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Hantingtono liga yra dazniausiai pasitaikanti paveldima naurodegeneraciné liga
pasaulyje. Deja, Sios ligos gydymo néra ir mirStama praéjus 10—15 mety nuo ligos gydymo
pradzios. Pagrindiné ligos priezastis yra CAG kodono pagauséjimas baltymo hantingtino (htt)
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poliglutamininis domenas, kuris yra nestabilus ir skatina baltymy agregacija smegeny
srityje.Hantingtono ligos molekulinis mechanizmas néra visai iSaiSkintas. Manoma, kad gali
buti keli ligos patologijos keliai, o pirmuoju htt agregacijos Zingsniu yra laikoma baltymo
pirmojo egzono fragmenty susidarymas citoplazmoje. Tad §iuo metu hantingtino pirmasis
egzonas yra vienas pagrindiniy objekty, tyrinéjant ligos patologija.

Darbo metu atlikta rekombinantinio hantingtino pirmojo egzono, sulieto su glutationo S-
transferaze (GST), raiSka E. coli BL(21) Star™ (DE3) kompetentinése lagstelése. GST baltymas
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sudarydamas amiloidines fibriles, stabilumui palaikyti. Baltymo gryninimui naudota afininé
nikelio chelatiné chromatografija bei gelfiltracija. Tiklsinio peptido atskyrimui buvo
atliekamas proteolitinis karpymas HRV 3C proteaze arba tripsinu. Norint i§vengti nespecifinés
tripsinizacijos, fermentiné¢ reakcija buvo stebima masiy spektrometrinés analizés btdu,
nustatant peptidy susidarymo priklausomybe nuo fermentinés reakcijos laiko.

Darbo metu buvo i$grynintas rekombinantinis hantingtino egzonas pirmasis, sulietas su
GST. Tikslinis peptidas atskirtas vykdant proteolitinj karpyma tripsinu. Kadangi fermentas gali
karpyti nespecifiSkai, masiy spektrometrinés analizés pagalba parinktos optimaliausios
reakcijos salygos.
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IVADAS

Baltymy neteisingas susilankstymas (angl. misfolding) ir agregacija siejami su daugeliu
neurodegeneratyviniy ligy. Baltymy neteisingo susilankstymo pagrindinés priezastys yra
pavieniy aminoriig§ciy pakitimas ar pasikartojanciy amino riugs$¢iy pagauséjimas. Pastarojo
proceso geriausias pavyzdys — poliglutaminy (poliQ) pagauséjimas, kuris yra atsakingas
maziausiai uz devynias neurodegeneratyvines ligas, jskaitant ir Hantingtono ligg (HD)
(Kayatekin et al., 2014). Su poliglutamininémis sekomis susijusios ligos tarpusavyje turi
nemazai panasumy: ligos trukmé 15-20 mety, ligos progresavimas priklauso nuo poliQ domeno
dydzio, mutantinio baltymo agregaty kaupimasis sukelia neurodegeneracija specifiniuose
smegeny regionuose (Fan et al, 2014).HD yra labiausiai pasitaikanti paveldima
naurodegeneraciné liga. Deja, gydymo $iai niokojanciai ligai néra (Arrasate et al., 2012).

Hantingtono, kaip kity poliglutamininiy ligy, taip pat Alzheimerio ar Parkinsono ligy
atvejais, simptomai dazniausiai pasireiskia vidutinio ir vyresnio amziaus zmonéms, nepaisant to,
kad asmenys ligas sukelian¢ias mutacijas turi nuo pat gimimo. Tai gali reiksti, kad ankstyvame
amziuje toksiSkumas jvairiais mechanizmais yra slopinamas, taCiau galiausiai organizmas
pasiduoda ligos progresavimui (Golas et al., 2016). Hantingtono ligos molekulinis mechanizmas
néra visai iSaiSkintas. Manoma, kad gali buti keli ligos patologijos keliai, o pirmuoju htt
agregacijos zingsniu yra laikoma baltymo pirmojo egzono fragmenty susidarymas citoplazmoje.
Tad Siuo metu hantingtino pirmasis egzonas yra vienas pagrindiniy objekty, tyrin¢jant ligos
patologija

Sio darbo tikslas — i§gryninti baltymo hantingtino pirmajj egzona.

Darbui keliami uzdaviniai

1. Naudojant chromatografinius metodus, i$gryninti GST-htt-ex1-19Q baltyma.
2. Atlikti baltymo proteolitinj karpyma, tiksliniam peptidui atskirti.
3. Altikti peptidy analiz¢ masiy spektrometrijos metodu.

10



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Su poliglutamininémis sekomis susijusios ligos

Siuo metu yra Zinomos 9 poliglutmininés ligos (1 lentelé): spinocerebralinéataksija 1
(SCA1), spinocerebraliné ataksija 2 (SCA2), spinocerebraliné ataksija 6 (SCAO6),
spinocerebraliné ataksija 7 (SCA7), spinocerebraliné ataksija 17 (SCA17), Machado—Dzozefo
liga (MJD/SCAZ3), Hantingtono liga (HD), Haw River sindromas (DRPLA), Kenedzio sindromas
(SBMA). Glutamininiy ligy sergamumas — 1-10 i§ 1 000 000 zmoniy (Fan et al., 2014; Gomez-
Sicilia et al., 2015; Mcfarland et al., 2011). PoliQ ligy pagrindiné priezastis yra
trinukleotidocitozinas — adeninas — guaninas (CAG) pagauséjimas tikslinio baltymo gene. CAG
trinukleotidas koduoja aminortigst] glutaming, todél suformuojamas poliglutamininis domenas
(poliQ) (Fan et al., 2014). Baltymai, turintys ilgas poliQ sekas, yra nestabilts ir linke agreguoti,
sudarydami beta klostytos struktaros fibriles — amiloidus (Fan et al., 2014; Li et al., 2016). Tokiy
baltymy kaupimasis gali pakenkti mitochondrijy veiklai, Saperonams, ubikvitinoproteosomy
sistemai. Taigi, didelj glutaminy kiekj turinéiy baltymy kaupimas galiausiai sukelia neurony

veiklos sutrikimus ir degeneracijg (Fan et al., 2014).

1 lentelé. Ligos, siejamos su poliglutamininiy seky pagausé¢jimu, aptinkami mutave gerai ir

juyekspresuojami baltymai (Fan et al., 2014; Mcfarland et al., 2011)

Transkriptas PoliQ dydis (a.r.)

Sutrikimas Lokusas (bp) Baltymas Normalus _Pataloginis

Kenedzio Androgeno

sindromas (SBMA) Xqll-ql2 4314 receptorius s20ar. 6-36 38-62
Hantingtono liga N 3144

(HD) 4p16.3 13481 Hantingtinas ar 6-35 36-121
Spinocerebraliné .

ataksija 1 (SCA1) 6p23 10636 Ataksinas1  815ar. 6-39 41-83
HawRiver . 1190

sindromas (DRPLA) 12p13 4367 Atrofinas 1 ar. 3-38 49-88
Machado-DzZozefo .

liga (MJD/SCA3) 1424 6932 Ataksinas3  36la.. 12-40 62-86
Spinocerebraliné . 1313

ataksija 2 (SCA2) 12924 4712 Ataksinas 2 ar 14-32 34-77
Spinocerebraliné a-la kalcio 2266

ataksija 6 (SCA6) 19p13 8641 kanalas ar. 4-18 21-30
Spinocerebraliné .

ataksija 7 (SCA7) 3p21-p12 7247 Ataksinas 7 892 a.r. 7-18 38-200
Spinocerebraliné TATA-bloka

ataksija 17 (SCAL7) 6027 1876 bglsta;nr:]l:ls 339 a.r. 2543 4563

Nepaisant patologiniy skirtumy, ligy progresavimas yra glaudziai siejamas su glutaminy

skai¢iumi. Kuo Sis domenas baltyme didesnis, tuo anksc¢iau liga diagnozuojama ir stipriau
11



progresuoja. Be to, visais atvejais yra aptinkamos ilgas poliQ sekas turin¢iy baltymy agregaty

sankaupos (Kayatekin et al., 2014).

1.1.1. Spinocerebralinésataksijos (SCA)

SCA (1, 2, 3, 6, 7, 17) yra paveldimi autosominai dominantiniai sutrikimai, veikiantys
centring nervy sistemg (CNS). Baltyminiai amiloidiniai agregatai randami smegenéliy
Purkinjelastelése bei smegeny Zievés neuronuose. Siomis ligomis serga tiek vyrai, tiek moterys.
Pagrindiniai ligy simptomai yra prasta kojy, ranky ir akiy judesiy koordinacija, kalbos
sutrikimai, sunkumai vaik$&ioti, sugriebti, laikyti daiktus ir pan. Siomis ligomis serga mazdaug
1-4 Zmonés i§ 100000. Liga paplitusi Taivano, Japonijos, Kaukazo etninése grupése (Fan et al.,
2014; Govert et al., 2013).

