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Santrumpos

ApE - angl. ,,A plasmid Editor* — programa, panaudota kuriant teorinj konstrukta;
Apm — apsisukimai per minute;

APS — amonio persulfatas;

BMR — branduoliy magnetinis rezonansas;

DEAE-sefarozé — dietilaminoetilsefarozé;

dH,0 — dejonizuotas vanduo;

DSA (angl. dialysis related amyloidosis) — su dialize susijusi amiloidozg;
DTT - ditiotreitolis;

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

EtBr — etidzio bromidas;

hp,m (angl. human) — zmogaus B,-mikroglobulinas;

IPTG — izopropiltio-p-D-galaktozidas;

MHC | — audiniy suderinamumo kompleksas (angl. major histocompatibility complex);
NDS-PAAG - natrio dodecilsulfato poliakrilamidinis gelis;

O. V. —optiniai vienetai;

Pfu — DNR polimerazé i§ Pyrococcus furiosus;

PGR — polimerazes grandininé reakcija;

PMSF (angl. phenylmethylsulfonylfluoride) — fenilmetilsulfonilfluoridas;

RE — restrikcijos endonukleaze;

SAP — (angl. shrimp alkaline phosphatase) sarminé kreveciy fosfatazé;

SOC — (angl. super optimal broth with catabolite repression) mitybiné terpé;
TAE — Triso-acetato-EDTA buferinis tirpalas;

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

ThT —tioflavinas T;

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

WT (angl. wild type) — laukinio tipo, arba natyvus;

B2m — beta-2-mikroglobulinas.



Ivadas

Siuo metu yra zinoma daugiau nei 30 Zmogaus baltymy ir peptidy, kurie gali agreguoti
amiloidines fibriles ir taip sukelti sunkias zmoniy ligas, vadinamas amiloidozémis (Sipe et al.,
2014). Vienas i$ tokiy sutrikimy — su dialize susijusi amiloidozé (DSA), kurios patogenezéje
pagrindinj vaidmenj atlicka baltymas P,-mikroglobulinas (B,m). Taip pat svarbi ir SeSiomis
aminorigsStimis N gale trumpesné baltymo forma AN6B,-mikroglobulinas, kurio amiloidinése
nuosédose DSA ligos atveju gali bti net 30 %. fom yra MHC I komplekso lengvoji grandiné ir
normaliomis sglygomis yra lengvai paSalinamas per inkstus. Taciau esant inksty
nepakankamumui pacientams vykdoma nuolatiné dializé - dirbtinis kraujo valymo biidas per
pusiau pralaidziag membrang, pro kurig f,m nedifunduoja ir pradeda kauptis organizme. llgainiui
(mazdaug per 10 mety) pasireiSkia Sio nereikalingo kaupimosi padariniai — susidaro sankaupos
griauciy sistemoje, dél kuriy iSsivysto rieSo kanalo sindromas, destruktyvi artropatija, luzta
kaulai. Surinkta labai daug duomeny apie $ig ligg ir fom bei AN6B,m vaidmen;] joje, taiau
nepaisant to, dar labai nedaug yra zinoma apie Bom fibriliy agregacijos mechanizmg molekuliniu

lygmeniu.

Darbo tikslas: pagaminti rekombinantiniy f,m ir AN6B,m baltymy amiloidines fibriles.

Darbo uzdaviniai:

1. Sukurti pET21b-B,m ir pET21b-AN6f,m genetinius konstruktus;

2. Ekspresuoti rekombinantinius om ir AN6,m baltymus E. coli lastelése;
3. ISgryninti baltymus;
4

. Patikrinti, kokiomis saglygomis §ie baltymai agreguoja j amiloidines fibriles.



1 Literatiiros apZvalga

1.1 Amiloidiniy baltymy apzvalga

Terminas ,,amiloidas* pirmiausiai buvo naudojamas botanikos terminologijoje, bet véliau
Virchovas pritaiké §j pavadinimg amiloidiniams kaineliams (lot. corpora amylacea) smegenyse
bei sisteminés amiloidozés nuosédoms audiniuose apibtidinti. Dabar terminas dazniausial
naudojamas naturaliai atsirandan¢ioms arba sintetinéms baltymy fibriléms, turin¢ioms
amiloidiniy savybiy, apibudinti (Sipe et al., 2014).

Amiloidiniai baltymai yra tokie baltymai, kurie gali agreguoti j netirpias fibriles. Tai yra
vienas po kito sekanciy pokyciy baltymy susilankstyme rezultatas. Amiloidai audiniuose nuséda
kiety ir ilgy fibriliy, kuriy diametras — apie 10 nm, pavidalu. Fibrilés susidaro i§ paprastesniy
vienety, vadinamy protofilamentais, bei filamenty, susipinan¢iy ] amiloidinéms fibriléms
budingas struktiiras (panasSiai kaip suvejama virve). Nors amiloidines ligas sukelian¢iy baltymy
aminortigsciy sekos ir struktiiros skiriasi, amiloidinéms fibriléms yra buidinga bendra ir tvarkinga
struktiira, kurioje B juostos yra statmenos fibrilés asiai (Sunde et al., 1994). Amiloidiniy fibriliy
identifikavimui naudojamas Kongo raudonasis daZas, kuriam prisijungus prie fibriliy yra
matomas charakteringas absorbcijos spektro poslinkis, o poliarizuotoje $viesoje galima matyti
zalios, geltonos ar oranZinés spalvos dvejopa Sviesos lizimg. Taip pat amiloidiniy fibriliy
detekcijai yra naudojamas amiloidams specifinis fluorescencinis dazas tioflavinas T (ThT), kuris

sugeria 440 nm bangos ilgio $viesg, o iSspinduliuoja 480 nm (Sipe et al., 2014).

1.2 p,-mikroglobulinas

1968 metais Berggard ir Bean pirmieji izoliavo mazos molekulinés masés (11,8 kDa)
baltymg Bz-mikroglobuling (toliau — Pom). Bom pirming struktirg 1976 metais nustaté
Cunninghamas — baltymas sudarytas i§ 99 aminoriig§¢iy (Cunningham, 1976) (Bm ir toliau
tekste nagrinéjamo ANG6,-mikroglobulino (AN6p,m) aminoriigs¢iy sekos pateiktos 1 pav.).
Tolesni baltymo tyrimai parodé, kad jis labai svarbus lgsteliy imunologijoje - eksponuojamas
kartu su MHC Kklasés I tipo kompleksu. 1985 metais mokslininkai Becker ir Reeke istyré fom
molekulés treting struktiirg ir parodé, kad ji sudaryta i§ P klos¢iy (Becker ir Reeke, 1985)

(2 pav.). Kompiuterinés grafikos metodais iSanalizavus ,m molekulés pavirSiaus struktiirg buvo



nustatyta, kad hidrofobinés aminortigStys labiausiai iSsidéscCiusios molekulés centringje dalyje, o

ja supa bazinés aminoriigstys (Yokoyama et al., 1989).

Bﬂn MIQRTPKIQVYSRHPAENGKSNFLNCYVSGFHPSDIEVDLLKNGERIEKVEHSDLSEFSKDWSEYLL
YYTEFTPTEKDEYACRVNHVTLSQPKIVKWDRDM

AN6Bﬂn MIQVYSRHPAENGKSNEFLNCYVSGFHPSDIEVDLLKNGERIEKVEHSDLSESKDWSEYLLYYTEFET
PTEKDEYACRVNHVTLSQPKIVKWDRDM

1 pav. Zmogaus B,m ir AN6f,m (SeSiomis aminortigitimis N gale trumpesné B,m forma) aminoragiéiy
sekos su jvestomis metionino aminortig§timis N gale (PDB: atitinkamai, 1LDS ir 2XKU).

2 pav. B,m tretiné struktiira (PDB prieiga: 2YXF). Zalios spalvos rodyklés — B struktiiros, raudonai

pazymétas N galinis peptidas i SeSiy aminortigs§¢iy, kurio néra AN6 formoje, ir trys toliau tekste
aptariamos aminortgstys: Pro32, Trp60 ir Asp76.

Bom  priklauso imunoglobuling superSeimos baltymams, 0 jiems budinga (-
sumustinio strukttira. f,m baltyme §i struktiira sudaryta i$ 7 p juosty. Dvi i$ jy jungia disulfidinis
rySys (Cys25-Cys80), kuris yra konservatyvus imunoglobuliny superSeimoje ir stabilizuoja f,m
treting struktirg (Radford et al., 2005). Disulfidinis tiltelis yra ir exvivo B,m fibrilése
(Bellottiet al., 1998) bei yra biitinas amiloidiniy Bom fibriliy susidarymui in vitro (Smith ir
Radford, 2001; Ohhashi et al., 2001).



Bom yra MHC | klasés komplekso lengvoji grandiné¢, o MHC 1| klasés kompleksas yra
integralusis membraninis baltymas, dalyvaujantis imuniniame atsake (Relini et al., 2006). Tokiy
molekuliy yra visy branduolj turinciy lasteliy pavirsiuje (Yomomoto et al., 2000). MHC | klasés
kompleksas ir monomerinis B.m pavaizduoti 3 paveiksle (atitinkamai, a ir b). Lengvoji grandiné
nekovalentiniu rySiu jungiasi su sunkigja MHC | klasés komplekso grandine. Nors B.m neturi
jokio tiesioginio kontakto su antigeniniu peptidu (3 pav. (a) prisijunges peptidas p nesgveikauja

su f,m), taciau yra bitinas teisingo komplekso susidarymui (Hill et al., 2003).

3 pav. MHC | klasés komplekso kristaliné struktiira (a) ir monomerinio zmogaus ,m branduoliy
magnetinio rezonanso (toliau — BMR) struktiira (b). Pavaizduoti MHC | klasés komplekso atskiri
subvienetai (al-3), prisijunges peptido fragmentas (p, raudonai) ir natyvaus B,m B klostés. PDB: 1UVQ
(@) ir 1INJ (b)).

1.3 p.m apykaita

Bom sintetina visos branduolj turin¢ios lgstelés (Yomomoto et al., 2000), ypaé¢ limfocitai ir
makrofagai (Svatonova et al., 2014). Sintezés greitis paprastai yra 2 - 4 mg kilogramui per diena,
0 kiekis per puse sumazéja per 2,5 val. Koncentracija plazmoje svyruoja nuo 1 iki 3 mg/mi
(Floege ir Ketteler, 2001) ir atspindi Igstelés apykaitos bei joS membranos atsinaujinimo greicius
(Svatonova et al., 2014). Katabolizmo metu B,m disocijuoja nuo MHC 1| klasés komplekso ir
pernesamas |} inkstus, kur didZioji jo dalis (apie 95 %) yra suskaldoma ir pasalinama (Relini et
al., 2006; Coppolino et al., 2014). B,m yra nedidelis baltymas, todél yra filtruojamas per inksty
glomeruly membranas ir beveik visiSkai reabsorbuojamas proksimaliniuose kanaléliuose
(Orlando et al., 1998). Ivairiy patologijy atveju, f,m nepasalinamas i$ kraujo serumo, dél to jo
koncentracija didéja (Floege ir Ketteler, 2001; Ohhashi et al., 2005).



1.4 Ligos, susijusios su fom

Bom Kiekis kraujo serume ir Slapime gali Kisti jvairiy patologijy atveju. Serume padidéjes
Bom Kiekis yra aktyvuoto lastelinio imuninio atsako zymuo, kai kuriy piktybiniy naviky atveju
(pvz., mielomos, ne Hodzkinso limfomos) - ir vézio markeris (Shrout et al., 2008). B,m kiekis
serume gali Kisti sergant inksty ligomis (pvz., inksty nepakankamumu), nes 95 % $io baltymo
pasalinama bitent per inkstus (Coppolino et al., 2014). B,m gali suformuoti ilgas baltymy
grandines, kurios sudaro sankaupas skeleto sistemoje (Kwon et al., 2011; Mangione et al., 2013).
Padidéjusi baltymo koncentracija Slapime dél sumazéjusios reabsorbceijos parodo inksty kanaléliy
pazeidima (Nolen et al., 2013).

Patologija gali buti genetinés kilmés, kai heterozigotiniams nesiotojams su D76N (asparto
rugstis 76-oje padétyje pakeista asparaginu) p,m baltymo mutacija amiloidinés nuosédos
susidaro isskirtinai tik vidaus organuose. Jdomu tai, kad sergant Sia liga kauluose ir rais¢iuose
neaptinkama jokiy amiloidiniy nuosédy, nors baltymo tropizmas kolagenui yra gerai zinomas ir
istirtas (Stoppini et al., 2015) (pla¢iau - 1.5.1 sk.). Be to, tokiose amiloidinése nuosédose
nerandama nei laukinio tipo (toliau — WT) Bom, nei AN6p,m, tik ,m baltymai su D76N mutacija
(Valleix et al., 2012).

