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IVADAS

Amiloidai — baltyminés kilmés nenatyvios struktiros dariniai randami organuose ir
audiniuose. Siy netirpiy, fibriles formuojan¢iy baltymy agregatai pasizymi dominuojanéia
antrine B-klos¢iy struktira. Sie baltymai yra siejami su patologiniais veiksniais sukelianciais
amiloidoze¢ (Rambaran et al. 2008). Vienas i§ praktiSkai sutinkamy amiloidozés pavyzdziy yra
transmisinés spongiforminés encefalopatijos (angl - transmissible spongiform encefalopathy)
kitaip dar vadinamos priony ligomis. Tai plati grupé apimanti jvairias ligas i§ kuriy zinomiausios
yra Kuru liga, galvijy kempinligé¢, aviy skrepi, 1étinis elniy ir briedziy iSsekimas, Creutzfeldt-
Jakob liga, mirtina paveldimoji nemiga (angl — fatal familial insomnia), ir Gerstmann-Straussler-
Scheinker (toliau - GSS) sindromas (Kundu et al. 2003).

Viena i$ labiausiai intriguojanc¢iy su liga susijusiy mutacijy yra zmogaus prioninio baltymo
145 pozicijoje esanéio tirozing koduojan¢io kodono pasikeitimas j stop kodona. Si mutacija
lemia GSS liga, kurios simptomas yra prioninio baltymo fibriliniy agregaty sankaupos
smegenyse (Kundu et al. 2003).

Siuo metu apie GSS liga sukeliantj prioninio baltymo mutanta yra maZai Zinoma.
Ekspermentiniais tyrmais jrodyta, kad in vivo prionas yra infektyvus (Choi et al. 2016). Taciau
agreguojant pilno ilgio prioninj baltymag in vitro, gaunami neinfektyvis fibriliniai agregatai.
IStyrus prioninio baltymo 144 stop mutantg ir jo agregacijos Savybes in vitro, biity galima
atsakyti ] klausimg, ar §is mutantas galéty infekuoti pilno ilgio pelés prionin} baltyma,
paversdamas jj infektyviu. In vitro sglgomis sugebéjus gauti pilno ilgio infektyvy pelés prioninj

baltyma, bty galima istirti $io baltymo struktiira, identifikuoti agregacijos veiksnius.

Darbo tikslas — sukonstruoti ir iSgryninti pelés prioninio baltymo 144 stop mutanta bei
18tirti jo agregacija.

Darbo uZdaviniai:

1. Geny inzinerijos metodais sukonstruoti pelés prionino baltymo geno W144STOP
mutantg (toliau — moPrP23-143);

2. Atlikti moPrP23-143 sinteze E. coli lastelése;

3. ISgryninti tikslinj baltyma;

4. Atlikti moPrP23-143 agregacijos tyrimus bei patikrinti agregaty poveiki pilno ilgio
pelés prioniniam, bei moPrP89-230 baltymui.

10



LITERATUROS APZVALGA

1.1 Lastelinio prioninio baltymo struktara (PrP°)

Prioninis baltymas yra randamas gyviiny karalystés rtiSyse. TarpruSinis prioniniy baltymy
panaSumas tarp zinduoliy yra 90 % aminoriigi¢iy sekos. Zmogaus lastelinis prioninis baltymas
yra sudarytas i§ 253 aminorugsciy. Pirmos 22 N-galo ir paskutinés 23 C-galo aminoriigstys
koduoja signalines baltymo sekas. Be signaliniy seky yra 209 aminortigstys sudarancios pilnai
funkcionuojantj baltymg (1 pav.) (Surewicz et al. 2013). Prioninis baltymas yra sintetinamas
daugelyje audiniy, bet didziausi prioninio baltymo kiekiai yra randami centrinéje nervy sistemoje
(Westergard et al. 2007). N-galo signaliné seka yra nukerpama po to, kai baltymas perneSamas
per endoplazminio tinklo membrang. Hidrofobiné C-galo signaliné seka yra paSalinama
transamidinimo reakcijos metu, vietoje jos prijungiant glikozil-fosfatidilinozitolio (GPI) inkarg
ties 231 aminortugstimi (van Rheede et al. 2003). Kitos potransliacinés modifikacijos —
disulfidinés jungties susidarymas tarp Cys179 ir Cys214, bei N-glikozilinimas prie Asn181 ir

Asn197 aminorugséiy.

—
=

QGGGGW HGGGW ” %
S‘i’;iﬁ"iw 8 (o WP~ a1 - @ % a3 :‘g""'""‘*

seka

/

Oktapeptidiniai pasikartojimai 5.5

Nestruktirizuotas N-galas Struktdrizuotas C-galas

1 pav. Schematinis zmogaus PrP® struktiiros atvaizdavimas (pritaikyta i§ (Surewicz et al. 2013)).

Pirmo paveikslélio schemos galuose paminétos N ir C galo signalinés sekos (véliau vietoje
C-galo signalinés sekos prijungiamas GPI inkaras). N-galo srityje penki oktapeptidy
atsikartojimai yra pavaizduoti raudonos spalvos atspalviais. Pirmasis 1§ atsikartojimy yra
,pseudoatsikartojimas® kuriame triiksta histidino aminortugsties, kiti keturi yra identiSkos
PHGGGWGQ sekos atsikartojimai. Sie oktapeptidiniai atsikartojimai geba prisiriiti vario jonus
(pavaizduota linkiais grafike). Penktasis regionas, kuris prisiriSa varj yra paryskintas mélynai.
Hidrofobinis polindrominés sekos regionas paryskintas violetine spalva. C-galo domeno srityje
antrine struktiira sudaro trys a spiralés ir viena P klosté (pav. 2). Disulfidinis tiltelis pavaizduotas

geltona linija, o glikozilintos vietos pavaizduotos prijungtomis angliavandeniy grupémis.

11
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2 pav. Prioninio baltymo 3D struktdira. Skirtingi antrinés struktiros elementai yra suzyméti (H1,H2,H3),

atitinkamai o spirales domenus (pritaikyta i§ (Colacino et al. 2006)).

1.2 Prioninés ligos

Priony ligos arba kitaip transmisinés spongiforminés encefalopatijos (TSE) yra mirtinos
neurodegeneratyvinés centrinés nervy sistemos ligos. Jos charakterizuojamos kaip ilgo
inkubacinio periodo ligos, kuriy metu atsiranda nenormalaus prioninio baltymo PrP*° sankaupos,
spongiozé, gliozé ir neurony praradimai (Sarah E. Lloyd et al. 2013; Aguzzi et al. 2009; Riesner
2003). Zmonése skirtingos $iy ligy formos yra apibiidinamos kaip: spontaninés — Creutzfieldt-
Jakob liga (CJD), mirtina nemiga (sFI), kintanti proteazéms jautri prionopatija (VPSPr);
genetinés (mutacijos arba genetiniai jterpimai j prioninio baltymo genag, Kkuris randamas
dvidesimtoje chromosomoje (Kitamoto, T.; lizuka, R.; Tateishi 1993)) — genetiné CJD, mirtina
paveldimoji nemiga (FFI), Gerstmann-Straussler-Scheinker liga (GSS); infekcinés — naujo
varianto CJD, jatrogeniné CJD bei kuru liga (Weissmann 2004; Abid et al. 2006).

1.2.1 Gerstmann-Straussler-Scheinker liga

GSS yra létai progresuojanti paveldima centrinés nervy sistemos dominanting
neurodegeneratyviné liga. Tikrajj ligos paplitimg sunku apibrézti, bet teigiama, kad apytiksliai 5
i§ 100 000 000 Zmoniy serga GSS (Liberski 2012). Liga detaliai aprasyta Gerstmanno 1928 m., 0
véliau Gerstmanno, Strdusslerio bei Scheinkerio 1936 metais iSleistas straipsnis, kurio leidéjy

vardais ir buvo pavadintas §is sindromas. Gerstmannas 1928 metais savo straipsnyje pamingjo
12



savitg refleksg, kai pacientui iStiesus abi rankas ] priekj prieSais kruting, jo galva visada

pasisukdavo j vieng pusg, bet sukryziavus rankas galva zitirédavo tiesiai (Liberski et al. 2012).

GSS ligos metu pastebimos didelés amiloidiniy fibriliy sankaupos smegenélése. Sig liga
sukelia jvairios prioninio baltymo mutacijos. Pirmoji i§ mutacijy buvo nustatyta ties 102 kodonu,
po to atrastos kitos ties 105, 117, 131, 145, 187, 198, 202, 212, 217 ir 232 kodonais (Liberski
2012).

Siame darbe nagrinéjama 145 kodono tagkiné mutacija, kurioje tirozino aminoriigstj
koduojantis kodonas (TAT) pakei¢iamas j stop kodona (TAG). Si mutacija pirma karta
literatiiroje paminéta 1993 metais, straipsnyje minimas pacientas turintis unikalius Klinikinius ir
patologinius pozymius. Moteris pasizyméjo atminties praradimu, progresuojancia dementija,

disorientacija ir sumazéjusiu gebéjimu bendrauti (Kitamoto, T.; lizuka, R.; Tateishi 1993).