1.1.2. Haw River sindromas (DRPLA)

Tai retas paveldimas autosominis dominantinis neurodegeneratyvinis sutrikimas.
Serganciyjy amzius svyruoja nuo 1 iki 62 mety, o vidurkis yra mazdaug 30 mety. Priklausomai
pozymiai yra ataksija, choreoatetozé, demencija. Vaikams — intelektinio vystymosi nykimas,
elgesio poky¢iai, mioklonusas, epilepsija. Si liga labiausiai paplitus Japonijoje, sergamumas — 1
1§ 200000 zmoniy. Baltymy amiloidiniai agregatai pagrinde kaupiasi smegeny kamiene bei

baltojoje smegeny medziagoje (Fan et al., 2014; Govert et al., 2013; Mcfarland et al., 2011).

1.1.3. Kenedzio sindromas (SBMA)

Tai retas, sekinantis, neurodegeneracinis sutrikimas. Sergamumas yra 1-2 Zmonés i$
100000, didziausias paplitimas Suomijoje. Ligoniy amzius dazniausiai varijuoja tarp 30 ir 60
mety. Pagrindiniai simptomai yra raumeny silpnumas, atrofija, stuburo ir smegeny kamieno
motoriniy neurony degeneracija. Daznai susiduriama su burnos raumeny atrofija. Amiloidiniy
agregaty sankaupos aptinkamos smegenélése, bei jvairiose stuburo smegeny dalyse (Fan et al.,

2014; Mcfarland et al., 2011).

1.2. Hantingtono liga (HD)

HD yra retas, paveldimas autosominis dominantinis, laipsniSkai progresuojantis
neurodegeneratyvinis sutrikimas (Ellrichmann et al., 2013; Fomby et al., 2011; Ha et al., 2012).
Diagnoz¢ istoriSkai buvo nustatoma remiantis psichikos pasikeitimais, motorikos sutrikimais ir
teigiama Seimos ligy istorija. Daugiau nei po 100 mety buvo atrasta genetiné mutacija, sukelianti
Hantingtono liga. 1993 metais konsorciumas paskelbé nestabilaus tripleto pagaus¢jimo IT15

(angl. interesting transcript #15) gene atradimg. Véliau $is genas pavadintas hantingtino (htt)
12



genu, kuris neturi jokiy homology genome. Tad Siomis dienomis HD gali biiti diagnozuojama
DNR sekvenavimo metu, ieSkant CAG kodono pagauséjimo hantingtino gene, kuris aptinkamas
ketvirtoje chromosomoje (Finkbeiner, 2011; Kaplan et al., 2012).

Htt genas susideda 1§ 67 egzony ir uzima 180 kbgenominés DNR. Paskutiniame egzone
esanCio netransliuojamo regiono skirtingas poliadenilinimas leidzia susidaryti dvejiems
skirtingiems transkriptams, kurie tarpusavyje skiriasi 3 kb. Abu transkriptai yra ekspresuojami
jvairiose lgstelése ir audiniuose, nors ilgesnysis labiau vyrauja smegeny neuronuose. Nestabilaus
CAG trinukleotido pagaus¢jimas aptinkamas pirmajame htt geno egzone ir sukelia Hantigtono
ligg. Htt geno homologai yra aptikti pel¢je, ziurkéje, Fugu Zzuvyje, zebrazuvéje, vaisinéje
museléje, mini kiauléje, vandens varléje, jiros vézyje.I$skirtinis htt geno bruozas yra mejozinis
nestabilumas. Vienos $eimos nariai daZniausiai neturi tos pacios poliQ sekos ilgio. Sis domenas
mejozeés metu kinta mazdaug 85 % paveldéjimo atvejy, dazniausiai pastebimas poliQ domeno
did¢jimas.Normalus genas turi 635 CAG pasikartojimus, o Zmogus turintis vir§ 40 CAG
pasikartojimy nei$vengiamai susirgs HD (Arrasate et al., 2012; Ellrichmann et al., 2013;
Mcfarland et al., 2011; Myers, 2007).

Sergamumas Hantingtono liga pasaulyje yra 5-10 zmoniy i§ 100000. Liga paplitus Siaurés
ir piety Amerikoje, Europoje, Centrin¢je Azijoje. DidZiausias Zinomas HD pacienty tankis yra
Zulia valstijoje, Venesueloje (Kaplan et al., 2012). Vidutinis simptomy pasireiSkimo amzius yra
30-50 mety. Kai kuriais atvejais liga gali pasireiksti ir anksciau, iki 20 mety, o tai sukelia jauny
Zmoniy elgesio sutrikimus ir sunkumus mokantis mokykloje. Klinikiné HD diagnozé nustatoma
remiantis choréja, kuri palaipsniui iSplinta j visus raumenis, taip pat kitais judéjimo sutrikimais,
tarp kuriy yra distonija, bradikinezija, sutrikusi koordinacija. Véliau Siuos simptomus papildo
elgesio ar psichikos pasikeitimai, dirglumas, demencija (Fan et al., 2014; Nance, 2012; Shang et
al., 2012).

1.3. Baltymas hantingtinas

Htt genas koduoja baltymg hantingting, kuris yra mazdaug 3114 aminorigsciy ilgio, apie
350 kDa molekulinés masés. Tyrimai parodé, kad poliQ seka, esanti htt baltyme, siejama su
nervy reguliavimo funkcija, taciau ji nereikalinga pagrindinéms baltymo funkcijoms (Mcfarland
et al., 2011; Zheng et al., 2012). Salia poliQ esanti seka dar gali biiti vadinama poliprolino
(poliP) domenu, kuris, kaip manoma, padeda iSlaikyti baltyma tirpiu (1 pav.). PoliP domenas taip
pat siejamas su baltymais, kurie sgveikauja su pernasos pislelémis (Schulte et al., 2011).

Htt turi 16 HEAT (Hantingtinas, Elongacijos faktorius 3, fosfatazés 2A subvienectas
PR65/A ir lipidy kinazé Torl) domeny(Schulte et al., 2011). HEAT domenas yra mazdaug 50

aminortgsciy ilgio, turi dvi antilygiagrecias alfa spirales formuojancias segtuka, kuris paprastai
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dalyvauja baltymo-baltymo sgveikoje. HEAT domenai sudaro 3 klasterius (1 pav.). Biologiné $iy
domeny reikSmé htt baltyme néra pilnai zinoma (Li et al., 2006; Ratovitski et al., 2012).

Hantingtino baltyme gausu proteolitinio kirpimo viety, kurios generuoja didelius kiekius
N-galo fragmenty. Spéjamos htt proteazés: kaspazés, kalpainas, aspartoendopeptidazés,
matriksometaloproteazés. Kaspazé3 invitro kerpa ties 513 ir 552 a.r., kaspazé 2 ties 552 a.r.,
kaspazé 6 kerpa ties 586 aminoriigstimi. Dvi sp&jamos kalpaino kirpimo vietos yra ties 469 ir
536 aminortigStimi. Matriksometaloproteazé MMP-10 kerpa ties 402 aminoriig§timi. Mutavusios
proteaziy kirpimo vietos padaro baltymg labiau toksiSkg tiek invitro, tiek invivo. Tad manoma,
kad pilno ilgio hantingtino baltymo proteolitinis skaldymas yra svarbus HD patogenezés pradziai
(Sousa et al., 2013; Zheng et al., 2012).

Acetilinimas

Palmitoilinimas ~ Fosforilinimas 444 Fosforilinimas
214 421/434/ 1181/1201
N17|polyQ| polyP| HEAT HEAT NES |HEAT
114-413 400-600  672-969 2397 2667-2938
MATLEKLMKAFESLKSF

Fosforilinimas: T3, S13, S16
Ubikvitilinimas/sumoilinimas: K6, K9, K15
NES:L4, L7, F11, L14

1 pav. Baltymo hantingtino schematinis vaizdas. N17 regionas turi daug potransliaciniy modifikacijy,
tokiy kaip fosforilinimas ar ubikvitilinimas. Uz N17 regiono seka poliQ ir poliP regionai. Pastarojo
funkcija pilnai nezinoma. Aminorigs¢iy sekoje tarp 400 ir 600 a.r. aptinkama aktyvi proteolitinio
karpymo zona. Baltymas turi 16 HEAT domeny, susiskirs¢iusiy j tris grupes. C-galas turi NES seka, kuri
gali lemti pilno ilgio htt buvimg citoplazmoje. Kita leucinais turtinga NES gali egzistuoti N17 regione

(pritaikyta i§ Zheng et al., 2012)

Htt turi nemazai potransliaciniy modifikacijy. Baltymas yra ubikvitilinamas,
fosforilinamas, acetilinamas, sumoilinamas, palmitoilinamas. Tai gali reguliuoti baltymo
stabiluma, lokalizacija ir funkcijas. Trys N-galo lizinai (K6, K9 ir K15) yra sumoilinami arba
ubikvitilinami. Ubikvitilinimo tikslas — degradacija. Tuo tarpu sumoilinimas gali skatinti
polyQkatalizuojamaneurodegeneracija. N-gale taip pat gausu fosforilinimo viety. Trecio
treoninofosforilinimas gali turéti jtakos httagregacijai ir toksiSkumui. Buvo pastebéta, kad
IkappaBkinazés kompleksas fosforilinahtt ties 13 ir 16 serinais, kurie skatina gretimy liziny
modifikacijg, o tai apsaugo baltyma nuo agregacijos. PoliQ sekos pailgejimas gali sumazinti

httfosforilinima, o tai lemia didesn¢ tikimybe baltymui mutuoti. Kitos fosforilinimo vietos: S421,
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S434, S1181, S1201. Httacetilinimas ties 444 lizinu yra reikalingas baltymo degradacijai
makroautofagijos buidu. Baltymo palmitoilinimas (HIP14 pagalba) C214 vietoje gali keisti
agregacija. PoliQ sekos pailgéjimas slopina HIP14 sgveika su htt, taip sumazinamas baltymo
palmitoilinimas, padaugéja baltymo tarpiniy formy, skatinamas neurotoksiSkumas(1 pav.)(Golas
etal., 2016; Zheng et al., 2012).