Labai jdomus Bom vaidmuo yra ir daugelio veéziy (ypa¢ prostatos) atveju, nes buvo
parodyta, kad véZiniy lasteliy proliferacija gali buti slopinama antikiinais ir maZa interferuojancia
RNR, kurie nukreipti prie§ pom ekspresija (pvz., antikiinai prie§ P,m sukelia véziniy lasteliy
apoptoze) (Mink et al., 2010).

Visgi daugiausia literatiiros sukaupta apie fom vaidmenj DSA. Tai liga, kuri yra daugelio
veiksniy padarinys, taCiau pradzig duoda inksty nepakankamumas, t.y., inkstai praranda 85 —
90 % funkcijos, kuri yra gyvybiskai svarbi, nes medziagos, kurios turéty buti paSalintos per
inkstus, pradeda kauptis organizme ir taip sutrikdo jo veiklg. Jei inkstai netransplantuojami,
vykdoma dializ¢, t.y., dirbtinis kraujo valymo buidas, pagrjstas pusiau laidziy membrany veikimo
principu, kai vienoje membranos puséje yra kraujas (plazma), o kitoje — dializés tirpalas. Dializé
yra svarbiausias pakaitinés inksty terapijos metodas. Dél difuzijos per membrang, selektyviai
praleidzianc¢ig molekules, pasalinamos atliekos, druskos ir perteklinis vanduo, taip pat
palaikomas natrio, kalio ir bikarbonato jony balansas, kontroliuojamas kraujo spaudimas. om
nepraeina per dializés membrang, kaupiasi, ir jo koncentracija kraujo plazmoje ilgainiui gali
padidéti 25-35 kartus, ar net iki 50 karty (Yomomoto et al., 2000; Ohhashi et al., 2005). Ilga
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laikg vykdant dialize (10 mety ir ilgiau), i§ natyviy P,m baltymy susiformuoja patogeninés
amiloidinés fibrilés, kurios kartu su kitomis makromolekulémis sudaro sankaupas audiniuose
(McParland et al., 2000). Jy pagrindinis struktiirinis komponentas yra baltymas p,m (Chiba et al.,
2003), bet nemaza dalj (apie 30 %) sankaupy sudaro sutrumpinta AN6B,m baltymo forma
(Esposito et al., 2008). Tai yra SeSiomis aminoragstimis N gale trumpesné 3,m baltymo forma, ir
nors modifikacija atrodo nedidelé, tacCiau ji daro didel¢ jtakg baltymo savybéms, ypac
amiloidiskumui (Su et al., 2014). Klinikiniai Sios ligos simptomai yra rieSo kanalo sindromas,
destruktyvi artropatija, patologiniai kauly luziai, ir kt. (Kozhukh et al., 2002). Ypa¢ rimtos
komplikacijos pasireiSkia pacientams dél ilgalaikés hemodializés (jprastai vykdant hemodialize
daugiau nei 10 mety, rimtos komplikacijos pasireiSkia daugiau nei 90 % visy pacienty) (Chiba et
al., 2003), o f.m amiloidinés sankaupos gali bati identifikuojamos pragjus 18 ménesiy nuo ligos

pradzios.

B2m amiloido patologijos daznai siejamos SU sumazéjusiu pH audiniuose: pastebéta, kad
sgnariy skys¢io pH vertés esant jvairios Kilmés sanariy uzdegimams gali biiti Zemesnés (apie 6,3
— 6,4), kuomet normaliomis sglygomis pH yra apie 7,7 (Cummings ir Nordby, 1966; Piazza et
al., 2006). Didelis B,m afiniSkumas kolagenui lemia nuosédy susidarymg daugiausia skeleto
sistemoje (Linke et al., 2000). Baltymas pamazu kaupiasi, suformuoja ilgas p.m baltymy
grandines ir su kitais Igsteliniais komponentais sudaro sankaupas sinovijos skystyje, sanariuose,
sausgyslése, kauluose, alklinese ir rieSuose (4 pav.) (Svatonova et al., 2014; Stoppini et al.,
2015), vidaus organuose (D76N mutacijos atveju) (Valleix et al., 2012).

4-ame paveiksle pavaizduotas P,m fibrilogenezés kelias nuo antigeng pateikiancios
lasteles pavirsiaus MHC I komplekse iki jo amiloidiniy fibriliy sankaupy susidarymo sgnariuose
ir alkiinése (tamsesnés zonos scintigrafijos nuotraukoje). Tai yra U izotopu Zyméto Bom
sankaupos. Izotopu pazymétas B,m susvirks¢iamas j vena, susitelkia j sankaupas ir i§spinduliuoja
y spindulius, kurie detektuojami y kameros, o kompiuteriné programa sukuria tiriamos vietos
vaizdg. Tamsesnés vietos nuotraukoje parodo, kad c¢ia susikaupia daugiau radioaktyviyjy

medziagy, o tai tuo paciu patvirtina f,m baltymo tropizmg kolagenui (Linke et al., 2000).

Nors didelé Bom koncentracija yra biitina salyga vystytis DSA, tafiau néra jokios
koreliacijos tarp ligos sunkumo ir Bo,m Kiekio. Nors atlikta daug tyrimy, kaip amiloidinés fibrilés

susirenka j sankaupas in vivo sergant $ia liga, néra zinoma (Ban et al., 2006).
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Antigeng pateikianti lastelé %

: B Bz-m susijunges su
% * T MHC kompleksu

- SRR T , VANVAVANVAVA.
% VAVAVAVAVAVA
3. ANINAVANAVAVAVAVA
e I VAVAVAVAVA
0 l 1. Bz-m disocijuoja i3 3. Amiloidiniu fibriliu
MHC komplekso sankaupos sanariuose
O VAVA
Normalus Inksty nepakankamumas D
(~1-3 mail) (=30 ma/L)
O (8] o
Suskaidymas inkstu =
proksimaliniuose g . () = 7
kanaléliuose O | Py

Linke RP. of al {2000)

2. Padidéjes B-m kiekis serume
(~60 kartu)

4 pav. Schematiné diagrama, apibendrinanti DSA ligos vystymosi eiga, kurios metu i$ natyvaus
B.m susdaro amiloidininés fibrilés. Zemiau desingje: DSA sergan¢io zmogaus scintigrafijos
nuotrauka, matomos B,m amiloidiniy fibriliy sankaupos alkiinése ir rieSuose. Pritaikyta pagal
Linke et al. (2000) ir Radford et al. (2005).

1.5 PB.m agregacija skatinantys veiksniai

Bom turi natyvig konformacijg, kai aplinkos pH yra ~ 7. Tyrimuose in vitro naudojamos
biologinés molekulés, tokios kaip glikozaminoglikanai (toliau — GAG), lizofosfolipidai (Ookoshi
et al., 2008), proteoglikanai, kolagenas, heparinas, (Yamamoto et al., 2004; Sipe, 2005; Platt ir
Radford, 2009). Manoma, kad kai kurios biologinés molekulés gali stabilizuoti ,m amiloidines
fibriles ir tokiu budu padidinti in vitro fibriliy iSeiga (5 pav.) (Relini et al., 2008).

Siekiant skatinti amiloidiniy fibriliy susidarymg in vitro nenaudojant biologiniy
molekuliy, galima keisti pH, naudoti natrio dodecilsulfatg (toliau — NDS) (Yamamoto et al.,
2004), pakeisti fiziking aplinkg ultragarsinimu (Ohhashi et al., 2005), reakcijas vykdyti
aukStesnéje temperatiiroje Ir maiSyti ar Kratyti reakcijos miSinj skirtingose drusky

koncentracijose (Platt ir Radford, 2009). ISvardytos sglygos gali skatinti tarpinés biisenos
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susidarymg (l1) (placiau 1.7 skyrelyje), kuri, manoma, yra reikalinga amiloidiniy fibriliy

susidaryme bei jy ilgéjime (Yamamoto et al., 2000).

Fibriliy ilgéjimas su

SAP monomeriniu Fz2m
heparinas, =
séklos susidarymas in vivo el e
kolagenas, '.. .® N
\ GAG, - S"\
e i *
.o 299 ll " kiti faktoriai = -
. e >
L ™ ‘\ , W A .
)!f
&

monomerinis fzm

aktyvis  fibriliy stabilizuota sékla

galai (sékla) pailgéjusios fibriles

5 pav. Biologinés molekulés, galinCios turéti jtakos in vivo amiloidiniy fibriliy formavimesi neutraliame
pH. Sios molekulés gali prisijungti prie ,,séklos* (aktyviy fibriliy galy) ir jg stabilizuoti, tokiu biidu
atverdami pavirsiy ilgéjimo reakcijoms su monomeriniu ,m. Pritaikyta pagal Myers et al. (2006).

1.5.1 pomir kolagenas

Bom daZniausiai kaupiasi skeleto sistemoje, dél tropizmo kolagenui (iSskyrus fom su D76N
mutacija (Valleix et al., 2012)). Manoma, kad $i sgveika pagrjsta tuo, jog kolagenas turi
teigiamai jkrauty sriiy savo pavirSiuje, su kuriomis ir sgveikauja baltymas. In vitro i sgveika
buvo parodyta tiriant I ir II tipo kolageno jtaka B,m amiloidogenisSkumui (Relini et al., 2006).
6 paveikslélyje pavaizduotos Pom amiloidinés fibrilés, kurios sudaro tinkla, jungiantj I tipo
kolageno fibriles. Bom oligomerai ir GAG padeda augti fibriléms kolageno pavirsiuje (Relini et
al., 2008).

12



6 pav. Bom, inkubuoto su fibriliniu kolagenu ir heparinu (37°C, pH 6,4, 24 val.) atominés jégos
mikroskopijos nuotrauka. Fibriliy tinklas jungia izoliuotas kolageno fibriles. Galima matyti ir nefibrilinius
agregatus. Skenavimo dydis — 5,7 um (Relini et al., 2008).

Parodzius, kad AN6B.,m gali suformuoti amiloidines fibriles in vitro, fibrilogenezés
metodai pasistiméjo iki biologiskai labiau in vivo atitinkanciy salygy, nes anks¢iau in vitro
tyrimuose jvairios makromolekulés nebuvo naudojamos. Giorgetti et al. (2005) tyré jvairias fom
izoformas ir parodé, kad AN6B,m turi didesnj afiniSkuma kolagenui nei B,m. Tokj afiniskuma
bandyta paaiskinti tuo, kad B,m baltymo neutraliame pH bendras kravis yra -2,4, 0 AN6B,m
kravis -4,3. Taip pat parodyta, kad in vitro ,,mégdziojant* uzdegimo metu sgnariuose esancias
salygas (pH, temperatiira) bei naudojant fibrilinj kolagena, vyksta Bom fibrilogenezé; nesant
kolageno, fibrilés nesusidaro. Tai parodo, kad kolagenas yra bitinas susidarant [,m
amiloidinéms fibriléms ir paaiSkina Pom specifiSkumag biitent skeleto sistemos audiniams

(Giorgetti et al., 2005).

1.5.2 p.mir glikozaminoglikanai

Kolagenas yra ne vienintelis fom bei AN6B,m molekulinis taikinys. GAG gali elgtis
panasiai kaip kolagenas, nes taip pat yra amiloidiniy sankaupy komponentai. In vitro tyrimuose
parodyta, kad GAG gali skatinti amiloidiniy baltymy branduoliy susidaryma, padéti susiformuoti
fibriléms bei jas stabilizuoti. IS visy GAG labai aktualus heparinas, kurj sergantieji DSA vartoja
kaip antikoagulianta (Relini et al., 2008). Ohhashi et al. (2002) nustaté, kad saveika tarp Bom ir
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heparino yra tokia pati, kaip B.m ir kolageno (K; = 1 x 10> M), vadinasi, jis yra pozityvus
fibrilogenezés efektorius, kaip ir kolagenas. Taip pat buvo parodyta, kad heparinas slopina p,m
fibriliy depolimerizacija in vitro (Yamaguchi et al., 2003) bei skatina jau suformuoty fibriliy
ilgéjimg (Yamamoto et al., 2004; Myers et al., 2006). Paveikus heparinu AN6B,m baltyma,
skatinamas amiloidiniy fibriliy formavimasis net fiziologiniuose buferiniuose tirpaluose (Borysik
et al., 2007).