1.3 PrP* struktiiros modeliai

Priony ligos yra mirtini Zinduoliy neurodegeneraciniai sutrikimai. Siy nejprasty ligy
patogeniSkumas susijes su baltymo konformaciniais pokyciais. Lastelinis prioninis baltymas
(PrP%) konformaciniy persitvarkymy metu pasikei¢ia j nenormaly ,,skrepi (angl — scrapie)
prioninj baltyma (PrPSC). Toks biisenos peréjimas lemia padidéjusi B-kolstiniy elementy kiekj ir
visiska o-spiralinés struktiros sumazéjima. PrP*° dalinai atsparus cheminiams ir terminiams

veiksniams, bei proteolizei (van Rheede et al. 2003; Aguzzi et al. 2004; Eghiaian et al. 2004).

Siuo metu infektyvaus PrP*® struktiira néra iki galo apibrézta ir vis dar tiriama, o paplite
struktiiriniai modeliai daugiausiai apibréZia rekombinantinio prioninio baltymo (rPrP)
amiloidiniy agregaty struktiira (Groveman et al. 2014). Vieni i§ pirmyjy PrP*° tyrimy parodé, kad
infektyvus prioninis baltymas, priesingai nei Igstelinis, turi regiong atspary karpymui proteinaze
K (PK) — sukarpomas N-galas ir lieka PK atsparus branduolys vadinamas PrP27-30 (McKinley
et al. 1983; Requena et al. 2014; Leske et al. 2017).

Pirmieji infektyvaus prioninio baltymo struktiiros tyrimai buvo atlikti 1993 metais.
Apskritiminio dichroizmo metodu nustatyta, kad PrP* sudaro ~20 % o spiralés ir ~34 % P
klostés (Safar et al. 1993). Tais paciais metais pasitelkiant FTIR analizés metoda buvo nustatyta
kitokia PrP* struktiiros o spiraliy ir B klos&iy kompozicija, atitinkamai — 30 % ir 43 % (Cohen
et al. 1993). Remiantis naujesniais tyrimais buvo parodyti skirtumai tarp rekombinantinio
prioninio baltymo amiloidiniy fibriliy ir PrP**. EPR tyrimu nustatyta, kad rekombinantinio
baltymo fibrilés turi B klostes nuo 162 aminoriigsties, kurios tesiasi iki pat galiniy aminortgsciy

C gale, 0 PrP> f klostés prasideda jau nuo 89 (Surewicz et al. 2013). 2012 metais Smirnovas su
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kolegomis pasitelkdami vandenilio-deuterio pasikeitimo grei¢io tyrimus su masiy spektroskopu
(3 pav.) irodé, kad PK atsparus PrP>® domenas prasideda nuo 80-90 aminortigiéiy iki pat C-galo
yra sudarytas i$  klosCiy, kurias jungia erdviniai aminortig§¢iy linkiai ir kilpos (Smirnovas et al.
2011).
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3 pav. Deuterio-vandenilio pasikeitimo grafikai per 240 val. a — PrP*° gautas i3 laukinio tipo pelés uzkréstos
22L kamieno PrP%°. b — amiloidinés fibrilés suformuotos i§ rekombinantinio prioninio baltymo 89-231 (pritaikyta i3
(Smirnovas et al. 2011)).

1.4 PrP23-144

Prioninio baltymo Y145Stop mutantas (PrP23-144), kuris yra vienas i§ GSS ligos sukéléjy
geba formuoti amiloidinius agregatus in vitro. 2003 metais Kundu su kolegomis atominés jégos
mikroskopu (angl. - Atomic Force Microscopy (AFM)) pavaizdavo Sio mutanto suformuotus
amiloidinius agregatus (4 pav.) (Kundu et al. 2003). Véliau naudojantis kietos fazés branduoliy
magnetiniy rezonansu (angl. - Solid State Nuclear Magnetic Resonance (SSBMR)) buvo

nustatyta Siy fibriliniy agregaty erdviné struktiira.
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4 pav. huPrP23-144 amiloidiniy agregaty vaizdai. a - huPrP23-144 fibrilés; b - padidinta hu23-144 fibrilé
(pritaikyta i§ (Kundu et al. 2003)).

Pasirodo, jog Sio baltymo fibriliniy agregaty N galo seka yra bestruktiiré, o vienintelé
aptikta strukttira yra B klostytas regionas nuo ~110 iki pat C-galinés aminoriigsties (5 pav.)
(Helmus et al. 2010).

23 30 40 50 60 70 80
KKRPKPGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRY PPQGGGCGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQ

90 100 110 120 130 140 144
PHGGGWGQGGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPITIHFGSD

p1 p2 p3

5 pav. huPrP23-144 aminoriigs¢iy seka. Remiantis branduolinio magnetinio rezonanso (BMR)
spektroskopijos rezultatais nustatyti pilkais staciakampiais pazyméti B-klostyti regionai (pritaikyta i§ (Helmus et al.
2010)).

Sio mutanto tyrimy svarba idkelta 2004 metais, kai Vanik‘as su kolegomis istyré PrP23-
144 tarprii§inj barjerg tarp zmogaus, pelés, sirijos ziurkéno. Sie mokslininkai iskélé idéja, jog
lastelinio PrP vertimas j PrP* gali bti atlickamas in vitro panaudojant PrP23-144 (Vanik et al.
2004).

141 moPrpP23-143

Pelés modeliai yra vieni i§ mégstamiausiy genetikams. Kol moksliniai atradimai vystosi,
pelés mokslininkams gali pasitilyti daugelj privalumy, ypa& priony ligy tyrimuose. Zmogaus ir
peliy neurodegeneratyviniy ligy patologija yra labai panaSi. Abiejy riiSiy genomai yra
pakankamai panasts, todél tiriant peliy neurodegeneratyviniy ligy pozymius galima bty
modeliuoti Zzmogaus ligy modelius, ypa¢ kai zmoniy ir peliy biocheminiai keliai ir lgsteliy

mechanizmai sutampa (Sarah E Lloyd et al. 2013).

Nors tarprisiniai prioniniai baltymai yra labai panasis tarpusavyje tiek aminortigsciy

sekomis, tiek struktiira, svarbu apibrézti minimalius skirtumus, kurie turi jtakos tarpriiSiniam
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barjerui, bei savitai agregacijos kinetikai. Pelés prioninio baltymo mutantas moPrP23-143,
literatiiroje aprasomas kaip moPrP23-144, dél Sio mutanto palyginimo su zmogaus prioninio
baltymo mutantu 23-144. Sie skirtingy r$iy prioninio baltymo mutantai skiriasi ne tik 8

aminoragstimis, bet ir aminortgs¢iy kiekiu (6 pav.) (Vanik et al. 2004; Jones et al. 2005).
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23 144

6 pav.Zmogaus (hu), pelés (mo) ir sirijos Ziurkéno (Sha) PrP aminoriigd¢iy palyginimas ir skirtumai 23-144
sekoje (Pritaikyta i§ (Jones et al. 2005)).

Nors zmogaus ir pelés prioninio baltymo mutantai néra visiskai identiski, jy formuojami
fibriliniai agregatai remiantis, Furje transformacijos infrafaudonyjy (FTIR) bangy

spektrometriniais duomenimis, sutampa (7 pav.) (Jones et al. 2005).
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7 pav. Zmogaus ir pelés prioninio baltymo Y145Stop mutanty palyginimas. A — FTIR spektry palyginimas
kairé¢je huPrP23-144 amiloidiniy agregaty spektras, deSinéje moPrP23-143 amoloidiniy agregaty spektras. B —
atominés jégos mikroskopo vaizdai, kairéje huPrP23-144 amiloidinis agregatas, deSiné¢je moPrP23-143 amoloidinis

agregatas (pritaikyta i§ (Jones et al. 2005)).

Kadangi zmogaus ir pelés prioninio baltymo Y 145Stop/W144Stop mutanty FTIR spektras
parodo, kad struktariS$kai abiejy baltymy B klostyti regionai sutampa, buvo atliekti jy amiloidiniy
agregaty morfologijos tyrimai, kurie neparodé dideliy morfologiniy skirtumy (7 pav. B)

1.5 MoPrP23-143 infektyvumas in vivo

Norint jsitikinti ar moPrP23-143 yra infektyvus in vivo buvo paimtos dviejy tipy pelés —
laukinio tipo ir tga20 mutantai. Sioms peléms suleidus moPrP23-143 baltymo agregaty buvo
stebimas jy iSgyvenamumas (8 pav.). 100 % peliy miré nuo Sio baltymo poveikio jy organizmui
(Choi et al. 2016).
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8 pav. Isgyvenamumo priklausomybé nuo dieny skaiciaus po baltymo suleidimo. Raudona kreivé rodo
sveiky peliy iSgyvenamuma, kai joms buvo suleista moPrP23-143 fibriliniy agregaty PBS tirpale, mélyna —
sveikoms peléms suleistas pries tai eksperimente mirusiy uzkrésty peliy smegeny homogenizatas, Zalia — sveikoms
peléms suleistas antros generacijos eksperimente mirusiy peliy smegeny homogenizatas (Pritaikyta i§ (Choi et al.
2016)).