Manoma, kad baltymas gali judéti tarp branduolio ir citoplazmos (Schulte et al., 2011).
Laukinio tipo htt paprastai aptinkamas citoplazmoje, o mutaves baltymas kaupiasi branduolyje,
ypa¢ sukarpyto baltymo N-galo fragmentai. Baltymo C-galas turi pernasos j branduolj seka
(NES). Kita potenciali NES egzistuoja N-galo 17 aminortags¢iy sekoje (N17 regionas) (1pav.).
Seka sgveikauja su branduolio pory baltymais, kurie dalyvauja baltymy pernasoje i§ branduolio |
citoplazmg (Sousa et al., 2013; Zheng et al., 2012). N-galo domenas formuoja amfipatinés alfa
spiralés membraninj domena, kuris griztamai sgveikauja su endoplazminiu tinklu, endosomomis
ir autofaginémis puslelémis. [vykus mutacijai, pastebimas baltymo kaupimasis branduolyje ir

lasteliy toksiskumas(Schulte et al., 2011).

1.3.1. Baltymo hantingtino funkcijos

Lastelés viduje htt yra siejamas su daugeliu organéliy, jskaitant branduolj, plazming
membrang, autofagines pusleles, endoplazminj tinklg, endosomas, Goldzio aparata,
mitochondrijas(Zheng et al., 2012). Tai gali atspindéti atraminiy baltymy funkcijg, kuri susijusi
su kompleksy sudarymu. Baltymas taip pat randamas aksony procesuose ir sinapsé¢je, kur
sgveikauja  su  mikrovamzdeliais,  klatrinu ~ dengtomis  pislelémis,  kaveolémis,
sinaptosomomis(Schulte et al., 2011).

Buvo pastebéta, kad htt turi jtakos embriono vystymuisi. Sumazinus $io baltymo sisteze,
atsiranda neigiamas poveikis neurogenezei. Be to, htt yra reikalingas reguliuojant smegeny
skys€io gamybg ir neurony kalcio signalinius kelius. Httkompleksas su HIP1 yra svarbus
kraujodaros metu. Baltymas dalyvauja BDNF turinCiy pisleliy pernasoje aksonuose, o mutaves
baltymas suardo §j transportg. Hantingtino baltymas gali turéti jtakos transkripcijai, sagveikauti su
transkripcijos faktoriais, koaktyvatoriais, korepresoriais ir taip paveikti transkripcijos faktoriy
veikla. Be to, yra jrodymy, kad htt padeda palaikyti branduolio struktarg (Mcfarland et al.,
2011).

1.3.1.1. Sgveika su baltymais

Kaip sp¢jama, del pasikartojanc¢iy HEAT domeny, htt gali saveikauti su daugybe skirtingy
baltymy, lemianciy natyvaus ir mutavusio baltymo funkcijas. Baltymai gali jungtis tiek prie N-

galo, tiek prie C-galo. Atsizvelgiant j tai, kad dauguma $iy baltymy biina sintetinami smegenyse,
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htt sgveika su kai kuriais baltymais gali sukelti neurodegeneracijg ir Hantingtono ligos patologija

(Crick et al., 2013; Mcfarland et al., 2011; Sittler et al., 1998).

1.3.1.2. Sgveika su DNR

Hantingtino baltymas netiesiogiai jungdamasis prie DNR gali dalyvauti transkripcijoje. Jis
sgveikauja su jvairiais transkripcijos faktoriais ir transkripcijos reguliaciniais baltymais:
CA150/TCERG1, TATA bloko jungiamieji baltymai (TBP), TAFI1130, CtBP, mSin3A, NcoR,
p53, CBP. Taip pat, htt gali jungtis su kitais baltymais, kurie sgveikauja su transkripcijos
faktoriais, pavyzdziui, optineurinu. Esant Hantingtono ligai, htt gali saveikauti su DNR invivo ir
kontroliuoti smegeny veiklag. Naudojant pelés smegeny R6/2 ligos mechanizma,
chromatinoimunoprecipitacijos (ChIP) metodu buvo parodyta sgveika su DNR. Nors naudojant
§] metoda negalima atskirti tiesioginés arba netiesioginés sgveikos tarp htt ir DNR, kity
eksperimenty metu buvo parodyta, jog nesant paSaliniy baltymy htt sgveikauja su DNR
invitro(Li et al., 2002; Mcfarland et al., 2011; Zheng et al., 2012).

1.3.1.3. Sgveika su membranomis ir puslelémis

Htt turi ne vieng vaidmen;j lastelés membraninéje pernasoje. Hantingtinas yra reikalingas
aiSkioje baltymy sekrecijos stadijoje: transportui i§ endoplazminio tinklo j Goldzio aparata, taip
pat sekreciniy pusleliy sintezei lastelés pavirSiuje. Htt gali biti reikalingas formuojant
egzocitozines pusleles trans-Goldzio aparate ir jy pernaSai i§ GoldZio | plazming membrang.
Dineinas yra susij¢s su pernasa tarp endoplazminio tinklo ir GoldZio komplekso, o kinezinas — su
pernasa j plazming membrang. Hantingtinas su dineinu ir kinezinu sgveikauja per HAP1 (angl.
Huntingtin-associated protein) ir tiesiogiai ri$asi prie dineino tarpinés grandinés. Taip jis gali
funkcionuoti kaip sekrecijos veiksnys, skatinantis pusleliy susijungimg su citoskeleto
vamzdeliais ar veikiantis kaip molekulinis motoriniy baltymy  jungiklis prie
mikrovamzdeliy(Brandstaetter et al., 2014; Rib et al., 2015).

Neuroninése lgstelése pernaSos atstumas tarp endoplazminio tinklo, Goldzio aparato ir
plazminés membranos yra labai didelis. Nedidelis sutrikimas pernasoje gali sukelti didelius
defektus baltymy sekrecijoje, o tai gali prisidéti prie ligos patologijos. Manoma, kad neurony
membraniné pernasa vyksta tuo paciu principu, kaip ir paprastose lastelése, bet nerviniy lasteliy
morfologija Siuos procesus padaro sudétingesnius (Brandstaetter et al.,, 2014). Nepaisant
sudétingos dendrito formos ir ilgo aksono, sgveikaudamas su jvairiais endocitoziniais/pernasos
baltymais, tokiais kaip a-adaptinas, HIP1, HIP14, HAP1, HAP40, PACSIN1, SH3GL3, klatrinu
ar dinaminu, htt gali dalyvauti ilgo ir trumpo nuotolio aksono transporte ir pusleliy pernesime

(Suopanki et al., 2006).
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1.3.1.4. Vaidmuo apoptozéje

Manoma, kad baltymas gali turéti antiapoptotiniy savybiy. Neuronuose sintetinant pilno
ilgio htt, apsaugo juos nuo apoptozés, o baltymo funkcijos praradimas daro neurong jautresnj
apoptozei. Molekulinis antiapoptotinés funkcijos mechanizmas néra pilnai zZinomas. Pirmas
galimas mechanizmas teigia, kad htt gali susijungti ir uzkirsti kelig proapoptotinio Hip1-HIPPI
komplekso susidarymui. Kitas galimas mechanizmas teigia, jog htt gali tiesiogiai blokuoti
kaspaziy 3 ir 9 aktyvacija (Rangone et al., 2004; Suopanki et al., 2006).

1.3.1.5. Vaidmuo autofagijoje

Autofagija yra lizosominés degradacijos biidas. Manoma, kad htt gali atlikti autofaginiy
baltymy funkcija. Buvo atrasta, kad htt C-galo domenas gali sgveikauti su autofagijoje
dalyvaujancios kinazés kompleksu, receptoriniais baltymais ir pacioje autofagijoje
dalyvaujanciais baltymais. Teigiama, kad htt gali atlikti atraminio baltymo funkcija selektyvioje
makroautofagijoje ar mikroautofagijoje. Htt mutanto ekspresija ir natyvaus baltymo netekimas
sicjamas su aksoniniu pusleliy, mitochondrijy ir autofagosomy pernasos sutrikimu invitro ir
invivo. Tas pats sutrikimas matomas netekus autofagijoje dalyvaujanciy baltymy (Ochaba et al.,
2014; Schulte et al., 2011).