1.6 Bomir AN6B,m struktiiros jtaka fibriliy susidarymui
Nustatyta, kad pBom disulfidinis rySys (Cys23-Cys80) néra reikalingas MHC 1 klasés
komplekso susidarymui, tac¢iau bitinas amiloidinéms fibriléms zemame pH suformuoti (Ohhashi
et al., 2002). Redukuotas B,m nesuformuoja tiesiy amiloidiniy fibriliy, kurias suformuoja
baltymo oksiduota forma. Vietoj to, suformuojami ploni filamentai, kurie gali susijungti ir
suformuoti fibrile i§ keliy subvienety (Chiba et al., 2003). Vadinasi, f,m disulfidinis rySys yra
bitinas fibriliy susidarymui, taip pat yra baltymo amiloidiskumg apsprendziantis veiksnys.
Naudojant jvairius **C/*°N Zyméjimo ir BMR metodus, Su ir Sarel komanda nustaté p,m ir
ANG6B,m amiloidiniy fibriliy B struktiry domenus. Nustatyta, kad B,m fibriliy B klos¢iy regionas
apima apie 70 aminortigs¢iy, pasiskirséiusiy 7-iose B juostose, tuo tarpu AN6B,m fibrilés turi 2
papildomas (i§ viso 9) B juostas, tad B klos¢iy regionas apima 87 aminortigstis (7 pav. b). Taip
pat buvo parodyta, kad amiloidinéms f,m fibriléms i§ monomerinio baltymo susidaryti biitina
cis-trans izomerizacija, kuri nebtidinga AN6B,m baltymo formai, nes Pro32 tiek natyvioje
formoje, tiek fibrilése yra trans konformacijoje (7 pav. a). Maziau judrds sutrumpinto baltymo
galai (dél papildomy B kloséiy abiejuose galuose), trans Pro32 konformacija monomeriniame
baltyme ir fibrilése paaiSkina AN6B.m gebéjima greiciau suformuoti fibriles (Su et al., 2014).
Radford moksliné grupé tyrinéjo AN6B2m baltymo struktiirines savybes ir jo gebéjimg paversti
WT Bom | amiloidines fibriles. Jie parodé, kad kai Pro32 yra cis konformacijoje, f.m yra
»apsaugomas“ nuo spontaninés agregacijos, tuo tarpu trans konformacija padidina p.m

agregatyvuma (Eichner et al., 2011; Su et al., 2014).
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7 pav. (a) Bom (PDB: 2XKS) ir AN6B,m (PDB: 2XKU) monomery natyvioje formoje B-sumustinio
strukttiros. Skirtingos Pro32 cis ir trans konformacijos pazymétos apibrauktuose langeliuose. (b) Aukstai
— Bom baltymo aminoriig§iy seka, stogeliu iSskiriama aminorugsc¢iy seka, sudaranti baltymo Serd].
Zemiau - B,m ir AN6f,m natyvios formos bei fibriliy Serdis sudaranéiy p klos¢iy palyginimas. Pritaikyta
pagal Su et al. (2014).

Mutacijos ir modifikacijos gali skatinti WT (3,m baltyma sudaryti fibriles neutraliame pH.
Konkrec¢iai, N galo trumpinimas $eSiomis aminortigstimis (AN6B32m), taip pat mutacija Siame
regione (P5G) arba B/C ar D/E kilpose (P32A, P32G, D59P) (7 pav. (a)). Visos Sios
modifikacijos padidina baltymo gebéjima suformuoti amiloidines fibriles in vitro, t.y., inicijuoja
dalinj Bom iSsilankstyma, tokiu budu polipeptidinés sekos regionai, skatinantys agregacija,
atveriami ir dalyvauja tarpmolekulinése sgveikose. Buvo tikrinama ir daugiau mutacijy, taciau
kitur jvestos jos neturéjo didelés jtakos baltymo amiloidogeniskumui (Platt ir Radford, 2009).

Kita baltymo strukttrai svarbi aminortagstis, Trp60, yra baltymo D ir E B strukturas
jungiancioje kilpoje. Trp 60 vaidmuo dvejopas: jis yra biitinas Bom saveikai su MHC | klasés
komplekso sunkiagja grandine (Esposito et al., 2008), taciau taip pat turi destabilizuojanti,
proamiloidogeninj efekta (manoma, dél to, kad laisvame (ne komplekse) f,m baltyme Trp60 yra
nukreiptas ] iSore), su sglyga, kad Bom koncentracija plazmoje yra pakankamai didelé (Stoppini
et al., 2015). Ivedus mutacija Trp60Gly (t.y., triptofanas 60-oje padétyje pakeistas glicinu),

padidéja natyvios biisenos stabilumas ir sumazinama galimybé baltymui agreguoti neutraliame
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pH (Esposito et al., 2008). Pasalinus hidrofobing Sonine grup¢ ne tik sumazinamas agregacijos
potencialas, bet kartu sumazinamas jtempimas kilpoje (esancioje $alia aromatiniy pakaity); tokiu

blidu natyvi biisena yra stabilizuojama ir agregacija nevyksta (Platt ir Radford., 2009).

1.7 Bom tarpiné forma

Bom 32-oje padétyje jvedus glicing arba valing (mutacijos Zymimos Pro32Gly ir Pro32Val),
baltymas suformuoja j natyvig formg panasia tarpin¢ It biiseng, kuriai pereinant j natyvig formag
susidaro trans Pro32 rySys. Tokios tarpinés buisenos santykinis pagauséjimas yra susijes su
baltymo gebéjimu ilginti Bom fibriliy galus. Teigiama, kad trans Pro32 yra svarbus B,m
amiloidiniy fibriliy branduolio susidarymui neutraliame pH, nes Pro32Gly ir Prp32Val mutantai,
kurie formuoja trans Gly32 ir Val32, | amiloidines fibriles spontani$kai neagreguoja, nors
Pro32Gly tam tikromis salygomis gali efektyviai dalyvauti fibriliy ilgéjimo procese. Pro5SGly
mutacija ir AN6B,m taip pat turi jtakos Pro32 peptidinio rySio izomerizacijai, skatindami It
tarpinés biisenos susidarymg, dél ko gali susidaryti fibriliy uZuomazgos neutraliame pH (Platt ir
Radford, 2009).

Tarpinés busenos struktiiros tyrimai padéjo nustatyti galimus p,m agregacijos
neutraliame pH mechanizmus. Bom susilankstymo realaus laiko BMR parodé, kad regionai, kurie
yra toliau nuo Pro32, tarpin¢je biisenoje iSlaiko savo struktiirg, tuo tarpu regionai, esantys netoli
Pro32 B/C kilpoje, yra judresni, kol jvyksta Pro32 izomerizacija i$ Cis j trans. Pro32 mutanty
kristalografijos duomenys parode, kad It konformeras lemia aromatiniy ir hidrofobiniy
aminortigsciy Soniniy grupiy reorganizacijg baltymo Serdyje. Tokiu biidu baltymo pavirSiuje
atveriama eilé hidrofobiniy pakaity, kuri gali skatinti baltymy agegacija. Be to, struktiiriniai
pakitimai lemia aminoriig§¢iy 52-56 padétyse reorganizacija, del kuriy dingsta [ iSsikiSimas (f-
bulge), jprastai esantis D grandingje ir neleidziantis agreguoti krastinéms f struktiiroms. Be to,
tokia tarpiné biisena iSkristalizuojama kaip dimeras, o tai parodo $ios tarpinés biisenos potencialg

suformuoti tarpmolekulines sgveikas (Chiti et al., 2001; Platt ir Radford, 2009).

1.8 pBomir AN6f,m agregacijos tyrimai

Naudojantis algoritmais, padedanciais nuspéti baltymy seky amiloidiSkuma, buvo nustatyta,
kad apie 60 % P.m sekos yra labai amiloidogeniska (Platt ir Radford, 2009). Taciau B,m
amiloidiskumas yra apsprestas ne tik aminortigsciy sekos, nes neutraliame pH in vitro baltymas

neagreguoja (net esant dideléms Bym koncentracijomis (Ono ir Uchino, 1994)), nebent gali
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spontaniSkai agreguoti j tirpius oligomerus (Piazza et al., 2006; Belloti ir Chiti, 2008). Kad
agreguoty, baltymas turi bent dalinai iSsilankstyti in vivo, jog biity eksponuojamas bent vienas
agregacijai imlus sekos regionas. Dél Siy priezaséiy Pm fibriliy susidarymas in vitro
inicijuojamas destabilizuojant baltyma, pvz., denatiirantais, taip paskatinant agregacijos procesa
biofizikiniams tyrimams patogia trukme (Platt ir Radford, 2009).

D¢l savo nedidelio dydzio (11,8 kDa) Bom yra tinkamas jvairiems fizikocheminiams
tyrimams. B.m gali biti paverstas j amiloidines fibriles nuo branduolio priklausomo fibriliy
augimo metu naudojant ex vivo fibriles kaip séklg (Naiki et al., 1997) arba in vitro spontaninés
agregacijos metu suformuotas fibriles (Platt ir Radford, 2009). Abiem atvejais suformuotos
fibrilés turi amiloidams budingus Zymenis. Tiek ex vivo, tiek in vitro suformuotos fibrilés yra
labai panaSios ir turi pakankamai homogeniska morfologija. Tai privalumas analizuojant
biochemines ir biofizikines B,m amiloidiniy fibriliy savybes (Chatani ir Goto, 2005; Ban et al.,
2006).

Kaip jau minéta, AN6B,m taip pat randamas amiloidiniy fibriliy nuosédose DSA ligos
atveju. 6 aminortigsciy pasalinimas om baltymo gale turi didziulj poveikj ne tik struktdrai ar
aukSCiau aptartam amiloidogeniSkumui, bet ir stabilumui. Trumpesnis baltymas greic¢iau
agreguoja (Esposito et al., 2000). PrieSingai nei 3,m, AN6B,m gali greitai suformuoti fibriles
fiziologinémis salygomis. Manoma, kad tai yra pagrindinis veiksnys ligos patogenezéje. Pakanka
nedidelés AN6B,m koncentracijos, kad formuotysi agregatai (Piazza et al., 2006; Stoppni et al.,
2015).

Eksperimenty, kuriy metu vykdomos nuo séklos priklausomos ilgéjimo reakcijos, rezultatai
yra pakankanamai gerai atsikartojantys ir tinkantys charakterizuoti f,m amiloidiniy fibriliy
kinetikg (Chiba et al., 2003). Taip suformuotos amiloidinés fibrilés yra nestabilios neutraliame

pH, nes néra Iasteliniy komponenty, galin¢iy jas stabilizuoti.

1.8.1 ThT fluorescencija

Amiloidiniy fibriliy struktiiriniy savybiy bei kinetikos analizei yra sukurtas platus spektras
savity molekuliniy Zymeny, i§ kuriy dazniausiai naudojamas ThT dazas (Hudson et al., 2009;
Biancalana ir Koide, 2010). Tai benzotiazolo daZas, naudojamas baltymy agregacijos
biofizikiniuose tyrimuose kaip fluorescuojanti molekuliné Zymé (suzadinimo bangos ilgis —

440 nm, emisijos — 490 nm) (Hudson et al., 2009). Sio daZo cheming struktiira pateikta 8 pav. A.
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8 pav. A — ThT cheminé struktiira. Dazas turi hidrofobing dalj (fenilo grupé prijungta prie
dimetilamino grupés) ir poling benzotiazolo grupg. Tokia polinés ir hidrofobinés dalies kombinacija
leidzia ThT molekuléms prisijungti prie amiloidiniy fibriliy vandeniniuose tirpaluose. B -
fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo bangos ilgio, kai ThT neprisijunges prie fibriliy (1
kreive) ir prisijunges (2 kreivé) (Biancalana ir Koide, 2010; Amdursky et al., 2012).

Manoma, kad fluorescencijos intensyvumo padid¢jimas yra selektyvios ThT
imobilizacijos pasekmé (fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo bangos ilgio
pateikiama 8 pav. B). ThT elgiasi kaip molekulinis rotorius: tirpale Zemas energijos barjeras
leidZia benzilamino ir benzotiazolo ziedams laisvai suktis apie jy bendrg C-C ry§j (8 pav. A
pazyméta rodykle). Toks sukimasis ,,gesina“ suzadintas biisenas, tai lemia nedidele ThT
fluorescencijos emisijg. Susidariusios amiloidings fibrilés ,,sukuria® ThT suriSimo vieta; ThT
imobilizacija uzfiksuoja suzadintg biiseng, o tai lemia fluorescencijos intensyvumo padidéjima

(Biancalana ir Koide, 2010).

9 pav. ThT prisijungimo prie fibriliy B struktiiry ,,kanalo*“ modelis. ThT jungiasi iSilgai Soniniy
grandiniy suformuoto ,,kanalo* pavirSiaus.