Yra pasitulytas hipozeé, kuri teigia, kad moPrP23-143 B klostinis aminoriigiciy segmentas
prisijungia prie analogiskoje vietoje esancio PrP® aminoriigi¢iy segmento, taip inicijuojant pilno ilgio

prioninio baltymo virsmg j infektyvy (9 pav.)

A B C
g@@ ﬁ}g

9 pav. Hipotetinis PrP® virtimo patogeniniu, pasitelkiant moPrP23-143 fibrilinius agregatus, mechanizmas. A
— PrP® aminoriigi¢iy ~112-139 segmentas prisijungia prie moPrP23-143 B klostés (~112-139 aminoriigiéiy). B —
fibriliy inicijuota PrP® ~112-139 aminoriigi¢iy segmento monomero virtimas j B struktira. C — kity B klosiy
susidarymas (Pritaikyta i§ (Choi et al. 2016)).
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1.6 Amiloidiniy baltymuy agregacija

1.6.1 Tioflavinas T

Vienas i§ pirmyjy metody skirty detektuoti amiloidines fibriles buvo aprasytas 1853m.
Tuomet Virchow‘ui nesveikus organus paveikus jodu ir sieros riugstimi dalis audiniy nusidazé
juoda spalva. XX a. pradzioje ir viduryje, audiniy pramonéje buvo naudojamas tamsiai
purpurinés spalvos dazas — Kongo raudonasis. 1959 metais Vassar ir Culling pademonstravo iki
Siol naudojamg dazg amiloidiniy fibriliy detekcijai. Tai benzatiazolo dazas - Tioflavinas-T (ThT)
(Biancalana et al. 2010). Prisijungus prie amiloidiniy agregaty ThT saZadinimo maksimumas
pakinta nuo 385 nm iki 450 nm, o emisijos nuo 445 nm iki 479-482 nm. ThT fluorescencija
priklauso tik nuo dazo kiekio prisijungusio prie amiloidiniy fibriliy (LeVine 1993; Amdursky et
al. 2012; Sabate et al. 2013). Pati ThT molekulé susideda i$ dviejy benzilamino ir benziltiazolo
ziedy (10 pav. A), kurie atitinkamai erdvéje sukasi vienas prie§ kitag (10 pav. B). Esant
amiloidinéms fibriléms, ThT prisiri$a prie jy (Bolognesi et al. 2010)(Khurana et al. 2005). Tokiu
atveju ThT ziedy sukimasis erdvéje sustoja suzadintoje buisenoje, o fluorescencija daug karty

padidéja (10 pav. C).
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10 pav. A — ThT molekulé, kuri sudaryta i§ benzilamino ir benziltiazolo Ziedy. B — pavaizduotos dvi
plokstumos, kurios sukasi erdvéje. C — ThT fluorescencijos spektras, raudonai pavaizduota kreivé, kai tirpale néra
amiloidiniy agregaty, o mélyna kreivé — esant amiloidiniams agregatams. D — vidinés fluorescencijos atspindzio
mikroskopijos atvaizdas, kur ThT yra prisijunggs prie gliukagono fibriliy (Pritaikyta i§ (Lindgren et al. 2005;
Biancalana et al. 2010)).

1.6.2 Amiloidiniy fibriliy susidarymas bei jos kinetika
PrP pasizymi savybe agreguoti j amiloidinius agregatus (Walker 2016). Nors

patogeniSkumo sukél¢jas iSlieka kontraversiSkas, daugiausiai jrodymy yra grindziami
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,baltyminio infektyvumo* (angl — ,,protein-only*) hipoteze, pagal kurig PrP* yra infektyvus
priono patogenas (Jones et al. 2005).

Bendra fibriliniy agregaty formavimosi mechanizmg pasitlé Brundin su kolegomis (11

pav.).
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11 pav. Baltymy agregacijos j amiloidines fibriles mechanizmas (pritaikyta i§ (Brundin et al. 2010)).

Naujai susintetinty polipeptidiniy grandiniy susilankstymas ] natyvig konformacijg ir
natyviy baltymy iSsilankstymas vyksta per tarping susilankstymo formg. Dalis tarpinio
susilankstymo formy geba savaime asocijuoti nestabily nenatyvios oligomerinés formos darinius,
kurie skiriasi struktiiriskai nuo natyvios formos (Chiti et al. 2006). Siy oligomery stabilumas
did¢ja dél papildomy tarpmolekuliniy sgveiky su kitais ne natyvios formos oligomerais per
papildomus sgveikos taskus. Galutiné mechanizmo stadija yra tada, kai susiformuoja stabilus ne
natyvios formos oligomeras. Tokie oligomerai veikia kaip agregacijos branduoliai 1§ abiejy galy
gebédami prijungti nenatyvius monomerus, kuriems prisijungus vyksta stabilaus oligomero
augimas. Dél skirtingy priezasCiy, oligomerai gali skilti — taip didé¢ja agregacijos branduoliy

kiekis (Brundin et al. 2010; Hasegawa et al. 2017; Iljina et al. 2016).

Amiloidiniy agregaty susidarymo kinetika gali buti eksperimentiskai stebima realiu laiku

naudojant fluorescentinj dazg ThT, jy kinetinés kreivés pavaizduotos (12 pav.)
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12 pav. Amiloidiniy fibriliy susidarymo kinetikos kreivés (Pritaikyta i§ (Brundin et al. 2010)).

Zalia kreivé — ,spontaniné“ agregacija, stabiliy oligomery susidarymas yra
termodinamiskai nepalankus, todél branduoliy susidarymas yra savotiska ,,lag* fazé, kurios metu
nestabillis ne natyvios formos oligomeriniai dariniai formuoja nukleacijos branduolius. Ilgé¢jimo
fazé yra eksponentiSka, dél agregacijos branduoliy savybés jungtis monomerus, bei Siy
branduoliy skilimo j mazesnius branduolius. Rusva kreivé — baltymo inicijuota agregacija, kai j
natyviy monomery misinj yra pridedama ,séklos* (nukleacijos branduoliy). Tokiu atveju
baltymy virsmas | fibrilinius agregatus prasideda eksponentinio ilgéjimo fazéje (Fraser 2014;
Biancalana et al. 2010; Brundin et al. 2010; Gillam et al. 2013; Hudson et al. 2009).

1.7 Infektyviy priony gamyba in vitro

Netinkamai sulankstomy baltymy cikliné amplifikacija (angl. — protein misfolding cyclic
amplification (PMCA)) yra metodika, kuri leidzia infektyvaus PrP>® gavima i§ PrP® in vitro.
Kadangi rekombinantinio prioninio baltymo amiloidiniai agregatai néra infektyvus, jvairiems
tyrimams reikalingas PrP® yra gaunamas pasitelkiant PMCA (Barria et al. 2012). Sio metodo
esmé, kad patologinis baltymas PrP*° veikia kaip ,.sékla“ ir indukuoja lastelinio prioninio
baltymo virtimg infektyviu. PrP*° yra gaunamas i§ gyvino, sergan¢io kempinlige, smegeny
homogenizato ir sumaiSomas su Igsteliniu prioniniu baltymu i§ sveiko organizmo smegeny
homogenizato (Soto 2011). Inkubacija yra pakartojama kelis kartus, méginio dalj ardant
ultragarsu ir vél jdedant j sveiko organizmo smegeny homogenizato misinj, kuriame yra PrPC.

Taip yra gaunami infektyvis prionai (Zhang et al. 2013; Morales et al. 2014, Barria et al. 2009).

Deja, rekombinantinj prioninj baltyma paveikus PrP> nesusidaro PrP* (Yuan et al. 2013).
Jeigu buity galima gauti infektyvy rekombinantinj baltyma in vitro atsirasty optimizuota PMCA

alternatyva, kurig naudojant galima biity atlikti infektyvaus prioninio baltymo strukttiros tyrimus.
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MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Aparatiira, medZiagos

2.1.1 Reagentai

AB Vilniaus degtiné: (96 %) vandeninis etanolio tirpalas;

Acros Organics: acto rastis (99,5 %); amonio chloridas (99,6 %); amonio persulfatas (99
%); dinatrio hidrofosfatas (99 %); druskos riigsties tirpalas vandenyje (37 %); glicerolis (99 %);
guanidino hidrochloridas (98 %); natrio chloridas; natrio sulfatas (99 %); natrio Sarmo tirpalas
vandenyje (50 %); nikelio chloridas (98 %); trichloracto ragstis (99 %); TRIS (99,9 %).

Carl Roth: Deuterio oksidas (99,8 % D); guanidino hidrochloridas(99,7 %, protein grade); LB-

medium terpé.

Fisher Scientific UK: agarozé; akrilamido:bisakrilamido tirpalas vandenyje (40 %); amonio
chloridas (99 %); dekstrozé (99,8 %); dazas Kumasi brilianto mélis R-250; kalio dihidrofosfatas
(99,94 %); laktozé (99,5 %); magnio sulfatas (99,5 %); mieliy ekstraktas; natrio chloridas (99,0
%), TEMED; TRIS (99 %).