1.4. Baltymyamiloidinéagregacija

1.4.1. Amiloidiniufibriliy charakteristika

Neurodegeneracinés ligos, kaip Alzheimerio, Hantingtono ar Parkinsono, yra siejamos su
amiloidiniyfibriliy formavimusi. Nepaisant ligy skirtumy, visi amiloidiniai agregatai pasiZymi
panaSia morfologija — sudaryti i§ pasikartojanciy B-klos¢iy, i1§sidés¢iusiy statmenai fibrilés asiai,
yra ne Sakotos strukttiros, mazdaug 10 nm plocio ir 0,1-10 pm ilgio. Pavienés amiloidinésfibrilés
gali jungtis tarpusavyje, sudarydamos didesnes sankaupas (2 pav.)(Chiti et al., 2006; Sinha et al.,
2001; Sipe et al., 2000; Zhang et al., 2009).

Amiloidiniyfibriliy formavimasis yra fizinis procesas, kurio metu nenatyvios formos
baltymo molekulés saveikauja tarpusavyje ir sudaro linijinius, biologiSkai neaktyvius agregatus.
Procesas siejamas su baltymy oligomery susidarymu, branduoliy susidarymu, linijiniy agregaty
ilgéjimu bei linijiniy agregaty sulipimu } didesnes sankaupas, taciau skiriami trys pagrindiniai
agregacijos Zzingsniai: branduoliy formavimas, fibriliy ilgéjimas (elongacija), stambesniy
agregaty susidarymas(Mauro et al., 2007; Nielsen et al., 2001; Wetzel, 2006).

Tipinis amiloidogenezés procesas prasideda lag faze, kurios metu formuojasi branduoliai,

o amiloidy virtimas fibrilémis néra pakankamai zymus, kad baty aptinkamas. Sioje fazéje
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branduoliy susidarymu yra laikomas keliy monomery susijungimas ] organizuotg
struktiirg — fibriliy pirmtaka. Po to monomerams besijungiant prie branduoliy, procesas perauga i
elongacija, kurioje greitai didéja fibriliy koncentracija. Elongacijos faz¢je bet kokie agregatai,
didesni uz branduolj, virsta fibrile. Jai besiformuojant, galai atlicka branduoliy vaidmen;j ir
reakcija vyksta tol, kol tirpale nebelicka monomery — visas baltymas pavirsta j fibrilinius

agregatus(2 pav.) (Lee et al., 2007; Lin et al., 2008; Milto et al., 2013).
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Laikas, min
2 pav. Tipiné agregacijos kinetikos kreivé. Lag fazéje agregacijos procesas yra labai létas, vyksta
branduoliy susidarymas. Kai tik pasiekiama kritiné branduoliy koncentracija, procesas perauga i
elongacija, kurios metu matomas eksponentinis agregaty koncentracijos augimas. Tirpale nebelikus

baltymo monomery, agregacijos procesas nusistovi (stacionari fazé) (pritaikyta i§ Proctor et al., 2010)

1.4.2. Baltymo hantingtinoagregacija

Poliglutamininis domenas yra netirpus vandenyje. Gan anksti buvo pasitlyta, kad poliQ
pagausé¢jimas sukelia baltymy agregacija neuronuose. Taip pat buvo pastebéta, kadHantingtono
liga, ir kitos poliQ ligos, pasizymi baltymy agregatais centrinés nervy sistemos neuronuose. Tad
yra priimta teigti, kad poliQ agregatai, turintys beta-klostyta strukttrg, yra amiloidinésfibrilés.
Pagal tarptautinés amiloidozés draugijos teigima, amiloidai yra apibiidinami charakteringu
Rentgeno difrakcijos vaizdu, Zinomu kaip ,,cross-beta®, ir Kongo raudonojo dazo jungimusi. Htt

agregatai atitinka abu Siuos kriterijus (3 pav.) (Hoffner et al., 2014; Poirier et al., 2002).
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3 pav. Schematinis B-kolstyty struktiry vaizdas poliQ agregatuose. a) Klasikinis beta klostyty
amiloidiniyfibriliy vaizdavimas su atstumais tarp klosciy ir gijy. b) Tipinis amiloidiniy fibriliy Rentgeno

difrakcijos vaizdas ir matomi atstumai (pritaikyta i§ Hoffner et al., 2014)

Hantingtono ligos molekulinis mechanizmas néra iki galo iSaiSkintas. Manoma, kad gali

biti keli ligos patologijos keliai , kurie tarpusavyje glaudziai susij¢ (4 pav.).

Pisleliy transporto
defektai

4 pav. Manomas Hantingtono ligos mechanizmas (pritaikyta i§ Zuccato et al., 2010)

Pirmuoju httagregacijos zingsniu yra laikoma baltymo N-galo fragmenty susidarymas
citoplazmoje (4 pav. A)(Arndt et al., 2015; Barbaro et al., 2015). Mutaves baltymas citoplazmoje
gali buti sukarpytas proteaziy. Bandant lastelei paSalinti toksiSkus hantingtino peptidus,

fragmentai yra ubikvitilinami ir siun¢iami | proteosomas degradacijai. Ta¢iau HD metu jos
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tampa maziau efektyvios, nes netekus natyvaus htt baltymo sgvybémis, sutrinka aurofagijos
mechanizmas. Taip citoplazmoje didéja N-galo fragmenty koncentracija, kurie turi dideles poliQ
sekas ir yra linke agreguoti. Sie fragmentai saveikauja su jvairiais baltymais, taip trikdydami
normalig jy veiklg (4 pav. B), taip sutrinka kalcio signaliniai keliai (4 pav. C) bei mitochondrijy
veikla (4 pav. C) (Hoffner et al., 2014; Zuccato et al., 2010).

Yra nustatyta, kad mutavusio baltymo amiloidiniai agregatai kaupiasi branduolyje. Tai gali
sutrikdyti normalig geny trankripcija (4 pav. E). Hantingtinas skatina BDNF (angl. brain-derived
neurotrophic factor) baltymo raiskg. Tad HD metu ji yra sutrikusi, o tai skatina smegeny
degeneracijg. Dar viena zinoma htt funkcija — dalyvavimas pusleliy transporte. Manoma, kad HD
metu N-galo fragmentai taip gali slopinti neuromediatoriy pernasa bei patys tokiu keliu plisti |
kitus neuronus (4 pav. F) (Hoffner et al., 2014; Zuccato et al., 2010).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

2 lentelé. Naudotos medziagos ir jy gamintojai

Gamintojas MedZiagos

amonio chloridas 99,6 %

amonio persulfatas 99,5 %

dinatriohidrofosfatas 99 %
Acros Organics dinatrio sulfatas 99 %

glicerolis 99 %

karbamidas (uréja) 99,5 %

natrio chloridas (ypac $varus)

agar-agaras

ampicilino natrio druska 99 %

ditiotreitolis (DTT) 99 %

fenilmetanosulfonilfluoridas (FMSF) 99 %
Carl Roth Gmb H+Co guanidino hidrochloridas 99,7 %

kalio dihidrofosfatas 99 %

LuriaBroth (LB) mitybiné terpé

tricinas 99 %

tris(hidroksimetil)aminometanas (TRIS) 99 %

akrilamidas/bisakrilamidas 37,5:1
dekstrozé
etilendiamintetraacto riig§tis (EDTA) 99 %
imidazolas 99 %
kalio chloridas
laktozé
magnio chloridas 99 %

Fisher Scientific magnio sulfatas 99,5 %
molekulinés masés Zymuo ,,PageRulerBroad Range*
molekulinés masés Zymuo ,,UnstainedProtein®
natrio dihidrofosfatas 99 %
natrio dodecilsulfatas (NDS) 99 %
poliakrilamido geliy dazas ,,EZ Run BP 2620-7 *;
tetrametiletilenodiaminas (TEMED)

triptonas
Oxoid mieliy ekstraktas
Sigma tripsinas

2.1.2. Sorbentai

GE Healthcare: ,,IMAC Sepharose™ 6 Fast Flow*; ,,Superdex ™ 200
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2.1.3. Kompetentinés lastelés

Baltymy ekspresijai naudotas kamienas E. coli BL21 Star'™ (DE3), kuris turi tokias
genetines charakteristikas: F—~omp Thsd SB (rB—mB-) gal dcm rnel31(DE3). Kamienas pirktas

i§ Invitrogen.
2.1.4. Konstruktas

PGEX-6P plazmidé, turinti atsparumo ampicilinui ir baltymo GST-htt-ex1-19Q genus (5
pav.), gauta kaip dovana i§ dr. Christoph Rothlein (University of Potsdam Institute of

Biochemistry and Biology).