Nepaisant ThT dazo populiarumo, jo veikimo principas néra visiSkai aiskus. Sitilomi keli

modeliai molekuliniam mechanizmui apibtdinti, bet §iuo metu pasikliaunama ,,kanalo* modeliu
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(Biancalana ir Koide, 2010) (9 pav). Amiloidiniai baltymai turi daug B struktiry; manoma, kad
ThT jungiasi bitent jy pavirSiuje. Susidaro lygiagrecios fibriliy Soniniy grandiniy eilés, kurios
iSsidésto statmenai B klostéms. Taip suformuojamas kanalo formos motyvas, kuris yra nukreiptas
1 fibrilés iSore ir suformuoja griovelj, kuriame gali prisijungti ThT. Kadangi ThT dazas atpazjsta
daugeliui fibriliy bendrg struktiirg, tai toks modelis gerai paaiSkina, kodél ThT gali jungtis prie
skirtingy fibriliy (Biancalana ir Koide, 2010).
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2 Medziagos ir metodai

2.1 Naudoti reagentai, laboratoriniai jrenginiai, buferiniai tirpalai

2.1.1 Medziagos ir rinkiniai (pagal gamintoja)

Fisher Scientific: agarozé, DNR ilgio standartas O ‘Gene Ruler DNA Ladder Mix,
DNR meéginiy uznesimo dazas 6x Orange DNA Loading Dye, dNTP misinys,
restrikcijos endonukleazés Ndel ir Xhol, izopropiltio-B-D-galaktozidas (IPTG),
TRIS, karbamidas, bis-akrilamidas, TEMED, molekulinés masés Zymuo ,,Ez-Run
Rec ladder”, dazas elektroforezés geliams dazyti ,,Ez-Run Protein Gel Staining
Solution”;

Fluka: etidzio bromidas;

Acros Organics: glicerolis, HCI, NaOH, APS;

AppliChem: NDS, TRIS;

Carl Roth: akrilamidas, ampicilinas, PMSF;

MERCK: natrio chloridas;

SERVA: 2-merkaptoetanolis.

Fisher Scientific rinkiniai:

Polimeraziy rinkiniai ,,Pfu DNA Polymerase®, ,,Thermo Scientific Phusion High-
Fidelity DNR Polymerase, ,, Thermo Scientific DreamTaq Green DNA
Polymerase”;

Plazmidziy iSskyrimui: ,,Thermo Scientific GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit”;
Polimerazinés grandininés reakcijos (toliau — PGR) produktui ir vektoriui i§ gelio
igskirti: ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit*,

PGR produkty gryninimui: ,,GeneJ ET™ PCR Purification Kit“.

Pastaba: visi rinkiniai naudojami pagal gamintojo pateiktus nurodymus.

2.1.2 Naudota laboratoriné jranga

50 ml uznesimo kilpa (GE Healthcare);
autoklavas ,,AHS-75N” (Raypa);
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2.1.3

e centrifugos: ,,Eppendorf 5424”; “Herolab HiCen SR” ($aldoma) (rotoriai: AF 8.50.2,
AF 6.500 ir AS 4.500);

e chromatografijos sistema ,,AKTA purifier” (GE Healthcare);

e chromatografinés kolonélés ,, Tricorn5/10”, ,,XK26/20” (GE Healthcare);

e dializés zarnos: ,,Zellu Trans Roth” (pralaidumas - 8 kDa);

e DNR elektroforezés aparatas ,,SIGMA-ALDRICH;

e koncentratoriai ,,Amicon Ultra®-15”, kuriy pralaidumas - 10 kDa ir 30 kDa;

e pH-metras,,Orion DUAL STAR meter” (Thermo Scientific);

e realaus laiko PGR analizatorius ,,Rotor-Gene Q real-time analyzer” (GE Healthcare);

e refraktometras ,,RL3” (PZO);

e spektrofotometras ,,UV-1800” (Schimadzu);

e fluorescencinis spektrometras ,,Cary Eclipse” (Varian);

e termocikleris ,,Veriti® 96-Well Thermal Cycler” (Life Technologies);

e termostatas ,,Eppendorf Thermostat plus”

e ultragarso Saltinis ,,Bandelin Sonopuls 3100” (VS70T ir MS72 antgaliai);

e UV/WL 3altinis su geliy dokumentavimo sistema ,,MiniBis Pro*;

e vakuuminé filtravimo jranga ,,Sigma-Aldrich”.

Buferiniai tirpalai ir Kiti tirpalai
Bakterijy ardymo buferinis tirpalas: 25 mM TrisHCI, 0,2 M NaCl (pH 8);

. 20 mM TrisHCI, 8 M karbamido, pH 8. 48 g karbamido tirpinama nufiltruotame TrisHCI

(pH 8) buferiniame tirpale. Istirpus druskai, tirpalas filtruojamas naudojant vakuuminio
filtravimo jrangg per 0,22 pum pory dydzio filtra ir matuojamas lidZio rodiklis

refraktometru. Internetiniame puslapyje (http://sosnick.uchicago.edu/gdmcl.html) pagal

luzio rodikl; apskai¢iuojama karbamido koncentracija. Jei reikia, skiedziama 20 mM
TrisHCI buferiniu tirpalu iki 8 M, koreguojamas pH.
20 mM TrisHCI, 1 mM PMSF, pH 8;

D. 10 mM TrisHCI, pH 8;

20 mM TrisHCI, 2 M NacCl, pH 8.
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Tirpalai, naudoti ,,miniprepy“ skyrimui Sarminés lizés budu:
e 50 mM TrisHCI (pH 8), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNazés;
e 200 mM NaOH, 1 % NDS;
e 3 M CH3;COOK (pH 5,5);
e 70 % EtOH ir 95 % EtOH (laikoma -20 °C);
e Tris-EDTA buferinis tirpalas: 10 mM Tris (pH 8,0 — 8,5); 1 mM EDTA.

2.1.4 Mitybinés terpés ir ju gamyba

Agarizuota LB (Luria/Broth) terpé: 10 g sausos LB mitybinés terpés ir 6 g agaro
iStirpinami 400 ml dH,O, autoklavuojama 121 °C 30 min. Atvésinama iki ~55 °C, pridedama
ampicilino (100 pg/ml) ir i$pilstoma j Petri I€ksteles po ~20 ml;

S.0.C. mitybiné terpé;

Skysta LB (Luria/Broth) terpé: 25 g sausos LB mitybinés terpés iStirpinami 1 1
dejonizuoto vandens, autoklavuojama +121 °C 20 min 1 papildomos atmosferos slégyje;

Autoindukciné terpé ZYM-5025: komponentai pateikiami 1-oje lenteléje. Komponentai
(eil. nr. 1-7) istirpinami ir autoklavuojami, kiti komponentai (eil. nr. 8-11) sudedami miSiniui
atvésus (Studier, 2005).

1 lentelé. Autoindukcings terpés komponentai ir jy kiekiai vienam litrui terpés pagaminti.

Eil. nr Komponentai Vienam litrui terpés
1. Kazeino hidrolizatas 10g
2. Mieliy ekstraktas 59
3. Na,HPO, 3,55¢
4. KH,PO, 349
5. NH,CI 2,684
6. Na,SO, 0,79
7. MgS0,*7H,0 0,49 g
8. Glicerolis 5¢g
9. Dekstrozé 05¢g
10. Laktozé 29
11. Ampicilinas (100 mg/L) 1000 pl
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2.1.5 Kitos priemonés

e Zmogaus B,m baltyma koduojanti DNR (Source BioScience);

e Plazmidinis klonavimo vektorius pET21b — bakterijy ekspresijai skirtas vektorius
(Novagen). Jis turi T7 promotoriy, atsparumo ampicilinui geng, jam budingas aukstas
ekspresijos lygis;

e Teoriskai sukonstruoti oligonukleotidiniai pradmenys buvo parsisiysti i§ ,,Metabion
international AG* (Vokietija) ir iStirpinti S§iy gamintojy nurodytame taryje.

Oligonukleotidiniy pradmeny sekos pateiktos priede (7 lentelé).
2.2 Metodai

2.2.1 Rekombinantiniy geny klonavimas

Teorinis ekspresijos plazmidZiy konstravimas

Bom ir AN6B,m baltymus koduojantys genai konstruojami naudojantis ,,A plasmid Editor
v2.0.47¢ (toliau - ApE) ir “ExPASy Translate Tool” programomis. Naudojantis ApE programa
galima ,,teoriskai* atlikti klonavima, pamatyti sukurto konstrukto pilng DNR seka, 0 “EXPASy
Translate Tool” programa parodo visus konstrukto koduojamus atviro skaitymo rémelius, tokiu
btidu galima pasitikrinti, ar naudojant sukurtg konstrukta vykty tikslinio baltymo sintezé. Taip
jsitikinama, kad klonavimo schema paruosta teisingai.

Klonavimo etapai

1. Bom ir AN6B,m geny padauginimas PGR metodu. PGR misinio komponentai supilstomi

tokia eilés tvarka, kaip pateikta 2-oje lenteléje.

2 lentelé. PGR misinio komponentai (naudojant Pfu natyviag DNR polimeraze; ttiris — 20 pl).

Eil. nr. Komponentai Galutiné koncentracija arba kiekis
1. Dejonizuotas vanduo Tiek, kiek reikia iki 20 pL.
2. 10X Phu buferis (be MgSOy,) 1X
3. 25 mM MgSQO, 3mM
4, dNTP misinys 0,2 mM
5. Tiesioginis pradmuo 0,5 uM
6. Atvirkstinis pradmuo 0,5 uM
7. Matriciné DNR 1 ng, 10 ng arba 37,5 ng
8. Pfu DNR polimerazé 0,025 U/uL
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Reakcijos vykdomos PGR aparate ,,Veriti® 96-Well Thermal Cycler” pagal 3-ioje
lentel¢je pateikta programa.
3 lentelé. PGR programa.

Pradinis kaitinimas 95 °C 5 min

DNR grandiniy atskyrimas 95 °C 30s

Pradmeny prilydymas 63 ir 66 °C 30s 35 ciklai
DNR sintezé 72 °C 1 min

DNR grandinés galy prisintetinimas 72 °C 10 min

2. PGR produkty analizé agaroziniame gelyje vykdoma siekiant jvertinti, ar susidaré

pageidaujami produktai ir ar nesusidaré papildomy nespecifiniy produkty. Pirmiausia
ruosSiamas 1,5 % agarozinis gelis. 500 mg agarozés istirpinama 33 ml 1XTAE buferiniame
tirpale. Misinys virinamas, kol agarozé pilnai iSsilydo, ir atvésinamas iki ~ 60 °C
temperatiiros, jpilama EtBr (0,5 ug/ml). Sitaip paruoitas agarozés tirpalas supilamas j
gelio formavimo indelj, atsargiai jstatomos Sukutés ir leidziama sustingti. Padaugintos
DNR méginiai (po 5 pl) skiedziami 6x DNR méginiy uznesimo dazu (1 pl), sumaiSomi ir
pernesami j gelio suformuotus Sulinélius. Prie PGR méginiy j Sulinélius taip pat
perneSama 7 uL DNR ilgio standarto. Vykdoma horizontali elektroforezé (150 V, 70
mA), kurios pabaiga fiksuojama, kai bromfenolio mélio dazo nueitas kelias yra pusé gelio
ilgio. Po to gelis fotografuojamas ultravioletingje Sviesoje.

3. Padaugintos DNR iSskyrimas i§ PGR miSinio. DNR i§ PGR miSinio i§skiriama naudojant

,GeneJET™ PCR Purification Kit“ rinkinj. I$skirtos DNR Kkoncentracija nustatoma
»NanoDrop* spektrofotometru (A=260 nm).
4. Kirpimas restrikcijos endonukleazémis. PGR produktas ir vektorius kerpami Ndel ir Xhol

restrikcijos endonukleazémis. Karpymui naudojama 500-700 ng DNR ir po 10-15 Ndel ir
Xhol restrikcijos endonukleaziy aktyvumo vienety. Inkubuojama 2 h 37 °C temperatiiroje,
po to fermentai inaktyvuojami 15 min 80 °C temperatiiroje.

5. Vektoriaus 5° galy modifikavimas. Kad restrikcijos metu perkirptas vektorius savaime

nesusijungty atgal j zieding struktiirg, vektorius defosforilinamas. Tam naudojama i$

kreveciy iSskirta Sarminé fosfatazé SAP, kuri pasalina fosfato grupe nuo perkirpto
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vektoriaus 5 galo. | vektoriaus restrikcijos miSinj dedamas 1 aktyvumo vienetas SAP
fermento ir reikiamas kiekis 10X SAP buferio. Reakcija vykdoma 15 min 37 °C
temperattiroje, o jai pasibaigus fermentas inaktyvuojamas reakcijos misinj inkubuojant
15 min 75 °C temperatiroje.

