluorimetru,
iSmatuojant ThT fluorescencijos intensyvuma (suzadinamas 450 nm, emisija matuojama

460-550 nm banguy srityje)

2.2.9. Meéginiy paruosimas elektroninei mikroskopijai
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