(5304) End Start (0)
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(50987 Bsu3sl | y :
\ | / ac operator]
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(48461 PIUTI
{4644 Sfol
(4643) Narl* ——=.
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/. BamHI (945}
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/. Acel (1285)
wi-— Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - Tl - Xhol (1259
. BmeT110I (1z90)
- Eagl - NotI ({1295)
Pfol (1371}

pGEX-6P_GST_Htt exl 190
5304 bp
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=~ PFIFI - Tth1111 (1474)
Bsafl (1481)

(3686) BstAPT~

(3585) PAMI

RN Pstl (2257)
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5 pav. Hantingtino egzono 1 ekspresijai naudojamo konstrukto schematinis vaizdas. Raudonai apibréztas

tikslinio baltymo genas

2.1.5. Mitybinés terpés

e Agarizuota LB terpé: 25 g Luria Broth mitybinés terpés, 15 g agaro iStirpinama 1 1
dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje.

e LB terpé: 25 g Luria Broth mitybinés terpés istirpinama 1 1 dejonizuoto vandens.
Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje.

e S.0.C. mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 10
mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM gliukozés. Triptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KCI

tirpinami 97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje.
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Atau$inus 1ki kambario temperatiros, pridedama Mg drusky, gliukozés ir steriliai
nufiltruojama.

ZYM-5052 autoinduktyvimitybiné terpé: terpés ruoSimo protokolas aprasytas (Studier,
2005) literatiiros Saltinyje.

2.1.6. Laboratoriné jranga

Autoklavas ,,AHS-75N” (Raypa).

Centrifugos: ,,Sprout Mini*“ su F-45-18-11-Kit rotoriumi (Eppendorf), ,,HiCen SR* su AF
6.500, AF 8.50.2 ir AS 4.500 rotoriais (HeroLab).

Chromatografiné sistema ,,Akta Purifier (GE Healthcare).

Chromatografinés kolon¢lés: XK 26/207, ,Iricorn 10/300“ (GE Healthcare);
»POROSHELL 300SB-C8* (Agilent).

Elektroforezes aparatas ,,Minigel-Twin* su ,,PS 300 T* srovés Saltiniu (Biometra).
Homogenizatorius Potter—Elvehjem (Sigma—Aldrich).

Koncentratoriai ,,Amicon® Ultra—15, kuriy pralaidumas yra 10 kDa (Fisher Scientific).
Magnetinés maisyklés: ,,ARE*“ (VelpS cientifica), ,,VARIOMAG Maxi Direct* (Fisher
Scientific).

pH metras ,,Orion Dual Star pH/ISE* (Fisher Scientific).

Spektrofotometras ,,UV-1800" (Shimadzu Scientific).

Sukuriné maisyklé ,,Classic Vortex Mixer* (Velp Scientifica).

Svarstyklés: ,,PCB 1000-2* (Kern & Sohn), ,,TP-214* (Denver Instruments).

Termostatas ,,IB-15G* (Fisher Scientific).

Termostatinéspurtyklés: ,,KS 4000i“ (IKA), ,,MHR 23* (Ditabis).

Ultragarsinis homogenizatorius ,,Sonopuls HD 3100 (Bandelin).

Vakuuming filtravimo sistema (Sigma—Aldrich).

Vandens valymo sistema ,, Simplicity UV system* (Millipore).

2.2. Metodai

2.3. Baltymu ekspresija

Plazmidé pGEX-6P, turinti GST-htt-ex1-19Q baltymg koduojantj geng, temperatirinio

Soko transformacijos metodu transformuojama j kompetentines E. coli BL(21) Star™ (DE3)

lasteles. Transformuotos lastelés uzséjamos ant Petril éksteliy su agarizuota Luria Broth (LB)

terpe, kurioje yra 100 mg/L ampicilino, ir auginamos per naktj 37 °C temperattroje. ] 100 mL

LB mitybinés terpés, kurioje yra 100 mg/L ampicilino, Spateliu uzs¢jama viena kolonija nuo
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Petri lékstelés ir auginama per naktj 37 °C temperatiiroje, purtant (220 aps/min) (naktiné
kultora). Kita dieng j kolbas su 400 mL ZYM-5052 autoinduktyvios terpés (dieniné kultiira),
kurioje yra 100 mg/L ampicilino, uzséjama po 1 mL naktinés kulttros. Lasteliy kultiira auginama
37 °C temperatiiroje 24 valandas, purtant (220 aps/min). Véliau biomasé centrifuguojama
30 min. 4 °C temperattiroje 5000 X ¢, supernatantas nupilamas, o biomas¢ uzSaldoma -80 °C

temperattiroje iki tolimesnio gryninimo etapo.

2.4. Baltymuy gryninimas

Baltymy gryninio metodika buvo sudaryta naudojantis literatiiros Saltiniais (Bennett et al.,
2002; Bugg et al., 2012; Fodale et al., 2014; Li et al., 2002; W. Li et al., 2006; Nucifora et al.,
2012; Scherzinger et al., 1999).

2.4.1. Biomasés ardymas

UZ8aldyta biomasé atSildoma, uzpilama 100 mL buferinio tirpalo A ir homogenizuojama
Potter—Elvehjem homogenizatoriumi. Véliau ant ledo 10 min ardoma ultragarsu 70 % galios
darbiniais ciklais, kas 60 s darant 60 s pertraukas. Suardyta biomasé centrifuguojama 10 min,
4 °C temperatiiroje 17000 aps/min. Kadangi tiksliniai baltymai ekspresuojami tirpiis, po

centrifugavimo jie lieka supernatante.

2.4.2. Giminingumo chromatografija

Gautas baltyminis miSinys praskiedziamas buferiniu tirpalu A iki 150 mL ir sumaiSomas su
nikelio jonais pakrautu sorbentu Sepharose™ 6 Fast Flow(4 °C, 80 aps/min, 2 val.). Tikslinis
baltymas specifiSkai riSasi prie sorbento per histidining uodegg (6 pav.). Taip paruostu sorbentu
pakraunama kolona (sedimentacijos biidu). Baltymy gryninimas vykdomas Akta Purifier
chromatografingje sistemoje. Buferiniu tirpalu A atplaunami specifiS$kai neprisiriS¢ baltymai.

Tikslinio baltymo eliucija vykdoma sudarant laiptin] gradientg buferiniu tirpalu B.

c=0 ﬁ»
N, _ C CH /7
CH—CH; \ o ? f
\ \ " ¥ OH ;
NH | CH, _CH NH L o
o c/ - Ni CH, ~CH “cH, “cH, “cCcH, ~CH/—o0 ;
= Z
\ / : Ox g Z
rlsH—CH2 / gogl ~‘""o 1l 2
N o]

7

r|~1H

R

6 pav. Sgveika tarp histidinais gausios baltymo uodegos ir nikelio jono, kuris koordinaciniu rySiu jungiasi

su sorbentoligandu NTA (nitrotriacto rugstis) (pritaikyta i§ Rowinska-Zyrek et al., 2013)
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Siekiant didesnio Siuksliy atskyrimo, buvo iSbandyti 5 skirtingi buferiniy tirpaly variantai

ir pasirinktas tas, kuris padeda atskirti didesn;j Siuksliy kiekj (3 lentelé).

3 lentelé. Buferiniy tirpaly variantai, naudoti giminingumo chromatografijoje

Variantas Buferiniuy tirpaly sudétis
1 A 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM FMSF, pH 7,4
B 500 mM imidazolo, 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM FMSF, pH 7,4
9 A 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM PMSF, pH 8
B 500 mM imidazolo, 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM FMSF, pH 8
3 A 5 mM imidazolo, 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 1 mM FMSF, pH 8
B 500 mM imidazolo, 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 1 mM FMSF, pH 8
4 A 5 mM imidazolo, 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 1 mM FMSF, pH 9
B 500 mM imidazolo, 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 1 m MFMSF, pH 9
A 10 mM imidazolo, 20 mM Tris, 300 mM NaCl, 1 mM FMSF, 0,25 mM DTT,
pH 8
5 B 250 mMimidazolo, 20 mM Tris, 300 mM NaCl, 1 mM FMSF 0,25 mM DTT,
pH 8

Baltymy eliucija vykdoma imidazolo drusky gradientu. Tikslinio baltymo frakcijos

apjungiamos tolimesniems etapams.

2.4.3. Dializé

Apjungtos baltymo frakcijos supilamos | dializés zarng. Baltymas dializuojamas
buferiniame tirpale C (4 lentelé) 4 °C temperatiiroje, esant 80 aps/min, tris kartus pakeiciant po
du litrus buferinio tirpalo kas tris valandas. Po dializés baltymas nufiltruojamas naudojant 0,22
Mm pory dydzio filtra.

Dializés metu buvo iSbandyti 5 buferiniai tirpalai (3 lentel¢). Taciau negavus teigiamy

rezultaty, buvo atsisakyta §io metodo.