PGR produkto ir vektoriaus iSskyrimas i§ agarozés gelio. Vykdoma sukarpyty fragmenty

elektroforezé 1,5 % agaroziniame gelyje, po kurios fragmentai iSpjaunami i§ gelio ir
iSskiriami  naudojant ,,GeneJETTNI Gel Extraction Kit“ rinkinj. ISskirtos DNR

koncentracija matuojama ,,NanoDrop* spektrofotometru (A=260 nm).

Baltyma koduojan¢ios DNR ir raiSkos vektoriaus susiuvimas. DNR perteklius gali
sumazinti susiuvimo reakcijos efektyvuma, tad susiuvimo reakcijai reikalingas jterpiamos
DNR kiekis apskai¢iuojamas pagal formulg:

x = iterpiamos DNR igts (kb) X vektoriaus kiekis (ng) X S, (2.)

linearizuoto vektoriaus ilgis (kb)

Cia x — inserto kiekis, reikalingas reakcijai, S — koeficientas, nurodantis jterpiamos DNR

moliarinj santykj vektoriaus atzvilgiu. Siame darbe S=3. Susiuvimo reakcijos misinio

komponentai pateikiami 4-oje lenteléje.

4 lentelé. Susiuvimo reakcijos ir kontroliniy reakcijy miSiniy komponentai (ttris — 20 ul).

Eil. nr Komponentai Kiekis
1. Dejonizuotas vanduo Tiek, kiek reikia iki 20 puL.
2. 5x Rapid Ligation buferis 4 ul
3. Sukarpytas vektorius 50 ng
4, jterpiama DNR x ng (pagal 2.1 formule)
5. T4 DNR ligazé 1ul

Parareliai ruosiami kontroliniy reakcijy mi$iniai (kirptas ir nekirptas pET21b vektorius,

susiuvimo reakcijos miSinys be inserto).

8. E. coli XL1-Blue kamieno lasteliy transformacija gautais pET21b-B,m ir pET21b-

AN6[B,m konstruktais (2.2.2 sk.).

9. DNR iSskyrimas i$ lasteliy:

a) Sarminés lizés budu (pagal Bimboim ir Doly (1979));
b) naudojant ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit* rinkinj.
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10. Gauto konstrukto patikrinimas. Siekiant patikrinti i§ pavieniy E. coli kolonijy i$skirtas ir

iSgrynintas plazmides, jos buvo karpomos Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazémis, 0
po restrikcijos fragmentai analizuoti 1,5% agaroziniame gelyje. Taip pat buvo ruosiami
méginiai sekvenavimui (VU Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centras).

2.2.2 Kompetentiniy lasteliy transformacija

Konstruktams padauginti naudojamas E. Coli XL1-Blue bakterijy kamienas, o
rekombinantiniy baltymy raiSkai gauti naudojamas E. coli BL21 Star™ (DE3) bakterijy
kamienas. ] 30 ul ant ledo atSildyty kompetentiniy lgsteliy perkeliamas reikiamas tiris
sukonstruoty genetiniy konstrukty, atsargiai sumaiSoma ir inkubuojama 30 min ledo vonioje.
Vykdomas temperatirinis Sokas (90s, 42°C) ir 2min inkubuojama ledo vonioje. [
transformacijos misinj pridéjus 400 pl S.O.C. terpés, transformantai auginami termostatinéje
purtykléje (45 min, 220 apm, 37 °C). Po to centrifuguojama (2 min, 6000 apm), o nusiurbus dalj
supernatanto ir lasteles suspendavus likusiame jo tiryje, jos iSséjamos ant SuSildytos Petri
1¢kstelés su agarizuota LB terpe ir ampicilinu (100 pg/ml) ir inkubuojamos termostate (37 °C, ~
16 val).

Naktinés bakterijy kultiiros paruoSimas. | 100 ml autoklavuotos (20 min, 121°C) LB
terpés dedama 100 pl ampicilino (100 pg/ml). IS Petri lekstelés j Sig terpe perkeliama atsitikting
transformuota E. coli bakterijy BL21 Star™ (DE3) kolonija; auginama purtykléje per naktj
(~ 16 val., 37 °C, 220 apm).

2.2.3 Bakterijy kultiiros auginimas ir baltymo raiSkos indukcija

LB terpéje (indukuojant IPTG). Paruosiamos 4 kolbos su 400 ml autoklavuota LB
terpe, j kurias dedama ampicilino (100 pg/ml) ir perkeliama 10 ml naktinés kulttiros. Lastelés
auginamos 37 °C, 220 apm, nustatomas optinis tankis (spektrofotometru UV-1800, A = 600 nm)
bei imami méginiai elektroforezei. Optiniam tankiui pasiekus 0,6-0,8 O. V., vykdoma tikslinio
baltymo raiskos indukcija: j kiekvieng kolbg idedama 400 ul 1 M IPTG, toliau auginama kultiira
ir kas valandg imami meéginiai elektroforezei (méginiy kiekis apskaiiuojamas pagal 2.2
formulg). Po indukcijos praéjus 4 val, uzauginta kultira centrifuguojama (20 min, 4 °C, 5000
apm), dekantavus supernatantg — surenkama ir pasveriama biomaseé.

Autoinduktyvioje mitybinéje terpéje ZYM-5052. RuoSiamos 6 kolbos su
autoinduktyvia mitybine terpe ZYM-5052 (po 400 ml kiekvienoje); 90 ml naktinés kultiiros
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paskirstoma j paruo$tg terpe ir auginama 37 °C, 220 apm, 4 val. Indukcija vyksta pasibaigus

gliukozés Saltiniui.

2.2.4 Baltymo tirpumo jvertinimas

Pagal baltymo izoelektrinj taska ir cisteino aminorig§ciy skaiciy suformuojamas
bakterijy ardymo buferinis tirpalas A. Juo uzpilamas 1 g biomasés, susmulkinama, pridedama (-
merkaptoetanolio (2 mM) bei PMSF (1 mM) ir maiSoma ledy voneléje ant magnetinés maiSyklés
(@ h, 4 °C, 110 apm.). Po to ultragarsinama (VS70T antgalis) tokiomis sglygomis: 10 min,
ultragarsinimo/ramybés ciklas — 30 s/30 s, amplitudé — 70 %. Ardymo metu biomasé taip pat
laikoma $altai. Suardyta biomasé centrifuguojama (rotorius AF 8.50.2 (Herolab), 25 min, 4 °C,
18000 apm). Paimamas supernatanto méginys NDS-PAAG elektroforezei, o nuosédos
suspenduojamos buferiniame tirpale C (~2 ml tirpalo, maiSoma, kol nebelicka gniuzuly).
Centrifuguojama 25 min, 4 °C, 18000 apm (rotorius AF 8.50.2 (Herolab)) bei paimamas
supernatanto méginys NDS-PAAG elektroforezei. Méginiai analizuojami NDS-PAAG (j takelius

uzneSami skirtingi kiekiai tirpios ir netirpios frakcijos).

2.2.5 Baltymy elektroforezé

Méginiy paruoSimas. Siekiant nustatyti, ar vyksta baltymo raiSka, surenkamuose
bakterijy kultiros méginiuose pries ir po indukcijos lasteliy skaicius turi biiti vienodas. Jis yra
atvirks$Ciai proporcingas iSmatuotam optiniam tankiui prie§ indukcijg, tad reikiamas Igsteliy
suspensijos kiekis apskaiCiuojamas pagal 2.2 formule. Tuomet méginiai elektroforezei
centrifuguojami 2 min 6000 apm, supernatantas atskiriamas, ant nuosédy uzpilama 6x sample
baltymy dazo, suspenduojama ir kaitinama 10 min, 98 °C temperatiiroje.

x X 0Ty
oT, '’

y= (2.2)
Cia y — lasteliy lizato kiekis po indukcijos, x — Igsteliy lizato kiekis prie§ indukcijg (300 ul), OT,
— optinis tankis prie$ indukcija, OT, — po indukcijos.

Baltymo tirpumo jvertinimui skirti méginiai ir méginiai po chromatografijos ruoSiami
uzpilant 6x sample baltymy dazo ir kaitinant (10 min, 98 °C).

NDS-PAAG elektroforezé vykdoma ,,BioRad Mini Protean 3” elektroforezés aparatu, 0
elektroforezés gelis ruoSiamas pagal 5 lentel¢. Pirmiausia ruoSiamas 15 % skiriamasis gelis.

Paruosus stiklines elektroforezés ploksteles naudojimui, j gelj jpilama TEMED (polimerizacijos
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reakcijos katalizatorius) ir APS (skatina polimerizacijos reakcijg); gelj supylus, jo pavirSius
padengiamas dH,O ir paliekama sustingti (apie 40 min). Geliui susipolimerizavus, nupilamas
vanduo, gelio virSus nusausinamas filtriniu popieriumi, o ant virSaus polimerinamas 4 %
koncentruojamasis poliakrilamido gelis. Taip pat j uzpilta koncentruojamajj gelj jstatomos
,,Sukos” ir vél leidziama sustingti (apie 30 min). Po to plokstelés jstatomos | elektroforezés
aparatg, uzpilamas 1x elektroforezés buferinis tirpalas ir iSimamos ,,Sukos”; j gelio takelius
ineSami paruosti méginiai (po 7 uL), o elektroforezé vykdoma esant nekintamam elektros srovés
stiprumui (30 mA) ir jtampai (200 V). Srové iSjungiama, kai dazas pasiekia skiriamojo gelio
apaCig. Po elektroforezés gelis plaunamas vandeniu (~15min) bei dazomas ,,Ez-Run”
elektroforezés geliy dazu purtykléje per naktj (80 apm, 22 °C). Kitg dieng gelis blukinamas
dH,0.

5 lentelé. Elektroforezés skiriamojo ir koncentruojamojo gelio komponentai.

Eilés nr. Apatinis skiriamasis gelis (15 %0) Virsutinis koncentruojamasis gelis (4 %0)

Komponentai Tiris Komponentai Tiris

1. dH,0 1,75 ml dH,0 1,27 mi

2. 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,25 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8) 500 pl

3. 40 % AA/BAA 1,88 ml 40 % AA/BAA 201 pl

4, 10 % NDS 50 ul 10 % NDS 20 ul

5. 10 % APS 25 pul 10 % APS 10 pl

6. TEMED 2,5ul TEMED 2 ul

2.2.6 Renatiiracija ir gryninimas jony mainy chromatografijos metodu

Intarpiniy kuneliy atskyrimas. Biomasé sumaiSoma su bakterijy ardymo buferiniu
tirpalu A, pridedama PMSF (1 mM) ir maiSoma ledy voneléje ant magnetinés maisyklés
(110 apm, 4 °C, 1 h). Po to biomasé¢ ardoma ultragarsu (VS70T antgalis, ultragarsinimo/ramybés
ciklas — 30 s/30 s, amplitudé — 70 %, 10 min), centrifuguojama (rotorius AF 8.50.2 (Herolab),
18000 apm, 4 °C, 20 min). Intarpiniai kiineliai nuséda kartu su lgsteliy nuolauZomis.

Intarpiniy kiineliy tirpinimas ir renatiiracija. Intarpiniy kineliy tirpinimo metodika
sudaryta remiantis McParland et al. (2000), Chiba et al. (2003) literatiiros $altiniais. Intarpiniy
kiineliy tirpinimui naudojamas didele denatiranto koncentracija turintis buferinis tirpalas B,
kuris ardo antring baltymo struktirg. Intarpiniy kineliy tirpinimg gali apsunkinti cisteino

aminoragstys (jyu Bom ir AN6 B,m baltymuose yra dvi), nes jos gali sudaryti netaisyklingus
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tarpmolekulinius disulfidinius tiltelius, todél buvo nuspresta naudoti DTT, kuris juos redukuoja.
Taip pat buvo naudojamas proteaziy inhibitorius PMSF (I mM). Suspenduotos nuosédos
ultragarsinamos (VS70T antgalis, ultragarsinimo/ramybés ciklas — 30 s/30 s, amplitudé —70 %,
10 min). Netirpi frakcija paSalinama centrifuguojant (rotorius AF 8.50.2 (Herolab), 18000 apm,
4 °C, 25 min), 0 supernatantas, kuriame yra tirpus baltymas, oksiduojamas ore 72 val 4 °C
temperatiiroje. Baltymas renatiiruojamas 1§ tirpalo paSalinant denatiirantg dializés bidu
(dializuojama 2 | buferiniame tirpale D tris kartus). Prie$ uznesant baltymo mis$inj ant kolonélés,
pakrautos DEAE-sefarozés sorbentu, oksiduotas méginys su tiksliniu baltymu filtruojamas per
0,45 um pory dydzio Svirkstinj filtra, paimamas méginys NDS-PAAG elektroforezei ir
uzsaldomas -80 °C.