Sigma Aldrich: tioflavinas T.

Termo Fisher Scientific Baltics: 4X DNR pavyzdzio buferinis tirpalas (Orange DNA Loading
Dye); baltymy molekulinés masés Zymenys (Pierce TM Unstained protein MW Marker ir EZ-
Run Rec Protein Ladder); DNR molekulinés masés zymuo (O‘GeneRuler DNA Ladder Mix);
dNTP miSinys; restrikcijos endonukleazeé (Dpnl); PGR rinkinys Phusion High Fidelity PCR Kit;
plazmidinés DNR gryninimo rinkinys GeneJET Plasmid Miniprep Kit.

2.1.2 Laboratoriné jranga

e Atomingés jégos mikroskopas ,,Dimension Icon Bruker*

e Autoklavas ,,AHS-75N* (Raypa);

e (entrifuga (Saldoma) ,,Herolab HiCen SR* (AF 6.500 ir AS 4.500 rotoriai);

e Chromatografiné koloné¢lé ,,XK26%;

e Chromatografiné sistema ,,Akta explorer*;

e Dializés zarna 49,5 mm diametro ,,Zella Trans Roth* (pralaidumas 6-8KDA)

e FElektroforezes aparatas ,,Biometra Minigel-Twin* su ,,Biometra PS 300 T* srovés Saltiniu,
e Filtras 0,45um pory dydzio ,,Sartorius Stedim Biotech*;

e FTIR spektrometras ,,Brucker Alpha“

e Homogenizatorius Potter-Elvehjem ,,Sigma-Aldrich®;
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e Koncentratoriai ,,Amicon® Ultra-15%, kuriy pralaidumas yra 10kDa;
e Laminarinis boksas ,, Telstar Bio II Advance;
e Liofilizatorius ,,FreeZone Triad Freeze Dry System 7400030
e Magnetiné maisSyklé ,,Velp Scientifica ARE®;
e Mikroploksteliy skaitytuvas ,,Synergy H4 Hybrid Multi-Mode*;
e pH metras ,,Thermo Fisher Orion Dual Star pH/ISE*;
e Purtyklé: ,,IKA KS 4000i control*;
e Rotatorius ,,Bio RS-24 Mini-Rotator*;
e Spektrofotometras ,,Nanodrop 2000°;
e Spektrofotometras: ,,Shimadzu UV-1800*
e Svarstyklés ,,Kern PCB 1000-2%, ,,Denver Instruments TP-214%;
e Termostatas ,,Fisher Scientific IB-15G*;
o Ultragarsinis homogenizatorius ,,Bandelin Sonopuls®;
e Vakuuming filtravimo sistema ,,Sigma-Aldrich®;
e Vandens valymo sistema: ,,Simplicity system*.
2.1.3 Buferiniai tirpalai
Al. 100 mM K3;HPO, 10 mM Tris-HCI, pH 8. pH koreguojamas HCI tirpalu ir
filtruojamas per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

A2. 50 mM imidazolo, 100 mM K;HPQ,4, 10 mM Tris-HCI, pH 8. pH koreguojamas HCI
tirpalu ir filtruojamas per 0,22 pum pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

A3. 700 mM imidazolo, 100 mM KH,PQO,4, 10 mM Tris-HCI, pH 5,8. pH koreguojamas
HCl tirpalu ir filtruojamas per 0,22 pm pory dydZio, 47 mm diametro filtra.

B1. 6 M guanidino hidrochlorido (98 %), 100 mM KH,PO,4, 10 mM Tris-HCI, pH 8.
Atskirai atvertas guanidino hidrochloridas, KH,PO, ir Tris-HCI uzpilami nedideliu dejonizuoto
vandens kiekiu. Tirpinama Sildant. Atvésinus koreguojamas pH ir filtruojama per 0,22 um pory
dydzio, 47 mm diametro filtra. Refraktometru pamatuojama guanidino koncentracija ir

atitinkamai praskiedZiama.
C1. 50 mM KH,PQy,, pH 6.4. pH koreguojamas HCI tirpalu;

C2. 0.5 M guanidino hidrochlorido (99,7 %, protein grade), 50 mM K;HPQ,, pH 6.4. pH

koreguojamas NaOH tirpalu;

C3. 6 M guanidino hidrochlorido (99,7 %, protein grade), 50 mM K;HPO,, pH 6.4. pH

koreguojamas NaOH tirpalu;
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C4. 6 M guanidino hidrochlorido (99,7 %, protein grade), pH 6.4. pH koreguojamas NaOH

tirpalu;

C5. 8 M karbamido, pH 6.4. pH koreguojamas NaOH tirpalu.

2.1.4 Sorbentai
GE Healthcare: ,,Ni Sepharose 6 Fast Flow*.

2.1.5 Kompetentinés lgstelés
Baltymy raiskai naudotas kamienas E. coli BL21 Star™(DE3), kuris turi tokias genetines

charakteristikas: F-ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3).

Plazmidinés DNR padauginimui naudotas kamienas E. coli XLGold, kuris turi tokias
genetines charakteristikas: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB
laclqgZAM15 Tnl10 (Tetr)].

2.1.6 Konstruktas
genu ir jklonuotu moPrP23-231 prioniniu genu. Plazmidé sukonstruota Fiziologijos ir Biofizikos

fakultete, Case Western Reserve universitete, Klyvlende, JAV (prof. Witold K.Surewicz
grupeje).

2.1.7 Mitybinés terpés

Agarizuota LB (Luria broth) terpé: 2,5 g LB terpés ir 1,5 g agaro iStirpinama 96 mL
dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min. 121°C temperatiiroje. Pravésus tirpalui mazdaug
iki 50°C temperatiiros, pridedama 100 pg/mL ampicilino ir gerai iSmaiSius gauta terpé iSpilstoma

1 Petri l€ksteles ir kambario temperatiiroje laukiama kol sustings.

Skysta LB (Luria broth) terpé: 2,5 g LB terpés istirpinama 96 mL dejonizuoto vandens.
Autoklavuojama 20 min. 121°C temperatiiroje. Atvésus tirpalui laminariniame bokse pridedama

ampicilino (100 mg/mL), kad jo galutiné koncentracija baty 100 pg/mL.

Auto-induktyvi mitybiné terpé ZYM-5052: 10 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto, 3,55 g
Na;HPO4, 3,4 g KH,PO4, 2,675 g NH,4CI, 0,7 g Na,SO4, 0,49 g MgSQO, istirpinama 900 mL
dejonizuoto vandens. Atskirai atsveriama 5 g glicerolio, 0,5 g D-gliukozés ir 2 g laktozés ir
iStirpinama 100 mL dejonizuoto vandens. Abu tirpalai autoklavuojami 20 min. 121°C
temperattiroje. Atvésus, laminariniame bokse, Sie tirpalai sumaiSomi ir pridedama ampicilino

(100 mg/mL), kad jo galutiné koncentracija bty 100 pg/mL.

S.0.C. mitybiné terpé: 2 g peptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM KClI,

10 mM MgCl;, 10 mM MgSO,, 20 mM gliukozés. Peptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KC1
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tirpinami 97 mL dejonizuoto vandens. Pridedama Mg®* drusky, gliukozés ir steriliai

nufiltruojama.

2.1.8 Oligonukleotidy pradmenys

Norint atlikti pelés prioninio baltymo W144STOP mutacija buvo naudojami nukleotidy

seky pradmenys (1 lentelé.).

1 lentelé. Nukleotidy pradmenys

Mutacija | Pradmens tipas Pradmens nukleotidy seka
Tiesioginis 5 - CATTTTGGCAACGATTGAGAAGATCGCTATTATCG -3
W144 STOP
Atvirkstinis 5'- CGATAATAGCGATCTTCTCAATCGTTGCCAAAATG -3
2.2 Metodai

2.2.1 Polimeriné grandininé reakcija.

Siai reakcijai atlikti buvo naudojami reagentai (1 lentelé) ir naudojamos salygos

(2 lentelé) pateiktos Zemiau.

2 lentelé. PGR reakcijos reagentai

Medziagos V, uL
H,0 8,50
dNTP 2,00
Tiesioginis pradmuo 1,25
AtvirkStinis pradmuo 1,25
Pgu buferis su Mg jonais 2,00
pRSETB plazmidé 150 ng/pL 4,00
Pfu polimeraze 1,00

3 lentelé. PGR reakcijos salygos
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Nr. Temperatiira, °C Trukmé, s Kartojimy skaicius
1. |95 180 1

2. 195 30

3. | 58 30 25

4. |78 450

5. |78 300 1

2.2.2 Nukleorugsciy elektroforezés gelio paruosimo eiga

Imama 30 mL 1% agarozés tirpalo ir pridedama 1,5 pL Et-Br, supilama agarozés geliui
formuoti skirtg déklg, jdedamos ,,Sukos“. Susiformaves gelis dedamas j elektroforezés gelio
aparatg ir uzpilama TE (Tris-EDTA) buferio. | elektroforezés gelio Sulinélius yra suleidZziami

méginiai, bei molekulinis zymuo. Paleidus aparata, naudojama jtampa 150V.