4 lentelé. Dializéje naudoty buferiniy tirpaly variantai

Variantas Buferiniy tirpaly sudétis

1 PBS,pH 7,4

2 100 mM fosfatinis buferis, pH 8

3 50 mM Tris, 150 mMNacCl, pH 8

4 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM FMSF, 1 mM EDTA, pH 8
5 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM FMSF, 0,25 DTT, pH 8

2.4.4. Gelfiltracija

Esant nestabiliam baltymui, labai svarbu procesy trukmé. Greitam buferio pakeitimui gali
biiti naudojamagelfiltracija. Tam baltymas per uzneSimo kilpa uzneSamas ant chromatografinés
kolonélés Tricorn 10/300, kuri yra pakrauta Superdex 75 sorbentu. Eliucija yra vykdoma
1 mL/min greiiu, leidziant buferinj tirpalg D (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM FMSF, 0,25
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DTT, pH 8). Sis burefinis tirpalas pasirinktas tam, kad bty patogu baltymo tirpala naudoti
tolimesniuose etapuose. Baltymo frakcijos apjungiamos kartu.
Baltymo koncentracija nustatoma iSmatuojant baltymo tirpalo absorbcija esant 280 nm
bangos ilgiui ir apskaiciuojant pagal formule:
C (Mol/l) = A/e*l 1)
kur A — baltymo tirpalo optinis tankis (A = 280 nm), ¢ — baltymo ekstinkcijos koeficientas
(47580 M™* cm™), I — optinio kelio ilgis (1 cm).

2.4.5. Baltymuy sukoncentravimas

Kadangi darbo metu gaunasi dideli baltymo tdriai su maZomis koncentracijomis,
vykdomas baltymy sukoncentravimas. Baltymo tirpalas koncentruojamas su 10 kDa pralaidumo
centrifuginiaiskoncentratoriais (centrifuguojama 4 °C temperattroje prie 4000 x g), stengiamasi
pasiekti 0,5 mg/mL koncentracijg.

Baltymy sukoncentravimo metu matoma didelé baltymy agregacija, tad nuspresta

atsisakyti $io etapo.
2.5. Baltymo proteolitinis karpymas

2.5.1. HRYV 3C proteazé

ISgrynintas baltymas turi HRV 3C proteazés kirpimo vieta (7 pav.). Glutationo S-
transferazés (GST) baltymo nukirpimui vykdoma fermentiné reakcija, kurios metu 1 wvnt.

fermento karpo 0,1 mg baltymo.

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYID
e e S —— T — + &0

DFLSELPEMLFMFEDRLCHETYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPEKLVCFE

121 e e e e + 180
KRIEAIPQIDKYLESSKYIAWPLOGWQAT FGGGDHPPKSDLEVLEQGPLGSMGYFYDVED

1 S —— T — + 240
YAGRSMATLEKLMKAFESLKSFQOQ0000000000000000P PEPPPPPPPPQLPQPEED

241 e e e e + 300
AQPLLEQPQPPPEREPPEEGPAVAEE PLHREGSSGHHHHEH

301 e e +- 341

7 pav. GST-htt-ex1-19Q baltymo seka. Mélynai pazymétas GST baltymas. Zaliai — hantingtino pirmasis
egzonas. Raudonai — HRV 3C proteazés atpazinimo seka. Raudona strélé Zymi vietg, ties kuria kerpa

proteaze.
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2.5.2. Tripsinas

Remiantis literatiiros $altiniais (Scherzinger et al., 1997; Sittler et al., 1998), baltymo
hidrolizei nuspresta naudoti tripsing. Tripsinas yra serino proteazé, kuri baltymo sekoje
hidrolizuoja peptidinj rysj Salia lizino ar arginino aminoriigS¢iy (nebent §ios aminoriigStys yra
Salia prolino). Naudojant PeptideCutter (http://web.expasy.org/peptide_cutter/) jrankiu buvo
sudarytas baltymo tripsinizacijos zemélapis (8 pav.). Matoma, kad tripsinas tikslinio peptido
sekoje peptidinj rys] hidrolizuoja tik trijose vietose, taip nukirpdamas tik 15 aminoriigsciy, o
pagrindinis poliQ domenas lieka.

MSPILGYWKIKSLVOPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDE CDKWRNEEFELGLEFPNLEYYID
1 PR PR + &0

L S e T T + 120
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121 mmm e T T + 180
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1 s S S R R + 240
YAGRSMAT LEKLMKAFESLKSFQQ00000000000000000PPEPPPPPPPPOLEQPPEQ
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8 pav. GST-htt-ex1-19Q baltymo tripsinizacijos Zemélapis. Mélynai pazymétas GST baltymas. Zaliai —

hantingtino pirmasis egzonas. Raudonos strélés zymi vietas, ties kuriomis kerpa tripsinas

Fermentinei reakcijai tripsinas su baltymu maiSomas santykiu 1:10, t.y,. 1 mg tripsino
hidrolizuos 10 mg tikslinio baltymo. Reakcija vykdoma 37 °C temperatiiroje, pridedant 2 mM
CaCl,. Baltymo tripsinizacija buvo stebima imant méginius kas 15 min, o fermentiné reakcija
stabdoma pridedant elektroforezés uZzneSimo dazo ir méginius i§ karto iSkaitinus 98 °C

temperatiiroje.

2.6. Peptidu analizé masiy spektrometrijos biidu

Peptidy analizei naudojamas Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF masiy spektroskopas,
sujungtas su auksto slégio chromatografine sistema. Peptidy frakcionavimui naudota Agilent
Poroshell 300SB-C8 atvirksé¢iy faziy chromatografiné kolonélé Tripsinizacijos metu kas 15 min
stabdoma fermentin¢ reakcija pridedant 6 M guanidino ir kiekvienas méginys analizuojamas
masiy spektrometrijos buidu. Taip galime stabéti kada atsiranda tikslinis peptidas ir parinkti
tinkamiausig tripsinizacijos laika, kol neprasidéjo nespecifinis tripsino karpymas.
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2.6.1. Duomeny analizé

Masiy spektry analizé buvo atlickama Agilent MassHunter Qualitative Analysis
kompiuterine programa. Kiekvienam méginiui yra gaunama chromatograma (9 pav.), kurios
keikvienas pikas turi savo atitinkamg masiy spektrg (10pav). Visos chromatogramos smailés

buvo analizuojamos atskirai.
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9 pav. Masiy spektrometrijos chromatogramos pavyzdys. Raudonai apibraukta viena analizuojama

smailé.

Chromatogramoje pasizyméjus tam tikrg smaile (9 pav.), gaunamas jos masiy spektras (10 pav.).

x105

124
114 516,7997

14
0,9
0,84
0,7 922,0098
0,6
gi 121,0509 918473
0,3
0,24 394,9020

1032,5869

Intensyvumas

1182,6768

014 \
J L pomem  fues || 7304091 L_“
- 1 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500
Maseés/kriivio santykis (m/z)

10 pav. Masiy spektras, atitinkantis 9 paveikle raudonai apibraukta chromatogramos smailg.

Kadangi tripsinizacijos metu susidaro nedideli peptidai, kurie gali chromatogramoje
persidengi, jy masés skaiCiuojamos rankiniu budu. Kiekviena masiy spektro smailé yra
prisiartinama (11 pav.) ir nustatomas peptido jonizacijos laipsnis. Gamtoje egzistuoja skirtingi
cheminiy elementy izotopai ir jy kiekis atsispindi masiy spektre. Kelios smailés, matomos 11
pav. atsiranda dél izotopy pasiskirstymo. Jonizacijos laipsnis yra atvirk§¢iai proporcingas

zingsniui tarp Siy smailiy, tad 11 paveiksle matomo spektro jonizacijos laipsnis baty 1/(517,3-
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516,8)=2. Zinant masés/kriivio santykj bei jonizacijos laipsnj, apskai¢iuojama peptido
monoizotopiné masé (11 pav.).Tokia procediira atlickama su visomis masiy spektro smailémis

visoje chromatogramoje.

x10® 516,797
1 (516,7997 = 1) x 2 = 1031,599
0,94
05 (K)LTQSMAIIR(Y)
3 - 517,3001
>y
g 0,51
o
2 044
03
o2 517,793
0,11 518,3015
N 518,7981

- r _r 7T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
516,5 516,6 516,7 516,8 516,9 517 517,1 517,2 517,3 517,4 517,56 517,6 517,7 517,8 517,9 518 5181 518,2 5183 518,4 518,5 518,6 518,7 5188 518,9 519

Maseés/kriivio santykis (m/z)
11 pav. Priartintas 10 paveiksle raudonai apibraukta masiy spektro smailé. Pateikiamas monoizotopinés

masés skai¢iavimo pavyzdys, bei identifikuotas peptidas.

Apskai¢iavus monoizotopines peptidy mases, jie identifikuojami naudojantis FindPept

jrankiu (http://web.expasy.org/findpept).