Jony mainy chromatografija atlieckama naudojant ,,AKTA purifier gryninimo sistema.
Visi chromatografijos buferiniai tirpalai filtruojami naudojant vakuuminio filtravimo jranga, o
analizuojamas méginys filtruojamas $virkstiniu filtru. Baltymo méginys per 2 ml ar 50 ml tiirio
kilpg uzneSamas ant chromatografinés kolonélés Tricorn 5/10 (arba, atitinkamai, XK26/20), kuri
yra pakrauta DEAE-sefarozés sorbentu. Kolonélé plaunama 20 mM TrisHCI (pH8) buferiniu
tirpalu, o baltymas nuo sorbento eliuojamas linijiniu buferinio tirpalo E gradientu (kol atsiplauna
baltymai). Frakcijos, kuriose yra sorbuoti baltymai, renkamos remiantis laidumo matuoklio ir
UV detektoriaus rodmenimis Unicorn programoje. Si programa padeda kontroliuoti
chromatografijos eiga, bei 1§ dalies jg jvertinti. Surinkty frakcijy meéginiai po kiekvieno
gryninimo tikrinami elektroforetiSkai NDS-PAAG metodu. Galutinio produkto grynumas
jvertinamas analizuojant gelio nuotrauka ,,mylmageAnalysis* programa. Frakcijos, kuriose
tikslinis baltymas yra gryniausias (87 — 95 %), apjungiamos ir dializuojamos 10 mM Tris-HCI
(pH 8.0), koncentruojamos Amicon® Ultra-15 centrifuginiais koncentratoriais iki 3 mg/ml (is
pradziy naudojami koncentratoriai su 30 kDa pralaidumu (taip papildomai paSalinamos
priemaisos, didesnés nei 30 kDa), 0 paskui — su 10 kDa pralaidumu; centrifugavimo salygos -
4000 g, 4 °C). Baltymy koncentracija nustatoma matuojant UV absorbcija UV-1800
spektrofotometru pagal 2.3 formule. Baltymy ekstincijos koeficientas apskaiciuojamas pagal
aminoruigsciy seka ,,EXPASY ProtParam® programa.

C=AxM)/(EXD), (2.3)

¢ia C — baltymo koncentracija (mg/ml), A — baltymo tirpalo optinis tankis, M — baltymo molekuliné
masé (g/mol), & — baltymo ekstinkcijos koeficientas (€250, 20065 M™*cm™), I — optinio kelio ilgis (1 cm).
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2.2.7 Fibriliy paruosimas ir ju susidarymo jrodymas

Sukoncentruoto (~3 mg/ml) baltymo tirpalas skiedziamas glicino-acetatiniu buferiniu tirpalu
(pH 2,5) bei NaCl iki 1 ml taip, kad galutinés koncentracijos biity tokios: baltymo — 0,5 mg/ml,
glicino-acetato — 50 mM, NaCl — 100 mM. Taip paruos$ti méginiai inkubuojami 72 val. maiSant
1,5 ml mégintuvélius ~10 apm greic¢iu 37 °C temperatiiroje. Ar susidaro fibrilés, nustatoma

pasitelkus ThT spektroskoping analize bei atominés jégos mikroskopija.

ThT spektroskopiné analizé. ] 100 pul 50 uM ThT perkeliama 10 pl fibriliy ir
fluorescenciniu spektrometru matuojamas fluorescencijos intensyvumas. Jis yra tiesiogiai
proporcingas susidaranciy fibriliy kiekiui. Ta¢iau ThT spektroskopiné analizé néra pakankama
fibriliy susidarymui jvertinti (t.y., vietoj fibriliy gali susidaryti amorfiniai agregatai, kurie taip pat
saveikauty su ThT ir lemty fluorescencijos padidé¢jimg), tad pasitelkiama atominés jégos

mikroskopija.

Atominés jégos mikroskopija. Atominés jégos mikroskopo nuotraukoms gauti
susidariusios fibrilés skiedziamos 1M HCI ragstimi tris kartus (galutiné koncentracija —
~0,17 mg/ml). Nuo Zérucio disko nuimamas virSutinis sluoksnis. Ant jo uznesama 30 ul paruosto
misinio su fibrilémis ir laikoma 1 min. Druskos nuo Zérucio pavirSiaus nuplaunamos létai

laSinant dH,0, dZiovinama po silpna suspausto azoto srove. Taip méginys paruoSiamas analizei.

2.2.8 Fluorescenciné analizé

ThT luorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas susidaranciy fibriliy kiekiui ir
nustatomas fluorescenciniu spektrometru ,,Cary Eclipse” arba realaus laiko PGR analizatoriumi
»QIAGEN Rotor-Gene Q.

Realaus laiko PGR analizatorius ,,QIAGEN Rotor-Gene Q” Siame darbe naudojamas ne
pagal paskirtj, taciau jo naudojimas matuojant nedideliy tiriy méginiy fluorescencijos
intensyvuma aukstose temperatiirose leido ji adaptuoti baltymy agregacijos tyrimams. Paruostas
reakcijos miSinys iSpilstomas po 20 ul j 36 200 pl talpos mégintuvélius, kurie patalpinami disko
pavidalo rotoriuje, o $is patalpinamas kameroje, kurioje vyksta matavimas. Rotoriui sukantis
400 apm, d¢l iScentrinés jégos palaikomas pastovus meginiy tiiris meégintuvéliy apacioje.
Visuose  méginiuose palaikoma  ta  pati temperatiira. Reakcijos  miSinys

apsvie¢iamasmonochromatine S$viesa (suzadinimo A =470 nm), sustiprinamas signalas ir
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matuojama emisija (A =510 nm). Irenginys gali detektuoti visus 36 mégintuvélius per 150 ms
(Milto et al., 2014).

2.2.9 Rekombinantiniy p,m ir AN6B,m agregacijos tyrimai

Bom ir AN6B,m amiloidiniy fibriliy susidarymas buvo atlickamas naudojant nuo séklos
priklausoma fibriliy ilgéjimo metoda (Naiki et al., 1997), kuriame fragmentuotos fibrilés (s¢kla)
yra prailginamos monomeriniu baltymu, kai pH 2,5, 37 ir 60 °C temperatiiroje. Reakcija

detektuojama pasitelkus ThT fluorescencing analiz¢. Ilginimo reakcijos vykdomos ,,QIAGEN

......

Séklos paruoSimas

Séklos (fibriliy galy) koncentracijai padidinti, susidariusiy fibriliy agregatai ardomi
ultragarsu naudojant MS72 antgal} tokiomis salygomis: 10 min, amplitudé — 20 %,
ultragarsinimo/ramybés ciklas — 30s/30s. Ardymo metu meégintuvélis su fibrilémis laikomas
Saltai (ledo vonel¢je).
Fibriliy ilgéjimas

Po ultragarsinimo, fibrilés kuo greiCiau sumaiSomos su i§ anksto paruoStu monomerinio
Bom tirpalu taip, kad galutinés koncentracijos buty: 0,5 mg/ml, 50 mM glicino-acetatinis
buferinis tirpalas su 100 mM NacCl, skirtinga séklos dalis reakcijos misinyje. Agregacija stebima
60 °C temperatiiroje pasitelkus ThT fluorescencine analiz¢ realaus laiko ,,Qiagen Rotor-Gene Q”
analizatoriuje. Matavimas trunka 15 valandy. Gautos kreivés eksportuojamos j Microsoft Excel

programg, duomenys analizuojami.
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3 Rezultatai ir jy aptarimas

3.1 Rekombinantiniy fom ir AN6B,m klonavimas ir raiSka

Teoriniai raiSkos konstruktai pET21b-B,m ir pET21b-AN6B,m buvo sukurti remiantis
turimomis Zziniomis apie vektoriy (Novagen) ir baltymus koduojancias geny sekas (PDB
duomeny bazé: 1LDS ir 2XKU) bei naudojantis programomis ,,ApE®, ,,ProtParam®, ,,.SnapGene
Viewer” (sukonstruoty plazmidziy genolapiai pateikiami priede (19 pav.)). Konstruojant
oligonukleotidinius pradmenis buvo jvestas geno transliacijos pradzios kodonas ATG, tad,
lyginant su i$ in vivo isskirtais baltymais, rekombinantiniai baltymai p,m ir AN6B,m turi
papildoma metionino aminortigstj N gale (oligonukleotidiniy pradmeny sekos pateiktos 2.1.5 .).

Kuriant pET21b-Bom ir pET21b-AN6B,m raiskos konstruktus, klonavimo etapai buvo
atlikti pagal standartinius protokolus. Parsisiysta f,m baltyma koduojanti DNR buvo padauginta
PGR metodu naudojant sukonstruotg pradmeny porg (7 lentelé priede). AN6B,m koduojanti DNR
buvo padauginta pakeitus tik tiesioginj oligonukleotidinj pradmenj. Siekiant gauti PGR produkta,
buvo iSbandytos trys DNR polimerazés — DreamTag, Phusion ir Pfu. Naudojant pirmasias dvi
nepavyko gauti genetinio konstrukto pET21b-B,m (po transformacijos ant Petri 1ékstelés
neuzaugo né viena transformuoty E. coli XL1-Blue kamieno lasteliy kolonija, nors PGR
produktai buvo gerai frakcionuojami 1,5 % agaroziniame gelyje). Naudojant Pfu polimeraze,
DNR buvo padauginta sukonstruotus pradmenis prilydant 66 °C temperatiiroje. PGR produktai
buvo analizuojami elektroforezés metodu 1,5 % agaroziniame gelyje (10 pav. 1 — 6 takeliai), po
to kerpami Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazémis bei klonuojami j tomis paciomis
restrikcijos endonukleazémis kirpta pET21b vektoriy. Gautas konstruktas pET21b-B,m buvo
padauginamas transformuojant E. coli XL1-Blue kompetentines Iasteles. I$ jy, naudojant
,Thermo Scientific GeneJET ™ Plasmid Miniprep Kit” rinkinj, buvo i§gryninta plazmidiné DNR
(gaunama 35-49 ng/ul).
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10 pav. PGR produkty ir pET21b-B.m fragmenty po restrikcijos frakcionavimas 1,5 % agaroziniame
gelyje. Cia M — molekulinés masés zymuo, 1 - 6 takeliai — p,m baltyma koduojanti DNR, padauginta
PGR metodu, K — kontrolé be matricinés DNR; PGR reakcijos vykdomos 63 °C (1-3 takeliai) ir 66 °C
temperatiiroje (4-6 takeliai). pET21b-f,m konstrukto, karpyto Xhol ir Ndel restrikcijos endonukleazémis,
fragmenty analizé¢ 1,5 % agaroziniame gelyje (7 ir 8 takeliai). Isfrakcionuoti pET21b (5442 bp) ir
jterpiamos DNR (305 bp) fragmentai. Padaugintos AN6B,m baltymg koduojanc¢ios DNR (278 bp) ir
konstrukto pET21b-AN6B,m fragmentai po restrikcijos elektroforeogramoje atrodo taip pat, todél
nepateikiami.

Siekiant jsitikinti, kad buvo gautas tikslinj baltyma koduojantis konstruktas, po
transformacijos pET21b-B,m ir pET21b-AN6B,m genetiniais konstruktais gautos teigiamy klony
plazmidés buvo iSgrynintos ir kerpamos Xhol ir Ndel restrikcijos endonukleazémis, o gauti
fragmentai analizuojami 1,5 % agaroziniame gelyje (10 pav. 7 ir 8 takeliai). Remiantis Sia
elektroforetine analize galima manyti, kad pavyko gauti tikslinj baltyma koduojantj konstrukta,
ta¢iau tokia analizé néra pakankama tai jrodyti, todél plazmidiné DNR sekvenuojama VU
Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre. Sekvenavimo rezultatai patvirtino, jog
tiksliniy baltymy DNR sekos yra identiskos teoriSkai sukurtiems pET21b-f,m ir pET21b-
AN6B,m konstruktams, tad jie toliau naudojami rekombinantiniy zmogaus P,m ir AN6f,m
baltymy ekspresijai E. coli Iastelése.

Bom ir AN6B,m baltymus koduojantys konstruktai pET21b-Bom ir pET21b-AN6B,m
sékmingai transformuoti j kompetentines E. coli BL21 Star™ (DE3) lasteles. Baltymo raiska
indukuota auginant bakterijas skystoje LB mitybinéje terpéje, kurioje baltymo raiska
indukuojama naudojant IPTG, bei autoindukcinéje mitybingje terpéje ZYM-5052, Kurioje
baltymy raiska indukuojama laktoze, kai bakterijos suvartoja gliukoze.