2.2.3 Plazmidés transformacija j bakterijy kamienus

Jeigu tai polimerinés grandininés reakcijos produktas, tada j 25 pL dedama 1 pL Dpnl
restriktazés ir inkubuojama vieng valandg. Tada 5 pL inkubuoto méginio dedama j E. coli
XLGold kompetentines lgsteles. Jeigu tai plazmidés iSskyrimo rinkiniu i$gryninta plazmidé,
tada paimama 5 pL plazmidés tirpalo ir jdedama j E. coli BL21 Star kompetentines lasteles.
Abejais atvejais $aldoma pusvalandj ant ledo. Tada laikoma 42 °C — 90 sekundZiy. Vél $aldoma
ant ledo 120 sekundziy. Po to pridedama 300 pL S.O.C. ir inkubuojama 45 minutes. Tada galima

séti ant petri 1ékstelés padengtos agarizuotos Iekstelés su ampicilino antibiotiku.

2.2.4 Baltymy elektroforezé
Skiriamojo (3 lentelé¢) ir koncentruojamojo (4 lentelé) gelio paruoSimui naudojamos

medZiagos:

4 lentelé. Skiriamojo gelio 12% sudétis

Skiriamasis gelis 12 %
Distiliuotas Vanduo 2,55 mL
1,5M Tris-HCI pH 8,8 1,53 mL
40% AA/BAA 1,83 mL
10% NDS 61,0 uL
10% APS 30,5 uL
TEMED 3,65 pL
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5 lentelé. Koncentruojamo gelio 4% sudétis

Koncentruojamasis gelis 4%
Distiliuotas Vanduo 1,27 mL
1,5M Tris-HCI pH 8,8 500 pL
40 % AA/BAA 201 pL
10 % NDS 20 pL
10 % APS 10 pL
TEMED 2 uL

SumaiSius skiriamojo 12 % gelio komponentus, miSinys yra supilamas tarp dviejy stikliniy
elektroforezés ploksteliy. Kai skystis polimerizuojasi, sumaiSomi koncentruojamojo 4 % gelio
komponentai ir uZpilama ant virSaus. | § sluoksnj jdedamos ,,Sukos“. Susiformavus geliui
stiklinés plokstelés jdedamos ] elektroforezés aparata. Aparato talpyklos pripildomos baltymy
elektroforezés buferiu. Elektroforezés metu leidziama 30 mA srovés ir 150 V jtampos riba.
Pasibaigus elektroforezei iSimamas gelis praplaunamas dejonizuotu vandeniu. Tada jis daZzomas

,Ez-run“ dazu bent 45 minutes. Po to gelis paliekamas isryskéti dejonizuotame vandenyje.

2.2.5 Baltymo gryninimas
Naudoti buferiniai tirpalai Al, A2, A3 ir B1.

Biomasé uzpilama buferiniu tirpalu B1 ir homogenizuojama homogenizatoriumi. Tada
ardoma ant ledo 15 minuciy ultragarsu 70 % galios 60 sekundziy darbiniais ciklais su 60
sekundziy pertraukomis. Po to, centrifuguojama 20 min, 4 °C temperatiiroje 30.000 x g. Gautame
supernatante yra tikslinis baltymas. Supernatantas uZpilamas ant sorbento ,,Ni Sepharose™ 6
Fast flow* ir inkubuojamas létai maiSant vieng valandg tam, kad tikslinis prisijungty prie
sorbentu. Sorbentas yra pakraunamas j kolonéle (XK26/20). Kolonélé prijungiama prie

chromatografinés sistemos. Paleidziama programa, leidZziami buferiniai tirpalai per kolonélg:

¢ 3 mL/min grei¢iu praleidziama 100 mL B1 buferinio tirpalo;

e 1 mL/min grei¢iu praleidziamas 100 mL buferiniy tirpaly B1/A1 gradientas pilnai
pakeiciant B1 buferinj tirpala;

e 3 mL/min greiciu praleidZziama 50 mL buferinio tirpalo Al;

e 3 mL/min grei¢iu praleidziama 100 mL buferinio tirpalo A2;

e 3 mL/min greiciu praleidziama 150 mL buferinio tirpalo A3,
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Praleidus A3 buferinj tirpala, yra renkamos frakcijos. Matuojant UV sugerti (4 = 280),
pasirenkamos frakcijos, kuriose buvo detektuojamas baltymas. Jos supilamos j 6-8 kDa

pralaidumo dializés zarng ir dializuojamos prie§ vandenj — 4 kartus po 5 L.

2.2.6 ISgryninto baltymo paruoSimas liofilizacijai

Dializuotas baltymo tirpalas yra nufiltruojamas 0,45 pm pory dydzio filtru. ,,Nanodrop
2000 spektrofotometru pamatuojama filtrato koncentracija. Koncentacija apskai¢iuojama
pasitelkiant masés (14659.1 Da) ir ekstinkcijos koeficiento (42970 M'lcm'l) vertémis gautomis
ExPaSy baltymy parametry jrankiu (,,Expasy ProtParam tool) (Gasteiger et al. 2005). Tada
tirpalas koncentruojamas 10 kDA pralaidumo koncentratoriais iki 1 mg/ml koncentracijos, jeigu

pamatuota koncentracija yra Zemiau §ios ribos.

Turimas 1 mg/mL baltymo koncentracijos tirpalas yra supilstomas po 10 mL j 50 mL tdrio

mégintuvélius ir uz§aldomas (-80 °C temperatiiroje) ir po to liofilizuojamas.

2.2.7 Baltymo paruoSimas eksperimentams

Liofilizuotas baltymas yra tirpinamas C1 arba C2 buferiniais tirpalais taip, kad baltymo
koncentracija tirpale nebiity zemesné nei 3 mg/mL. Baltymo tirpalas yra filtruojamas 13 mm
diametro, 0,22 pm pory dydzio regeneruotos celiuliozés filtru, koncentracija matuojama
»Nanodrop 2000 aparatu. Apskai€iavus koncentracija, baltymo tirpalas yra skiedziamas taip,
kad galutiné koncentracija biity 2 mg/mL.

2.2.8 De novo baltymo agregacijos tyrimai

Amiloidiniy agregaty susidarymas buvo stebimas matuojant amiloidiniams agregatams
specifinio fluorescencinio dazo Tioflavino T intensyvumo pokytj (suzadinimas 450 nm, emisija
482 nm bangy srityje). 10 mM Tioflavino T tirpalas skiedziamas taip, kad galutiné jo
koncentracija baltymo tirpale bity 50 uM.

2 mg/mL baltymo spontaniné agregacija buvo atliekama 37 °C temperatiiroje naudojant
rotacin} maiSytuva, maiSant 8 aps./min. Méginiai imti laiko intervalais ir matuoti fluorimetru
skiedziant 10 pL méginj su 190 pL C1 arba C2 buferiniu tirpalu — buferinis tirpalas
pasirenkamas priklausomai nuo pradinio buferinio tirpalo. Taip pat, tos pacios koncentracijos
baltymo spontaniné agregacija buvo atliekama mikroploksteliy skaitytuvu naudojant 96 Sulinéliy
plokstele pridedant po rutuliukg j kiekvieng Sulinélj. 2 mg/mL baltymo tirpalas buvo iSpilstytas
po 100 pL j Sulinélius. Plokstelé viso ekperimento metu buvo pastoviai purtoma 16 Hz (960

aps./min) dazniu.
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2.2.9 Inicijuotas baltymo agregacija

Amiloidiniy agregaty susidarymas stebimas naudojant tokig pacig metodikg kaip 2.2.8
skyriuje. Siuo atveju agregacija yra inicijuojama jau susidariusiais agregaty nukleacijos
branduoliais (,,s¢kla*), kurie gaunami spontaniskai susidariusius agregatus ardant ultragarsu 20
% galios 30 sekundziy darbiniais ciklais su 30 sekundziy pertraukomis naudojant ,,Bandelin
Sonopuls* ultragarso aparatg su MS72 antgaliu. Taip apdorojus amiloidinius agregatus,

gaunamas didesnis kiekis nukleacijos branduoliy, bei homogenizuota suspensija.

Inicijuotos agregacijos kinetikos priklausomybei nuo baltymo koncentracijos stebéti buvo
naudojamas 4,5 mg/mL baltymo tirpalas (turintis 50 uM ThT), skiedZiamas C1 buferiniu tirpalu
(turinc¢iu 50 pM ThT) iki galutiniy 4, 2, 1, 0,5 mg/mL koncentracijy. | kiekvienag méginj
pridedama ultragarsu ardytos ,,séklos* 10 % (nuo baltymo koncentracijos). MiSinys yra
padalinamas po 20 pL j PGR tipo mégintuvélius ir sudedami j ,,Qiagen Rotor-gene Q* aparata.

Matuojamas ThT fluorescencijos intensyvumo pokytis 37 °C temperatiiroje.