2.7. Elektroforezeé

NDS-PAAG elektroforezés geliai ruoSiami pagal zemiau pateikta lentele (5 lentelé).
Pirmiausia ruoSiamas 12 % gelis, ji sumaiSius, miSinys pilamas tarp dviejy stikliniy
elektroforezés ploksteliy, ant virSaus uzpilama dejonizuoto vandens. Po 40 min., kai gelis pilnai
polimerizuojasi, ruo$iamas 4 % gelis. Nusiurbus vandenj nuo skiriamojo gelio, pilamas
koncentruojamojo gelio misinys ant virSaus ir jstatomos ,,Sukos” (meginiy Sulinéliams). Geliui
sustingus, po 30 min elektroforezés plokstelés jstatomos i elektroforezés aparata. Aparato
talpyklos uzpildomos elektroforezes buferiu. Elektroforezés metu palaikoma 30 mA srové su 300
V jtampos riba. Pasibaigus procesui, gelis iSimamas 1§ stikliniy plokSteliy, skalaujamas
dejonizuotu vandeniu. Praplovus gelj, jis dazomas poliakrilamido geliy dazu, po to paliekamas

dejonizuotame vandenyje iSrySkéti.
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5 lentelé. NDS-PAAG elektroforezés geliy sudétis

Koncentruojamasis 4 % gelis

Skiriamasis 12 % gelis
H.0O 2,55 mL
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,53 mL
40% AA/BAA 1,83 mL
10% NDS 61 uL
10% APS 30,5 uL
TEMED 3,65 uL

H.0 1,27 mL

1,5 M Tris-HCI pH 6,8 500 L
40% AA/BAA 201 pL
10% NDS 20 puL

10% APS 10 uL
TEMED 2L

Mazy peptidy elektroforetiniam skirstymui NDS-PAAG elektroforezé netinka. Tam yra

naudojama didesnés raiSkos Tricino-NDS-PAAG elektroforezés metodas, kurio protokolas yra

pateikiamas literattros Saltinyje (Schagger, 2006).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Baltymu ekspresija

Plazmid¢é pGEX-6P, su jklonuotu baltymo GST-htt-ex1-19Q genu, sékmingai
transformuota j kompetentines E. coli BL21 Star™ (DE3) lasteles. Gauti transformantai auginti
auto-indukcingje ZYM-5052 terpéje. Si terpé pasirinkta dél savo ka$ty ir didesnés biomasés
iSeigos. Auginant lgsteles ZYM-5052 mitybingje terpéje gaunama iki 4 karty daugiau biomasés,
lyginant su biomase, auginama Luria Broth mitybinéje terpéje (Studier, 2005).

Rekombinantinio GST-htt-ex1-19Q raiSka patikrinta paémus méginius i§ auginamos

kulttiros ir atlikus jy analize NDS-PAAG elektroforezés metodu (12 pav.).

M,kDa 1 2 3 4 5 6 24

116

66,2

GST-Hitt-ex1-19Q

25

18,4

12 pav. GST-htt-ex1-19Q baltymo raiska transformantuose. Skaiciai 1-24 nurodo, kiek valandy praéjus

po dieninés kultiiros uzséjimo buvo paimtas méginys. M — molekulinés masés zymuo

Naudojantis ProtParam jrankiu (http://web.expasy.org/protparam/) apskaiciuota teoriné
tikslinio baltymo molekuliné masé — 39069,80 Da. Tuomet remiantis 12 pav. nustatyta, kad
baltymo ekspresija lastelése vyksta. Elektroforegramoje matoma baltymo juostelé Zzemiau nei 45
kDa molekulinés masés zymuo. Kadangi baltymo raiskos lygis auga kartu su kultiros auginimo

laiku, visi transformantai buvo auginami 24 valandas po dieninés kultiiros uzsé€jimo.

3.2. Afininé chromatografija

GST-htt-ex1-19Q baltymas C-gale turi 6 histidiny uodegéle, kuri yra naudojama baltymy

gryninimui. Nikelio jonais pakrautas sorbentas koordinaciniu rySiu jungiasi prie baltymo
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histidininés uodegos. Tokiu biidu nuo tikslinio baltymo galima paSalinti didzigja dal;
nespecifiniy baltymy.

Glutationo S-transferazé, kuri yra prijungta prie tikslinio peptido N-galo, dél savo stipraus
jungimosi su glutationu taip pat daznai yra naudojama baltymy gryninime. Glutationo sefarozés
sorbentas labai specifiskai riSa GST baltyma, taip gaunamas efektyvus vieno etapo baltymo
gryninimas. Taciau $is sorbentas yra zimiai brangesnis uz IMAC sefarozés sorbenta, be to yra
sunkiai regeneruojamas. Tad, atsizvelgiant | laboratorijos resursus, GST-htt-ex1-19Q baltymo
gryninimui pasirinktas : ,,IMAC Sepharose™ 6 FastFlow* sorbentas.

Baltymo gryninimas buvo vykdomas afininés nikelio chelatinés chtomatografijos metodu.

Baltymy eliucija vykdoma sudarant laiptinj imidazolo drusky gradienta (13 pav.).
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13 pav. Rekombinantinio GST-htt-ex1-19Q afininés chromatografijos chromatograma. Mélyna linija —
sugertis (A = 280). Zalia linija — sudaromas imidazolo drusky gradientas. Ruda linija — laidumas (mS/cm).

Raudonos punktyrinés linijos Zymi surenkamy baltymy frakcijas.

Nespecifiniy baltymy eliucija vykdoma esant 25 % gradientui (70 mM imidazolo), o
tikslinio baltymo eliucija vykdoma esant 100 % gradientui (250 mM imidazolo). I§ visy frakcijy
paimti méginiai patikrinami NDS-PAAG elektroforezés metodu (14 pav.). Remiantis gauta
elektroforegrama, tikslinio baltymo frakcijos apjungiamos tolimesniam procesui.

14 pav. pateiktoje elektroforegramoje matyti, kad tikslinis baltymas néra visiSkai grynas,
matomos priemaiSos. Atlikus didel; kiekj eksperimenty keiciant gryninimo salygas (2 lentele),
padaryta iSvada jog baltymas gali bati neatsparus E. coli Igsteliy proteazémis. Taip susidaro
mazesni baltymo fragmentai, kurie specifiskai riSasi prie sorbento ir eliuoja su didele imidazolo

drusky koncentracija.
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14 pav. Afininés chromatografijos metu surinkty baltymy frakcijy elektroforegrama. M — molekulinés
masés zymuo. 0 — baltymy tirpalas prie$ sumaiSant su sorbentu. 1-3 — nespecifiniy baltymy frakcijos,

eliuotos 25 % gradientu. 4-7 — tikslinio baltymo frakcijos.

3.3. Dializé/gelfiltracija

Kadangi gautas baltymy tirpalas turi didel¢ imidazolo koncentracija, baltymag reikia
dializuoti. Darbo metu dializé buvo nesé¢kminga. Visais atvejais buvo netenkama beveik viso
baltymo, koncentracija sumazédavo apie 10 karty. D¢l dideliy baltymo nuostoliy §io proceso
buvo atsisakyta, o greitam buferio pakeitimui pasirinktas gelfiltracijos metodas (15 pav.).
Surinktos baltymo frakcijos analizuojamos NDS-PAAG elektroforezés metodu (16 pav.).

Isitikinta, kad surenkamas tikslinis baltymas.
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15 pav. Rekombinantinio GST-htt-ex1-19Q gelfiltracijos chromatograma. Mélyna linija — sugertis (A =
280). Ruda linija — laidumas (mS/cm). Raudonos punktyrinés linijos Zymi surenkamy baltymy frakcijas.
Rausva punktyriné linija Zymi baltymo injekcijos j sistema laika
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16 pav. Gelfiltracijos metodo baltymo frakcijy elektroforegrama. M — molekulinés masés zZymuo. 1-3 —

atitinka surinktas frakcijas

Kadangi afininés chromatografijos metu gaunasi dideli baltym turiai, gelfiltlracijos
metodas kartojamas kelis kartus 1§ eilés, kol dializuojamas visas tikslinis baltymas.

Galiausiai  apskaiCiuojama tiksli gauto baltymo koncentracija, kuri reikialinga

tolimesniems procesams.
3.4. Baltymo proteolitinis karpymas

3.4.1. HRYV 3C proteazé

Eksperimenty metu buvo iSbandytos 28 skirtingossalygos, keiciant buferinj tirpala,
fermento/substrato santykj, inkubacijos laika ir temperatirg. Darbo metu nepavyko pamatyti

proteazés aktyvumo ir gauti tikslinj peptida (17 pav.).
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17 pav. HRV 3C proteazés fermentiniy reakcijy elektroforegrama. M — molekulinés masés zymuo. 1,11 —
dviejy skirtingy HRV 3C komerciniy rinkiniy teigiamos kontrolés. 2-5 — pirmojo HRV 3C komercinio
rinkinio vykdomos reakcijos: 2) 1/1 (fermento/substrato santykis), 37 °C, 16 val. 3) 1/2, 37 °C, 16 val. 4)
1/1, 4°C, 16 val. 5)1/2, 4°C, 16 val. 6 — neigiama kontrolé. 7-10 — lygiagreéiai vykdomos reakcijos su

antrgja proteaze.