Rekombinantiniy baltymy raiSka transformantuose patikrinama paémus meéginius i$
auginamos kulttros ir atlikus jy analizg elektroforezés metodu. Remiantis ,,EXPASY ProtParam

programa, teorinés PB,m ir AN6P,m masés yra atitinkamai 11862,3 Da ir 11138,4 Da.
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Elektroforeogramoje (11 pav. A) matyti, jog po indukcijos IPTG vyksta tikslinio f,m baltymo
raiSka (11 pav. 2 — 5 takeliai) (matomos baltymo juostelés ties ~12 kDa molekulinés masés
zymeniu). B,m raiSka transformantuose autoindukcinéje terpéje prasideda 2-3 val. po dieninés
kulttiros uzsé¢jimo (11 pav. B, 8 — 10 takeliai). Transformantai auginami 5 val. po dieninés
kulttros uzséjimo. Elektroforeogramoje (11 pav. C, 11 — 14 takeliai) matyti, jog vyksta AN6B,m

baltymo raiska transformantuose autoindukcinéje terpéje.
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11 pav. E. coli bakterijy BL21 Star™ (DE3) kamiene ekspresuoty baltymy elektroforeogramos NDS-
PAAG. Cia M — molekulinés masés zymuo BP3602. A. 1 takelis — Iasteliy lizatas prie$ p,m geno raiskos
indukcijg IPTG, 2, 3, 4, 5 takeliai — lasteliy lizatai po f,m geno rai$kos indukcijos praéjus atitinkamai 1
2, 3, 4 val. (12 % NDS-PAAG); B. 6 — 10 takeliai — B,m geno raiska autoindukcingje mitybinéje terpéje
(méginiai imami kas valanda po dieninés kultiiros uzséjimo) (15 % NDS-PAAG). C. 11 — 14 takeliai —
ANBB,m geno raiSka autoindukcinéje terpéje (méginiai imami kas valandg po dieninés kultiiros uzséjimo)
(15 % NDS-PAAG).

Sio darbo metu i§ viso uzauginta 10,4 1 lasteliy kultdros. I$ 7,2 | gauta 27,62 + 0,01 g
biomasés, i$ kurios gryninamas ,m baltymas, i§ 3,2 1 gauta 23,22 + 0,01 g biomasés, skirtos
AN6fB,m baltymui gauti. Palyginimui: auginant lasteles LB terpéje i§ 1 litro lasteliy kulttiros
galima gauti 3,08 + 0,01 g biomasés, o i§ tokio pat tdrio lgsteliy kulthros, tik augintos
autoindukcinéje mitybin¢je terpéje, galima gauti 6,42 + 0,01 g biomasés, t.y., vir§ 2 karty
daugiau biomasés. Bakterijy kultiros su pET21b-AN6B.m konstruktu augintos tik

autoindukcinéje mitybingje terpéje.
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3.2 Rekombinantiniy f,m ir AN6f,m gryninimas

Baltymy gryninimo metodika priklauso nuo to, ar baltymas bakterijy citoplazmoje yra
ekspresuojamas tirpus, ar intarpiniuose kiineliuose. f,m baltymo tirpumas jvertinamas pagal
2.2.4 sk. pateikta metodika. 12 pav. pateiktoje elektroforeogramoje matyti, kad tik nedidelé dalis
B2m baltymo po Igsteliy suardymo ir centrifugavimo yra lIgsteliy lizato supernatante (pazyméta
kaip tirpi frakcija), didziausia dalis — lasteliy lizato nuosédose (netirpi frakcija). Vadinasi, f,m
baltymas sintetinamas intarpiniy kiineliy pavidalu. Literattiros $altiniuose (Esposito et al., 2000;
McParland et al., 2000; Chiba et al., 2003; Piao et al., 2003) taip pat pateikiama, jog
rekombinantinis B,m buvo ekspresuojamas intarpiniuose kiineliuose. Neieskojome biidy baltymo
tirpumui didinti ir renatiiravome bei gryninome jj i§ intarpiniy kiineliy. Tiriant AN6B,m baltymo

tirpumg buvo gautas panasus baltymy elektroforezés vaizdas.

Tirpilfrakcija Netirpi frakcija
A

50kDa

30kDa

20kDa
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10 kDa.
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12 pav. E. Colivbakterijuz BL21 Star™ (DE3) kamiene ekspresuoty baltymy elektroforezés vaizdas 15 %
NDS-PAAG. Cia M — molekulinés masés zymuo BP3602. Ant gelio uzne$ty frakcijy tariai pateikti
paveikslélio apacioje.

3.2.1 Renatiracija ir jony mainy chromatografija

Abu baltymai buvo renatiiruojami i$ intarpiniy kiineliy pagal tg pacig metodika (2.2.6 sk).

Gryninimo optimizavimas pradétas naudojant nedidelius sorbento ir méginio po
oksidacijos kiekius. Tam naudojama Tricorn 5/10 kolonélé, pakrauta DEAE-sefarozés sorbentu
(~5 ml). 2 ml méginys po oksidacijos per uznesimo kilpg uznesamas ant sorbento. f,m baltymo
eliucijos linijiniu NaCl gradientu (0-200 mM) chromatogramoje (13 pav. A) matoma, kad
sorbuotas baltymas iSeina vienu piku (pazyméta numeriu 2) ir gerai atsiskiria nuo priemaiSiniy
baltymy smailés (pazyméta numeriu 1). ElektroforetiS$kai analizuojama kickviena piko frakcija.
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Nustatyta, kad pagal molekuling mase¢ sorbuotas baltymas yra p,m. Elektroforezei panaudotas
méginiy uzne$imo dazas be DTT, todél galima daryti prielaida, kad B,m baltymo oligomery
nesusidaro. Vizualiai matoma, kad baltymas yra labai S$varus. Remiantis programos
“mylmageAnalysis” analize, jo grynumas yra daugiau nei 95 %. Tokiu bidu i§ 2 ml baltymo
misinio galima gauti ~ 0,8 mg B.m baltymo. Taciau nemaza jo dalis yra nuplaunama kartu su
priemaiSomis (13 pav. A — 1 pikas, B — 1 takelis). Taip gali bati dél to, kad baltymas nespéja

prisikabinti prie sorbento ir yra per greitai eliuojamas arba sorbento yra per mazai.
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13 pav. A - E. coli BL21 Star™ (DE3) kamiene ekspresuoto B,m gryninimas jony mainy
chromatografijos metodu, naudojant Tricorn 5/10 kolonéle. Eliucijos sglygos: 20 mM Tris-HCI pH 8,
linijinis 0-200 mM NaCl gradientas, 3 ml/min, 5 min. Zalia kreivé — 200 mM NaCl linijinis
gradientas, %; mélyna — baltymy absorbcijos profilis, kai A = 280 nm; raudona — surenkamos tirpalo
frakcijos po eliucijos, I smailé — nesisorbave baltymai; 2 smailé — B,m baltymas. B — po jony mainy
chromatografijos surinkty méginiy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje. Cia M — molekulinés masés
zymuo, 1 takelis — nesisorbave baltymai, 2 — 4 takeliai — eliuvojamy baltymy frakcijos su tiksliniu baltymu
Bom (trys frakcijos i$ antros smailés Sio paveikslo A dalyje).
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Geram atskyrimui jony mainy chromatografijos metodu labai svarbus parametras yra
uzneSamo méginio kiekis: kai jis per didelis, visa kolona uzpildoma baltymu, o prie sorbento
neprisikabings tikslinis baltymas yra nuplaunamas ir tokiu biidu prarandamas. Kad to iSvengti,
taCiau tuo paciu iSnaudoti visg sorbento gebéjimag prikabinti tikslinj baltymg, buvo nuspresta
atlikti ,,chromatografinj titravimg“: ant sorbento (~5 ml) uzneSsama po 0,3 ml méginio po
oksidacijos (14 pav.), o neprisikabing baltymai po kickvieno uznesimo eliuojami 20 mM Tris-
HCI pH8 Dbuferiniu tirpalu bei renkamos frakcijos NDS-PAAG analizei. 14 pav.
elektroforeogramoje matyti, kad penktajj karta uznesus 0,3 ml nufiltruoto méginio po oksidacijos
ant kolonélés (i$ viso 1,5 ml), eliuojama nemaza dalis tikslinio baltymo. Nuplovus baltyma nuo
sorbento linijiniu NaCl gradientu ir surinkus frakcijas, spektrofotometriSkai nustatyta baltymo
absorbcija ir paskai¢iuota baltymo koncentracija (pagal 2.3 formule). Nustatyta, kad pakanka
1,5 ml méginio po oksidacijos tam paciam baltymo kiekiui (~0,8 mg i§ gryninimo, aprasyto 13
pav.) gauti. Ant DEAE-sefarozés sorbento (~5 ml) uznestas ~1,2 ml baltymo misSinio kiekis yra

optimalus ir tokios proporcijos laikomasi naudojant didesnj sorbento kiekj.
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14 pav. ,,Chromatografinis titravimas* jony mainy chromatografijos metodu. Rozinés spalvos punktyrais
pavaizduojamas 0,3 ml méginio uzneSimas ant sorbento; virSuje — surinkty frakcijy elektroforetiné analizé
15 % NDS-PAAG. Numeracija gelio nuotraukoje atitinka chromatogramoje Zaliai pazyméta numeracija
(¢ia Zyméjimas 1.1, 1.2 bei 2.1 ir 2.2 reiSkia, kad buvo tikrinama po dvi frakcijas i$ kiekvienos smailés).
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Siekiant gauti didesnj baltymo kiekj, nuspresta gryninimga atlikti su didesne kolonéle (XK
26/20), tuo paciu didinant sorbento (~ 50 ml) bei ant jo uzneSamo méginio po oksidacijos
(~ 12 ml) tarj, kuris buvo uzneSamas naudojantis 50 ml superkilpa. Buferinio tirpalo tekéjimo
greitis, atsizvelgiant j kolonos apribojimus, buvo parinktas kiek galima didesnis (3 ml/min), 0
baltymas atplaunamas nuo sorbento per 120 min. Palyginus 13 ir 15 pav. pateiktas
chromatogramas, matyti, kad jy profiliai truputj skiriasi. 15 pav. vietoj vieno piko matomi du
persidengiantys pikai. Panaudojus méginiy uzneSimo dazg be DTT ir iSanalizavus surinktas piky
frakcijas elektroforetiskai (15 pav. elektroforezés nuotrauka) paaiskéjo, kad pirmame pike
atskiriami monomerai, 0 antrame - monomery ir galimai dimery miSinys. Frakcijos, kuriose
monomerinis B,m yra Svariausias, apjungiamos, dializuojamos 10 mM Tris-HCI buferiniame
tirpale (pH 8). Nustatyta, kad i§ vieno tokio gryninimo galima gauti apie 4,8 mg baltymo.

Literattiros $altiniuose pateikiama, kad tolesnis gryninimo etapas yra gelfiltracija, kurios
metu papildomai pasalinamos druskos, priemaisos ir oligomerai. Tac¢iau vietoj gelfiltracijos buvo
apsiribota ,,Amicon Ultra®-15” koncentratoriais; jais pasalintos priemai$os, kuriy dydis daugiau
nei 30 kDa. Apibendrinant $ig gryninimo dalj, galima teigti, kad norint gauti pakankamai $vary

2m monomera, pakanka jj gryninti jony mainy chromatografijos metodu.
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15 pav. Rekombinantinio f,m gryninimas jony mainy chromatografijos metodu bei surinkty frakcjy
analizé 15 % NDS-PAAG. Chromatografijos salygos: 20 mM TrisHCI (pHS), 0-250 mM NaCl linijinis
gradientas, 75 min, 4 ml/min, sorbento ~ 50 ml, >10 ml uzne$samo méginio po oksidacijos. Surinktos
frakcijos po gryninimo sumaiSomos su 5x méginiy uzneSimo dazu be DTT ir analizuojamos 15 % NDS-
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PAAG. Raudonu sta¢iakampiu apibraukti susidarg f,m baltymo dimerai.