Inicijuotos agregacijos kinetikos priklausomybei nuo ,,séklos* koncentracijos stebéti buvo
naudojama tokia pati baltymo ir ,,séklos“ paruosimo bei fluorescencijos intensyvumo pokycio
stebéjimo metodika, kaip ir pries tai apibtidintame ekspermente. Méginys yra paruoSiamas taip,
kad galutiné baltymo koncentracija biity 2 mg/mL o ,séklos* koncentracija skirtinguose

méginiuose biity atitinkamai — 10 %, 5 %, 1 %, 0,1 %, 0,01 % (nuo baltymo koncentracijos).

Véliau atliktuose inicijuotos agregacijos kinetikos tyrimuose buvo naudojami moPrP23-
143 baltymo amiloidiniai agregatai ir natyviy moPrP89-230, moPrP23-230 baltymy tirpalai.
Fluorescencijos pokyc¢io priklausomybés laike stebéjimui buvo naudojama tokia pati baltymo ir
,,séklos* paruos§imo metodika. ThT fluorescencijos intensyvumo pokytis matuojamas 60 °C
temperattroje. Likes méginio tiiris yra inkubuojamas termostate, kuriame pastoviai laikoma 60

°C temperatiira.

Po eksperimento paimami amiloidiniy agregaty méginiai 1§ kiekvieno reakcijos
mégintuvélio ir naudojami kaip ,sékla“ inicijuoti baltymo agregacija (,,perséjimas®).

Eksperimentas kartojamas 4 kartus.

2.2.10 Fibriliniy agregaty stabilumo tyrimai

Stabilumo tyrimams atlikti naudojami buferiniai tirpalai C4 ir C5. Amiloidiniai agregatai
pagaminti C1 buferiniame tirpale yra ardomi ultragarsu 1 minut¢ esant 20 % darbinés galios su
MS72 antgaliu. Homogenizatas iSpilstomas po 30 pL tokiu santykiu su buferiniu tirpalu C4,

kuriame yra 50 pM ThT, kad GuHCI koncentracija méginiuose varijuoty nuo 0 iki 4,5 M.
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Méginiy fluorescencijos pokyCio priklausomybé nuo laiko yra stebima mikroploksteliy

skaitytuvu.

2.2.11 Baltymuy struktiiros tyrimai FTIR spektroskopu

Susidarg amiloidiniai agregatai buvo centrifuguojami (30 min 17.500 x g), nusiurbiamas
supernatantas ir nuosédos resuspenduojamos 1 mL D,0. Procediira yra kartojama keturis kartus,
kol pilnai atplaunami méginiai nuo méginio buferinio tirpalo. Méginj centrifuguojant penkta
karta, nuosédos resuspenduojamos 250 pL D,0O. Méginys homogenizuojamas ji ardant ultragarsu

1 minutg, esant 20 % darbinés galios su MS72 antgaliu.

Fourjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektro matavimai buvo atlikti naudojant
,Brucker Alpha“ spektroskopg. 60 pL fibriliniy agregaty homogenizato matuojama naudojant
CaF, matavimo celés su 50 pum tarpine. Spektras nuskaitomas 256 kartus iSvedant vidurkj. Prie$
atliekant matavimus visada yra nuimamas foninis signalas, vandens gary spektras ir D,O
spektras, kad po to galima bty apdoroti spektrus palyginimui (Surewicz et al. 1988) naudojant
programg ,,Grams/Al*.

2.2.12 Atominés jégos mikroskopija

20 PL méginio yra uzneSama ant 1 cm diametro zérucio disko. Méginys palaikomas 1
minute ant zéru¢io. Tada Svelnia srove nuplaunamas MilliQ vandeniu ir dziovinamas $velnia
suspausto oro srove. Mikroskopavimas atlickamas atominés jégos mikroskopu dinaminiame
,Dimension Icon Bruker” virpan¢io zondo rézime. Skanavimui naudotos aliuminiu dengtos
silikoninés adatos (RTESPA-300 Bruker), kuriy virpéjimo daznis ~300 kHz. Tyrimo metu
naudotas skenavimo greitis 1 Hz, maksimali skanavimo kokybé 1024 x 1024 tasky.

2.2.13 Kinetiniy duomeny apdorojimas
Amiloidiniy agregaty ,,sékla“ indukuoto formavimosi kinetikg galima sekti matuojant ThT
fluorescencijos intensyvumo pokytj laike. Norint palyginti kreives esant skirtingoms baltymy ir

,»s€klos* koncentracijoms, reikia normalizuoti kreives (1 lygtis).

100

I _Ax—Amin*(l_i> S
100

Imax Amax - Amin

1 lygtis. Kreivés normalizavimo lygtis. A, — fluorescencijos reik§mé x laiko momentu, A, — fluorescencijos

reik§mé pradiniu laiko momentu, An.x — maksimali fluorescencijos reik§me, S — pridétos ,,séklos* koncentracija
(procentais nuo viso baltymo koncentracijos).

Sis normalizavimo metodas palengvina duomeny apdorojima, bei galima iSskaiciuoti tso

vertg, kurig galima naudoti kreiviy kitimo laike palyginimui. t5p vertés skai¢iavimas atlieckamas

normalizuotos kreives artimiausiy verciy prie 50 % aproksimacijai pagal laika.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Rekombinantinio moPrP23-143 kryptinga mutagenezé

W144STOP mutacija jterpta } MoPrP23-230 geng vykdant PGR. Mutagenezés metu buvo
naudojami pradmenys, kuriy nukleotidy seky centruose yra vieno nukleotido neatitikimas, kuris

keicia triptofano aminoriigstj koduojantj kodong TGG i stop kodong koduojanti TGA.

Siekiant jsitikinti, kad yra gautas tinkamas konstruktas buvo atlikta nukleortig§ciy
elektroforezé. PGR produktai buvo patikrinti nukleortigs¢iy elektroforezés metodu naudojant
molekulinés masés zymenj (13 pav.) Biotechnologijos instituto sekvenavimo centre buvo atlikti

sekvenavimo tyrimai, kuriy rezultatai patvirtino jvykusig mutacija.

13 pav. Agarozes gelis. M - molekulinés masés zymio. A — DNR su W144STOP mutacija.

Gautas PGR produkto tirpalas buvo inkubuojamas su Dpnl, kuris specifiSkai kerpa
metilintg DNR. Tokiu atveju Sabloniné (metilinta) DNR, kuri buvo isskirta i§ E. coli bakterijy,
yra sukarpoma. Likes miSinys yra transformuojamas i E. coli XLGold kompetentines lasteles. IS
gautos biomasés, naudojant ,,Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit* rinkinj

iSgryninta plazmidiné DNR. Gautos plazmidinés DNR koncentracija yra 110,14 ng/pL.
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3.2 Rekombinantinio moPrP23-143 raiska ir gryninimas

3.2.1 Rekombinantinio moPrP23-143 raiska
Rekombinantinio pelés prioninio baltymo W144STOP mutanto sintezé transformantuose
patikrinta NDS-PAAG elektroforezés metodu (14 pav.).

M 1 II 11 1v. v VI viivIIIX X XI XII XIII

uzséjimo pradzios, X — lasteliy homogenizatas B1 buferyje, XI — nesisorbavusi frakcija, XIl — i§grynintas baltymas,

X1 - istirpintas liofilizuotas baltymas. Raudona linija pavaizduoja tikslinio baltymo ekspresija.

Tikslinio rekombinantinio baltymo molekuliné masé yra nustatyta naudojantis Expasy

ProtParam jrankiu.

3.2.2 Rekombinantinio moPrP23-143 gryninimas

Rekombinantinis prioninis baltymas yra sintetinamas ] intarpinius ktinelius, todél baltymui
iStirpinti yra naudojamas stiprus denatiirantas — 6 M GUHCI. Denattirantas pasalinamas pirmame
metaly chelatinés giminingumo chromatografijos Zingsnyje palaipsniui mazinant GuHCI
koncentracija. PaSalinus GuHCI, chromatografijos kolonélé praplaunama A2 buferiniu tirpalu
(15 pav.). Laidumo pokytis laike kinta priklausomai nuo buferiniy tirpaly naudoty
chromatografijos metu - didele jonine jéga turin¢io 6 M GuHCI buferinio tirpalo bei eliucijos
buferyje A3 esancio 700 mM imidazolo koncentracijos tirpalo. IS sugerties kreivés matoma, kad
didzioji dalis kolonoje esanciy baltymy eliuoja i karto, o like priemaiSiniai baltymai atsiplauna
prie 50 mM imidazolo koncentracijos. Tikslinio baltymo eliucija stebima leidziant A3 buferinj

tirpala.
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15 pav. MoPrP23-143 baltymo gryninimas metaly chelatinés giminingumo chromatografijos metodu.
Mélyna linija — sugertis prie 280 nm bangos ilgio, raudona linija — laidis, zalia linija — j kolong leidZziamo 6 M
GuHCI koncentracija. Al, A2, A3 — buferiniai tirpalai aprasyti 2.1.3 dalyje. Tikslinio baltymo frakcija apibrézta
vertikaliomis raudomis linijomis, surinkta 19 frakcijy po 5 mL (95 mL).