Visy pirma, po neigiamy rezultaty manyta, kad galblit proteazé¢ neteko savo aktyvumo.
Taciau atlikus eksperimentus su nauja proteaze, gauti tokie patys rezultatai. 17 paveiksle
matoma, kad fermentai tikslinio baltymo nehidrolizuoja arba hidrolizuoja labai mazus kiekius,
kuriuos sunku elektroforezés metu uzfiksuoti bei naudoti tolimesniems procesams. Tad nuspresta

Siam eksperimentui ieSkoti alternatyvos.

3.4.2. Tripsinas

ISnagrinéjus literattirg (Poirier et al., 2002; Scherzinger et al., 1997, 1999; Sittler et al.,
1998), kaip alternatyva HRV 3C proteazei, pasirinktas tripsinas — specifiskai kerpantis po liziny
ir argininy, kuriy néra mums dominancioje baltymo dalyje. Kadangi tripsinas gali karpyti ir
nespecifiskai, pagrindinis tikslas buvo rasti optimaliausias tripsinizacijos sglygas. Fermentinés
reakcijos metu méginiai buvo imami kas 15 minu¢iy ir analizuojami Tricino NDS-PAAG

elektroforezés metodu (18 pav.)
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18 pav.. Tripsino fermentinés reakcijos méginiy elektroforegrama. M — molekulimés masés zymuo. 0 —
neigiama kontrolé ( baltymo méginys prie§ fermentine reakcija). 1-7 — méginiai imti po 15, 30, 45, 60,

75, 90, 105 min atitinkamai.

ProtParam jrankiu (http://web.expasy.org/protparam/)buvo apskaiciuota teoriné tikslinio
peptido mase¢ — 8950,80 Da. Kadangi tripsinizacijos metu susidaro daug mazy peptidy, kurie
greitai difunduoja i§ gelio, elektroforegrama gaunama blanki. Taciau ties 10 kDa molekuliniu

Zymeniu matomas patams¢jimas. Manoma, kad ten turéty biiti tikslinis peptidas.

3.5. Masiy spektrometriné analizé

Norint pilnai jsitikinti, kad reikiamas peptidas tikrai gaunamas, bei tiksliai nustatyti
tinkamiausig fermentinés reakcijos laika, buvo atlieckama tripsinizacijos metu susidariusiy
peptidy analizé masiy sptektrometrijos metodu.

Visy pirma, buvo nustatyta baltymo GST-htt-ex1-19Q masé — 39069,92 Da (apskaiciuota
teoriné masé 39069,80 Da). Zemiau pateikta baltymo masiy spektrometrijos chromatograma (19

pav.) bei masiy spektras (20 pav.).
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19 pav. Baltymo GST-htt-ex1-19Q masiy spektrometrijos chromatograma. Raudona strélé zymi tikslinio

baltymo smaile, kuri naudota skai¢iavimams.
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20 pav. Baltymo GST-htt-ex1-19Q masiy spektras.

Véliau masiy spektrometrijos metodu iSanalizuoti 8 fermentinés reakcijos méginiai, kai
reakcija vyko 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 bei 120 minu¢iy. Zemiau pateikiama trijy meginiy (15,

60, 120 min) analizés rezultatai.
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21 pav. 15 min tripsinizacijos reakcijos meéginio masiy spektrometrinés analizés chromatograma.

Raudonos sunumeruotos strélés zymi analizuojamas smailes.

Po 15 minuciy nuo fermentinés reakcijos pradzios baltymas jau yra gan apkarpytas, taciau
tikslinio peptido dar nebuvo galima aptikti. ISanalizuoty peptidy sarasas pateikiamas 6 lenteléje.

Lenteléje esanciy peptidy numeracija atitinka chromatogramoje sunumeruotas smailes.

6 lentelé. 15 min tripsinizacijos reakcijos méginio masiy spektrometrinés analizés identifikuoti

peptidai
Nr. Monoizootopiné Aminorigsciy seka
masé, Da
1 1545,75+0,01 (R)YIADKHNMLGGCPK(E)
2 1031,59+0,01 (K)ILTQSMAIIR(Y)
3 4029,12+0,01 (P)LLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPLHRPGSSGHHHHHH
4 1093,57+0,01 MSPILGYWK(I)
5 1440,76+0,01 (K)DFETLKVDFLSK(L)
6 3154,54+0,01 (R)LLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWR(N)
7 2325,14+0,01 (K)YIAWPLQGWQATFGGGDHPPK(S)
8 2356,22+0,01 (M)LGGCPKERAEISMLEGAVLDIR(Y)

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKF

ELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISM
LEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKT
YLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIP
QIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSMG

YPYDVPDYAGR(S)

9 28328,52+0,01

Darbo metu buvo nustatyta, kad tinkamiausias fermentinés reakcijos laikas yra 60 min. 22

paveiksle pateikiama masiy spektrometrinés analizés chromatograma.
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22 pav. 60 min tripsinizacijos reakcijos méginio masiy spektrometrinés analizés chromatograma.

Raudonos sunumeruotos strélés zymi analizuojamas smailes.

22 paveiksle 7 smail¢ atitinka tikslinj hantingtino pirmojo egzono peptidg. Remiantis visais

gautais duomenimis, Sioje chromatogramoje tikslinio peptido smailé, bei masiy spektras yra

intensyviausi. 7 lenteléje pateikiami 60 min tripsinizacijos metu susidariusiy peptidy sarasas.

7 lentelé. 60 min tripsinizacijos reakcijos méginio masiy spektrometrinés analizés identifikuoti

peptidai
Nr. Monoiz.otopiné Aminorigsciy seka
masé, Da
1 608,34+0,01 (K)LVCFK(K)
2 707,89+0,01 (K)VDFLSK(L)
3 729,41+0,01 (K)LPEMLK(M)
4 1031,58+0,01 (K)LTQSMAIIR(Y)
5 4029,09+0,01 (P)LLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPLHRPGSSGHHHHHH
6 962,52+0,01 (M)SPILGYWK(I)
7 8951 17+0.01  (KISFRRQRQQQQQQQQAQQQQQQQQPPPPPPPPPPPQLPQPPPQAQ
’ ’ PLLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPLHRPGSSGHHHHH H
8 1148,63+0,01 (R)LLLEYLEEK(Y)
9 1515,81+0,01 (R)AEISMLEGAVLDIR(Y)

10 2325,15+0,01
11 2845,35+0,02
12 4058,87+0,02

(K)YIAWPLQGWQATFGGGDHPPK(S)
(K)SDLEVLFQGPLGSMGYPYDVPDYAGR(S)
(K)TYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPK(L)

Viso fermentiné reakcija buvo vykdoma 2 valandas. 23 paveikle pateikiamas galutinio

fermentinés reakcijos tasko masiy spektrometrinés analizé€s chromatograma.
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23 pav. 120 min tripsinizacijos reakcijos méginio masiy spektrometrinés analizés chromatograma.

Raudonos sunumeruotos strélés zymi analizuojamas smailes.

Manoma, kad Siame laiko tasSke jau gali buiti prasidéjes nespecifinis tripsino karpymas,

kadangi tikslinsi peptidas nebeaptinkamas. Identifikuoti peptidai pateikti 8 lenteléje.

8 lentelé. 120 min tripsinizacijos reakcijos méginio masiy spektrometrinés analizés identifikuoti

peptidai
Nr. Monoiz.otopiné Aminoriigsciy seka
masé, Da
1 707,39+0,01 (K)VDFLSK(L)
2 729,41+0,01 (K)LPEMLK(M)
3 1181,67+0,01 (K)RIEAIPQIDK(Y)
4 4029,13+0,01 (P)LLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPLHRPGSSGHHHHHH
5 962,52+0,01 (M)SPILGYWK(I)
6 1440,76+0,01 (K)DFETLKVDFLSK(L)
7 1148,64+0,02 (R)LLLEYLEEK(Y)
8 2268,14+0,01 (R)LLLEYLEEKYEEHLYER(D)
9 2325,15+0,02 (K)YIAWPLQGWQATFGGGDHPP K(S)
10 2356,20+0,03 (K)YKFELGLEFPNLPYYIDGDVK(L)

Ne visy chromatogramy smailés atspindéjo po vieng peptida, daug kur buvo matomas

peptidy persidengimas. Taciau rezultatuose pateikiama tik po vieng intensyviausiai matomag

peptida kiekvienoje chromatogramy smailéje.

Taigi, galima daryti iSvada, kad parinkus tinkamas fermentinés reakcijos salygas ir tinkama

laika, galima i1§vengti tripsino nespecifinio karpymo ir gauti siekiamus rezultatus.
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ISVADOS

1. Baigiamojo darbo metu iSgrynintas hantingtino pirmasis egzonas, sulietas su
glutationo S-transferaze.

2. GST atskyrimas nuo tikslinio baltymo naudojant HRV 3C proteaz¢ nebuvo
sekmingas.

3. Atlikus peptidy masiy spektrometring analize¢ nustatyta, kad optimalus tikslinio
baltymo atskyrimo nuo GST (kai tripsino — tikslinio bltymo santykis yra 1:10)
laikas yra 60 min.
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