AN6B,m baltymo gryninimas jony mainy chromatografijos metodu sudétingesnis.
Pabandyta AN6B,m baltymg gryninti tokiomis paciomis sglygomis kaip ir B,m. Remiantis 16
pav. pateikta chromatograma ir surinkty frakcijy elektroforezés nuotrauka, AN6p,m baltymas
atplaunamas nuo sorbento ne pirmu piku, kaip kad fom baltymo atveju, bet antru. Pirmuoju pagal
molekuling mas¢ gali bati atplaunami AN6B,m baltymo dimerai, arba tai nezinomas E. coli
baltymas. Be to, pikai 1 ir 2 (pazyméta raudonai) yra geriau atskiriami tarpusavyje. Lyginant su
15 pav. pateikta fom gryninimo jony mainy metodu chromatograma, vizualiai matoma, jog
AN6f,m baltymo iSgryninama daug maziau (4 kartus mazesné baltymo absorbcija). ISmatavus
baltymo absorbcija po chromatografijos nustatyta, kad i$ vieno tokio gryninimo galima gauti

apie 1 mg AN6B,m baltymo.
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16 pav. Rekombinantinio AN6B,m gryninimas jony mainy chromatografijos metodu bei surinkty frakcjy
analizé 15 % NDS-PAAG. Chromatografijos salygos: ~50 ml DEAE-sefarozés sorbento, ~12 ml
uzne$amo oksiduoto méginio, 20 mM TrisHCI, 0 - 400 mM linijinis NaCl gradientas, 3 ml/min, 75 min.
Surinktos frakcijos po gryninimo sumai§omos su 5x méginiy uzne§imo dazu be DTT ir analizuojamos 15
% NDS-PAAG. Elektroforeogramoje skaiciais pazyméti takeliai atitinka chromatografijos metu surinkty
frakcijy méginius. Raudonu sta¢iakampiu apibraukti galimai susidare AN6B,m baltymo dimerai.
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Auksciau pateiktose elektroforeogramose (13-16 pav.) matyti, kad baltymy juostelé, kuri
atitinka baltymus Bom ir AN6B,m, pagal dydj pakankamai tiksliai uzima sritj tarp 10 ir 15 kDa
molekulinés masés Zymeny. Taciau elektroforezé néra pakankama patvirtinti, kad buvo iSgryninti
reikiami baltymai, todél buvo atlikta baltymy méginiy masiy spektrometriné analizé (atliko dr.
Vytautas Smirnovas). Ji patvirtino, kad méginiuose esanciy baltymy molekuliniy masiy vertés
sutampa su teoriSkai nustatytomis (6 lentelé). Tuo remiantis buvo padaryta iSvada, kad buvo

gauti tiksliniai baltymai.

6 lentelé. Teoriniai duomenys, gauti pasinaudojus ,,ProtParam programa bei masiy
spektrometrinés analizés duomenys.

Teoriné molekuliné masé, Da Praktiskai iSmatuota molekuliné masé, Da
Bom 11862 11861+ 1
AN6B,m 11138 11137+ 1

IS viso Sio darbo metu buvo atlikti 23 gryninimai jony mainy chromatografijos metodu,
po kuriy buvo gauta 27,62 + 0,01 mg B.m baltymo ir 4,39 + 0,01 mg AN6B,m baltymo
(grynumas 87-95 %). Sunku jvertinti, ar gaunamos didelés baltymy iSeigos, ar mazos, nes
analizuotuose literatiros Saltiniuose niekas nepateikia, koks kiekis baltymy buvo gautas,
dazniausiai nurodomos tik sukoncentruoto baltymo koncentracijos ir grynumas (Esposito et al.,

2000; McParland et al., 2000; Chiba et al., 2003; Piao et al., 2003).

3.3 Rekombinantiniy f,m ir AN6f,m agregacijos tyrimai

Bom ir AN6B,m baltymy spontaninés ir nuo séklos priklausomos agregacijos procesas
stebimas naudojant amiloidams specifinj dazg ThT ir matuojant jo fluorescencijos pokytj laike.

Bom amiloidinés fibrilés ruosiamos 50 mM glicino-acetatiniame buferiniame tirpale su
100 mM NaCl, inkubuojama 37 °C temperatiiroje 72 valandas. Remiantis literatliros Saltiniais
(McParland et al., 2000; Chiba et al., 2003), buvo nuspresta fibriles ruosti buferiniame tirpale,
kurio pH 2,5, o reakcijos miSiniai 1,5 ml talpos mégintuvéliuose inkubuojami skirtingai: laikomi
stacionariai arba maiSomi aplink horizontalig a§j besisukanc¢ioje maisykléje. Laikui bégant buvo
imami meginiai, kurie buvo analizuoti ThT fluorescencinés analizés metodu. Gautos kreives (17
pav. A) parodo, kad maiSymas labai paspartina fibrilogenezg, t.y., gaunami zZymiai didesni (net
10-11 karty) ThT dazo fluorescencijos intensyvumai.
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Atlikus spontanine agregacijg nuspresta jsitikinti, ar tikrai susidaro amiloidinés fibrilés
aukscCiau aprasytomis sglygomis. Tam buvo pasitelkta atominés jégos mikroskopija. Analizuoto
méginio su fibrilémis nuotrauka pateikta 17 pav. B. Joje galima matyti, kad susidaro daug p.m

amiloidiniy fibriliy, kuriy ilgis nuo 100 nm iki 1,5 pm.
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17 pav. A. Bm amiloidiniy fibriliy susidarymas in vitro, reakcijos misinio nemaiSant (raudoni
apskritimai) ir maisant (~10 apm) 37 °C temperatiroje (juodi kvadratéliai). Amiloidinés B,m fibrilés
ruoSiamos tokiomis sglygomis: 50 mM glicino-acetatiniame buferiniame tirpale su 100 mM NacCl,
pH 2,5, 72 val. Paklaidos apskai¢iuotos i$ trijy pakartojimy. B. B,m fibriliy nuotrauka, gauta atominés
jégos mikroskopu. Fibrilés paruostos taip, kaip aprasyta 17 pav. A dalyje. Skenavimo dydis — 5 pm.
Nuotraukas gavo T. Sneideris ir D. Sulskis.

Yra zinoma, kad amiloiding agregacija galima pagreitinti | méginj pridedant nedidel;j kiekj
to baltymo fibriliy (séklos). Dazniausiai tokiems eksperimentams naudojama séklos
koncentracija — keli procentai nuo visos méginyje esanio baltymo koncentracijos. Buvo
pabandyta iSsiaiSkinti fom s€klos efektyvumo Zemuting riba. Atlikus serijg eksperimenty,
nustatyta, kad per 15 val. nuo eksperimento pradzios galima stebéti amiloidiniy fibriliy
susidaryma, kai yra 0,0001 % séklos ir daugiau (18 pav.). Vadinasi, norint pagreitinti ,m
amiloidiniy fibriliy susidaryma, pakanka pridéti vienag molekule amiloidinés Bom formos

milijonui natyvaus f,m molekuliy.
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18 pav. Skirtingos B,m séklos koncentracijos reakcijos miSinyje jtaka monomerinio B,m gebéjimui
agreguoti, nustatyta matuojant ThT fluorescencijos intensyvuma. Sékla suformuota 50 mM glicino-
acetatiniame buferiniame tirpale su 100 mM NaCl, maisant ~10 apm, 37 °C temperatiiroje 72 valandas
(pH 2,5). Suformuotos B,m fibrilés skaldomos ultragarsu (fibriliy galy padauginimui) (MS72 antgalis, 10
min, 20 % amplitudé, 30 s veikimo / 30 s poilsio reZimas), nedelsiant sumai$omos su monomerinio
baltymo miSiniu ir i$pilstoma po 20 ul (po 3 pakartojimus). Fibriliy ilgéjimo kinetika stebima matuojant
ThT fluorescencijg 60 °C temperatiiroje 15 val. besisukanc¢iame rotoriuje (,,QIAGEN Rotor-Gene Q”
analizatoriuje).
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ISvados

1. Gauti raiskos konstruktai pET21b-B,m ir pET21b-AN6B,m.

2. Tiksliniai baltymai ekspresuojami intarpiniy kiineliy pavidalu.

3. Renatiiruojant ir gryninant f,m baltymg jony mainy chromatografijos metodu galima
gauti pakankamai Svary baltyma (87 — 95 % grynumo), tad gryninimas gelfiltracijos
biidu néra biitinas.

4. I8gryninta 27,62 + 0,01 mg Bom ir 4,39 £+ 0,01 mg AN6,m.

5. Nustatyta, kad norint pagreitinti B;m amiloidiniy fibriliy susidaryma pakanka prideéti

vieng molekule amiloidinés fom formos milijonui natyvaus 3;m molekuliy.
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B.-mikroglobulino ir AN6B,-mikroglobulino geny konstravimas ir raiska,

rekombinantiniy baltymy gryninimas bei jy agregacijos tyrimai

Magistro darbas

Gerda Blantaityté

SANTRAUKA

Amiloidozémis apibtuidinamos ligos, kuriy metu normaliomis salygomis tirpus baltymas ar
peptidas virsta netirpiomis fibrilinémis struktiromis ir sudaro nuosédas. Su dialize susijusios
amiloidozés patogenezéje pagrindinj vaidmenj atlicka baltymas f,-mikroglobulinas (Bom) ir
SeSiomis aminoriig§timis N gale trumpesné baltymo forma ANG6f,-mikroglobulinas. B,m yra
MHC 1 komplekso lengvoji grandiné ir normaliomis salygomis yra lengvai paSalinamas per
inkstus. Taciau inksty nepakankamumo atveju pacientams ilga laika vykdoma dializé — dirbtinis
kraujo valymo buidas per pusiau pralaidziag membrang, pro kurig f,m nedifunduoja ir pradeda
kauptis organizme. llgainiui susidaro amiloidiniy fibriliy sankaupos griau¢iy sistemoje, dél kuriy
i8sivysto rieSo kanalo sindromas, destruktyvi artropatija, liZta kaulai.

Sio baigiamojo darbo metu sukonstruoti B,m ir AN6B,m baltymus koduojantys raiskos
konstruktai pET21b-f,m ir pET21b-AN6B,m buvo sékmingai transformuoti | kompetentines
E. coli BL21 Star™ (DE3) lasteles. Baltymai buvo ekspresuoti intarpiniy kiineliy pavidalu,
renatiiruoti ir iSgryninti jony mainy chromatografijos metodu. IS viso gauta 27,62 + 0,01 mg
Bom ir 4,39 + 0,01 mg AN6B.m baltymo. Parodyta, kad galima gauti pakankamai Svarius
baltymus (85— 97 %) naudojant vien tik jony mainy chromatografijg. Pasitelkus ThT
fluorescencijos analiz¢ ir atominés jégos mikroskopija parodyta, kad galima gauti Siy baltymy
amiloidines fibriles in vitro. Taip pat parodyta, kad tam tikromis sglygomis galima stebéti

amiloidiniy fibriliy susidaryma, kai yra 0,0001 % séklos ir daugiau.
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Cloning, expression, purification and aggregation studies of

recombinant p,-microglobulin and AN6p,-microglobulin

Master thesis
Gerda Blantaityté
SUMMARY

Amyloidosis is an insoluble protein fibril that is deposited in the extracelular spaces of
organs and tissues as a result of changes in protein folding. B,-microglobulin (B.m), a typical
domain of immunoglobulin, and its truncated variant AN6B,m are major components of amyloid
fibrils formed in dialysis-related amyloidosis. Long-term dialysis treatment for kidney diseases
can induce the fom amyloid deposition in osteoarticular tissues that causes various disorders,
such as destructive cystic bone lesions or carpal tunnel syndrome.

In this study, recombinant human p,.microglobulin and its truncated variant AN6[2-
microglobulin genes were amplified and cloned into pET21b vector and expressed in
E. coli BL (21) Star™ (DE3) cell strain. Later it was purified by ion exchange chromatography.
27,62 + 0,01 mg of Bom and 4,39 + 0,01 mg of AN6B,m was produced and it was shown that
ion excange chromatography alone is sufficient to obtain f,m of 87 — 95 % purity, which is
suitable for aggregation studies. Using ThT fluorescence assay and atomic force microscopy the
formation of amyloid-like fibrils was confirmed. In addition, it was demonstrated that as few as

0,0001 % of B,m seeds can induce fibrillogenesis of native B,m at conditions stated in this work.
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Priedai

7 lentelé. Oligonukleotidiniy pradmeny sekos ir biidingos savybés. Sekose juodai
paryskintos restrikcijos endonukleaziy Ndel ir Xhol atpazjstamos sekos, ATG — transliacijos

pradzios kodonas, TAA — transliacijos pabaigos kodono atvirkstinis komplementarus kodonas.

Pradmens seka (5°23° kryptimi)
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T, °C

68
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19 pav. Plazmidziy pET21b-B,m ir pET21b-AN6B,m genolapiai. Sumodeliuota pasitelkus ,,SnapGene

Viewer” programa®.
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