15 paveikslélyje pateiktoje elektroforegramoje matosi tikslinio baltymo juostele, kuri
atitinka moPrP23-143. Po atliktos dializés bei iStirpinus baltymg po liofilizavimo, reikéjo
galutinai patvirtinti, jog iSgrynintas tikslinis baltymas. Tam buvo atlikta masiy spektrometriné
analizé (atliko dr. Vytautas Smirnovas). Rezultatai patvirtino, jog iSgrynintas baltymas yra
moPrP23-143 (6 lentelé).

6 lentelé. Masiy spektrometrinés analizés duomenys

Teoriné rekombinantinio moPrP23-143 Praktiskai iSmatuota rekombinantinio
molekuliné masé, Da MOoPrP23-143 molekuliné masé, Da
14659,1 14659 + 1

Darbo metu buvo atlikti 4 tikslinio baltymo gryninimai metaly chelatinés giminingumo

chromatografijos metodu, po kuriy bendrai buvo gauta 229,1 + 0,5 mg gryno moPrP23-143.
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3.3 Rekombinantinio moPrP23-143 agregacijos tyrimai

3.3.1 De novo agregacijos tyrimai

Pasigaminus gryno baltymo nuspresta patikrinti moPrP23-143 spontanineg agregacija, buvo

vykdoma rekombinantinio baltymo inkubacija 0 M ir 0,5 M GuHCI 50 mM pH 6,4 fosfatiniuose

buferiniuose tirpaluose 37 °C laipsniy temperatiiroje vertikaliai vartant 8 aps./min (16 pav.).

Fibriliy susidarymas buvo nustatomas matuojant ThT fluorescencijos pokytj.
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16 pav. ThT fluorescencijos spektai. Gauti moPrP23-143 fibriliniai agregatai buferiniuose tirpaluose, 0 M ir

0,5 M GuHCI koncentracijose. Naudota kontrolé — buferinis tirpalas.

Norint patikrinti

moPrP23-143 spontaninés agregacijos kinetika, buvo atliekamas

agregacijos tyrimas su skirtingomis GuHCI koncentracijomis uzraSant ThT fluorescencijos

pokytj laike mikroploksteliy skaitytuvu (17 pav.).
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17 pav. MoPrP23-143 spontaninés agregacijos kinetika 37 °C purtant 16 Hz dazniu. Méginiai tarpusavyje

skiriasi GUHCI koncentracija buferiniuose tirpaluose. Naudota kontrolé — C1 buferinis tirpalas.
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Remiantis 17 pav. pateiktais duomenimis nustatyta, kad tirpale esant 0 M GuHCI

spontaniné agregacija vyksta grei¢iau, nei esant 0,5 M GuHCI. Spontanin¢ moPrP23-143

agregacija tirpale esant 2 M GuHCI koncentracijai praktiskai nevyksta per pirmas 24 valandas.

3.3.2 Inicijuotos agregacijos kinetiniai tyrimai

MOoPrP23-143 skirtingy koncentracijy baltymy tirpalai (0,5 — 4 mg/mL) buvo paveikti tos

pacios koncentracijos fibriliniais agregatais. Pavaizduota fluorescencijos intensyvumo pokyc¢io

bei normalizuoto intensyvumo pokyc¢io priklausomybé nuo laiko prie 0 M GuHCI (18 pav.).

Procesas stebétas matuojant ThT fluorescencijos pokytj laike 37 °C temperatiirje. Gauta

atvirkstiné agregacijos puslaikio priklausomybé nuo baltymo koncentracijos (7 lentelé.).
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18 pav. Baltymo fluorecencijos intensyvumo pokycio priklausomybé nuo laiko pavaizduota deSinéje

paveikslélio puséje, o kairéje normalizuotos fluorescencijos intensyvumo poky¢io priklausomybés nuo laiko kreivés.

Kontrolinis tirpalas — C1 buferinis tirpalas su 4 mg/mL moPrP23-143 baltymo koncentracija.

7 lentelé. Puslaikio reikSmeés esant skirtingai baltymo koncentracijai.

Baltymo koncentracija, mg/mL ts0, Min
4 6,03 £ 1,40
2 11,96 + 2,20
1 15,20 + 2,28
0,5 18,71 + 2,87

Norint atlikti agregacijos priklausomybés nuo

,,S€klos

koncentracijos

kinetinius

matavimus buvo naudojama 2 mg/mL baltymo koncentracija (19 pav.). Procesas stebétas

matuojant ThT fluorescencijos pokytj laike 37 °C temperatiirje. Pastebéta, kad didinant pridétos

,,s€klos* procenting koncentracijg, trumpéja agregacijos puslaikis (8 lentelé.).
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19 pav. Fluorescencijos intensyvumo pokyc¢io priklausomybé nuo ,,séklos“ koncentracijos pavaizduota

desinéje puséje, kairéje normalizuoto intensyvumo kreivés.

8 lentelé. Inicijuotos agregacijos puslaikio reik§més pridéjus skirtingas ,,séklos“ procentines koncentracijas.

Pridétos ,,séklos* procentiné koncentracija ts0, MiN
10 % 11,96 + 2,20
5% 21,45+ 247
1% 41,56 £ 6,92
0,1% 243,66 + 18,28

Prie§ atliekat tolimesnius tyrimus buvo iskeltas klausimas, kaip turéty kisti fibriliy
inicijuotos agregacijos kinetika inicijuojant baltymo agregacija su skirtingomis salygomis
pagamintais fibriliniais agregatais. Todél buvo atliktas perséjimas amiloidiniy agregaty formuoty
0 M ir 0.5 M GuHCI koncentracijose, pasirinkta 10 % ,,séklos* dél greitos inicijuotos agregacijos
laiko. Procesas stebétas matuojant ThT fluorescencijos pokytj laike 37 °C temperatiirje (20 pav.).
IS paveikslo matome, kad be GuHCI susidariusios fibrilés neinicijavo agregacijos esant 0,5 M

GuHCI koncentracijai, Kkitais atvejais inicijuota agregacija vyko panasiu grei¢iu.
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20 pav. Kairéje fluorescencijos intensyvumo poky¢io priklausomybés nuo laiko grafikas, o deSingje
normalizuoto intensyvumo pokycio kreivés. Paaiskinimas - (baltymo tirpalas GuHCI konc.) + (fibrilés formuotos
GuHCl konc.): A—0 M GuHCI + 10 % 0 M GuHCI; B—0 M GuHCI + 10 % 0,5 M GuHCI; C-0,5 M GuHCI + 10
% 0,5 M GuHCI; D - 0,5 M GuHCI + 10 % 0 M GuHCI.

Tikintis, kad reakcija pagreités, buvo atlikti inicijuotos agregacijos tyrimai 60 °C
temperatiiroje. Rezultatai buvo visiSkai netikéti (21 pav.). Baltymo tirpale be GuHCI inicijuota
agregacija neprasidéjo per 400 minuciy, o 0,5 M GuHCI koncentracijoje buvo daugiau nei
dvigubai létesné prie 60 °C temperatiiros (27,67 + 3,26 min) , nei prie 37 °C ( 11,82 + 2,25 min)
lyginant inicijuotos agregacijos puslaikius. Tokie rezultatai yra kontraversiski, nes tiriant
moPrP89-230 priklausomybe¢ nuo temperatiiros, buvo pastebéta, kad didinant temperatiira,
agregacijos laikas trumpéja (Milto et al. 2014). Tai galéty buti dél to, kad skirtingai nei
moPrP89-230, moPrP23-143 neturi aiskios erdvinés struktiiros. Gali bati, kad moPrP23-143
agregacijai neegzistuoja kinetinis barjeras.
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21 pav. Fluorescencijos intensyvumo pokyc¢io kreivés, bei normalizuotos jy reikSmés.
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3.3.3 Fibriliniy agregaty nustatymas AJM

Norint jsitikinti, kad moPrP23-143 formuoja fibrilinius agregatus, méginiai buvo istirti
atominés jégos mikroskopu (22 pav.). Nustatyta fibriliniy agregaty morfologija atitinka
literatiiroje aprasytas moPrP23-143 fibriles (Kundu et al. 2003). Nors moPrP23-143 baltymo
tirpalas esant 0 M GuHCI 60 °C nepasizyméjo aiskia agregacijos kinetika 22 pav. C dalyje
matomi fibriliniai agregatai. Visose paveikslélio dalyse matomi morfologiskai panasis fibriliniai

agregatai.

22 pav. MoPrP23-143 méginiy mikroskopavimas atominés jégos mikroskopu. A ir C nuotraukoje matyti
moPrP23-143 fibriliniai agregatai suformuoti buferiniame tirpale be GuHCI atitinkamai 37 °C ir 60 °C
temperatiroje. B, D nuotraukoje matyti moPrP23-143 fibriliniai agregatai 0,5 M GuHCI buferiniame tirpale. B - 37

°C temperatiiroje, spontaninés agregacijos metu, D — 60 °C temperatiiroje, inicijuotos agregacijos metu.
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3.4 Rekombinantinio moPrP23-143 agregaty stabilumo tyrimai

Gauty fibriliniy agregaty (pagaminty pagal 2.2.8 metodika) buferiniame tirpale be GuHCI
(C1) stabilumas buvo tikrinamas skirtingose GUHCI koncentracijose (23 pav.).
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23 pav. MoPrP23-143 fibriliniy agregaty fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo GuHCI
koncentracijos skirtingais laiko momentais. Juoda spalva — agregaty stabilumas eksperimento pradZzioje, raudona —

po 100 minuciy, o mélyna po 1000 minuciy.

Gauti rezultatai parod¢, jog be GuHCI aplinkoje suformuoti fibriliniai agregatai yra
nestabilis esant GuHCI. Siais duomenimis galima paaiskinti anks¢iau atlikto eksperimento
duomenis (20 pav.). Baltymo agregatai pagaminti buferiniame tirpale be GuHCI negali inicijuoti

baltymo agregacijos esant 0,5 M GuHCl, nes agregatai paprasciausiai iStirpsta.

3.5 Rekombinantiniy moPrP89-230 ir moPrP23-230 inicijuota agregacija

Norint patikrinti moPrP23-143 amiloidiniy agregaty poveikj moPrP89-230 bei pilno ilgio
pelés prioniniam baltymui, reikéjo iSsirinkti palankias sglygas, kad inicijuota agregacija jvykty.
Todél remiantis anksciau atliktais eksperimentais buvo nuspresta naudoti C2 buferiniame tirpale
paruostus agregatus. Inicijuotos agregacijos salygos buvo pasirinktos atlikti 60 °C temperatiiroje
naudojant 2 mg/mL baltymo tirpalo koncentracija, bei agregacija inicijuoti pridedant 10 %
fibriliniy agregaty nuo baltymo tirpalo koncentracijos. Pers¢jimai daryti tomis paciomis

salygomis. Rezultatai pavaizduoti agregacijos puslaikio stulpeline diagrama bei normalizuotos
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fluorescencijos intensyvumo poky¢io nuo laiko priklausomybe baltymams: moPrP23-230 (24
pav.) ir moPrP89-230 (25pav.).
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24 pav. moPrP23-230 inicijuotos agregacijos puslaikiai bei normalizuotos fluorescencijos intensyvumo
poky¢io nuo laiko priklausomybés grafikas. A — moPrP23-230 tirpalas paveiktas moPrP23-143 fibriliniais
agregatais. B-E — moPrP23-230 tirplai paveikti fibrilemis suformuotomis analogiskai A-D bandymo metu. F —
moPrP23-230 paveiktas de novo suformuotais moPrP23-230 fibriliniais agregatais.

Remiantis 24 pav. pateiktais duomenimis, nustatyta, kad inicijuojant moPrP23-230
agregacija su moPrP23-143 fibrilémis, inicijuotos agregacijos puslaikio verté yra zymiai didesné
(pastebima sigmoidiné inicijuotos agregacijos laiko priklausomybé) nei baltyma inicijuojant su
moPrP23-230 fibrilémis. Atliekant tolimesnius perséjimo eksperimentus, tso pastoviai mazéjo, 0
E eksperimento inicijuotos agregacijos puslaikio verté yra Zemesné nei moPrP23-230 ,,sékla“

paveikto baltymo.
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25 pav. moPrP89-230 inicijuotos agregacijos puslaikiai bei normalizuotos fluorescencijos intensyvumo
poky¢io nuo laiko priklausomybés grafikas. A — moPrP89-230 tirpalas paveiktas moPrP89-143 fibriliniais
agregatais. B-E — moPrP89-230 tirplai paveikti fibrilémis suformuotomis analogiskai A-D bandymo metu. F —

moPrP89-230 paveiktas de novo suformuotais moPrP89-230 agregatais.
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Remiantis 25 pav. duomenimis, galima teigti, kad moPrP23-143 fibriliniy agregaty
inicijuota moPrP89-230 agregacija yra daug létesnis, nei moPrP23-230. Tai galima paaiskinti dél
to, kad moPrP89-230 neturi N galiniy aminoriigs¢iy, o moPrP23-143 neturi C galiniy
aminortgsciy ir persidengian¢iy aminortigsciy kiekis yra mazesnis nei sgveikos tarp moPrP23-
143 fibriliy ir moPrP23-230. Be to i§ stulpelinés diagramos matome, kad D ir E eksperimento
metu inicijuotos agregacijos puslaikis yra gana artimas, todél galima teigti, kad susiformave
fibriliniai agregatai nebekinta. Taip pat pastebéta, kad moPrP89-230 de novo formuoti fibriliniai
agregatai inicijuoja agregacijg léCiau, nei gauti 3 ir 4 kartg perséjant moPrP23-143 paveikta

baltyma.

3.5.1 Fibriliniy agregaty susidariusiy perséjimy metu nustatymas AJM

Atlikus kinetikos eksperimentus reikéjo patikrinti ar visuose méginiuose susidaré fibriliniai
agregatai. Todél buvo atlikta fibriliy analizé AJM (26 pav.). Pastebéta, kad fibriliniai agregatai
susidaré visuose méginiuose. 26 pav. A-C nuotraukose galima jZidiréti suktos formos fibrilinius

agregatus, o D-F tiesios formos.

26 pav. Fibriliy, susidariusiy pers¢jimo metu, nuotraukos nustatytos AFM. A — fibriliniai agregatai susidarg
moPrP23-230 paveikus moPrP23-143 fibriliniais agregatais, B — moPrP23-230 ketvirto perséjimo metu susidare
agregatai, C — de novo suformuoti moPrP23-230 agergatai. D — fibriliniai agregatai susiformave moPrP89-230
paveikus moPrP23-143 agregatais, E — moPrP89-230 ketvirto perséjimo metu susidare agregatai, F — de novo

suformuoti moPrP89-230 agregatai.
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3.5.2 Fibriliniy agregaty struktiiros palyginimas FTIR metodu

Pasitelkiant AJM suzinojome, kad baltymai sudaro fibrilinius agregatus. Tada kilo
klausimas ar jy struktiiros yra panasios (tarp perséjimy, bei tarp de novo suformuoty moPrP23-
230, moPrP89-230). Kiekvieno 1§ baltymy meéginiai paimti FTIR analizei. 27 pav. Matome
skirtumus tarp kiekvieno moPrP23-230 FTIR spektro. A ir B spektrai turi tuos pacius
maksimumus, ties 1631 cm™ (parodo B klostyta regiona) ir ties 1641 cm™. Taip pat matomas
pana$umas tarp B ir C spektry — 1619 cm™ (parodo f klostyta regiong). C ir D spektrai turi ta

pat} maksimuma 1628 cm™.

oowm>»

1700 1680 1660 1640 1620 1600

27 pav. FTIR spektrai apdoroti programa ,,Grams/Al“. A — de novo moPrP23-143 fibriliy, suformuoty 0,5 M
GuHCI denatiirante spektras, B — moPrP23-230, paveikto moPrP23-143 fibriliniais agregatais, spektras, C — 4
perséjimo moPrP23-230 fibriliniy agregaty spektras, D — de novo moPrP23-230 suformuoti fibriliniai agregatai.

MoPrP89-230 FTIR spektruose yra panasumy (28 pav.). Tarp spektro A maksimumo ir
vieno i§ B maksimumy ties 1641 cm™ matomas persiklojimas. B ir C spektrai turi tg patj

1

maksimuma ties 1628 cm™, o spektro D maksimumas 1627cm™ nesutampa su kity spektry

maksimumais.
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28 pav. FTIR analizés spektrai apdoroti programa ,,Grams/Al“. A — de novo moPrP23-143 fibriliy,
suformuoty 0,5 M GuHCI denatiirante spektras, B — moPrP89-230, paveikto moPrP23-143 fibriliniais agregatais,
spektras, C — 4 perséjimo moPrP23-230 fibriliniy agregaty spektras, D — de novo moPrP89-230 suformuoty
fibriliniy agregaty FTIR spektras.
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ISVADOS

1.

Ivesta W144STOP mutacija ] moPrP23-230 baltyma koduojantj geng ir gautas
moPrP23-143 konstruktas;

Gauta moPrP23-143 baltymo raiSka E. coli Igstelése;

Metaly chelatinés giminingumo chromatografijos metodu i$ viso gauta 229,1 + 0,01
mg rekombinantinio moPrP23-143 baltymo;

Atlikti moPrP23-143 de novo agregacijos bei inicijuotos agregacijos tyrimai
skirtinguose buferiniuose tirpaluose parodé, kad baltymas gali sudaryti fibrilinius
agregatus esant 0 M ir 0,5 M GuHCI koncentracijoms. Atliktas 0 M GuHCI
formuoty fibriliy stabilumo tyrimas. IS gauty rezultaty buvo pasirinktos optimalios
inicijuotos agregacijos salygos tolimesniems tyrimams;

Inicijuota moPrP23-230, moPrP89-230 agregacija su moPrP23-143 bei i$nagrinéti

poky¢iai atsirade §i0s agregacijos metu.
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