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Santrumpos

ANS — 1,8-anilinonaftaleno sulfonatas;

apm — apsisukimai per minute;

APS — amonio persulfatas;

bPrP23-230 (angl. bovine prion protein) — jaucio prioninis baltymas;
bvPrP121-230 (angl. bank vole prion protein) — peléno prioninis baltymas;

CD (angl. circular dichroism) — apskritiminis dichroizmas;

CJD (angl. Creutzfeldt-Jakob disease) — Creutzfeldto-Jakobo liga;

CNS — centriné nervy sistema;

CWD (angl. chronic wasting disease) — létinis i$sekimas;

GdnHCI — guanidino hidrochloridas;

GdnSCN — guanidino tiocianatas;

huPrP23-231 (angl. human prion protein) — zmogaus prioninis baltymas;

IPTG — izopropiltio-B-D-galaktozidas;

MBM (angl. meat and bone meal) — kaulamil¢iai;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

O.V. — optiniai vienetai;

PB — fosfatinis buferis;

PrPR® (resistant) ir PrP*° (scrapie) — patogeniskos prioninio baltymo izoformos;
S.0.C. terpé (angl. super optimal broth with catabolite repression) — optimali mitybiné terpé;
scPrP23-231 (lot. Sus scrofa) — kiaulés prioninis baltymas;

TEM — transmisinis elektroninis mikroskopas;

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

ThT (angl. thioflavin T) — tioflavinas T;

TSE (angl. transmissible spongiform encephalopathy) — transmisiné spongiforminé
encefalopatija;

vCJD (angl. new variant Creutzfeldt-Jakob disease) — naujo varianto Creutzfeldto-Jakobo liga.


http://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression

Ivadas

Prioniniai baltymai yra zinduoliy smegenyse, ypa¢ nerviniy Igsteliy pavirSiuje,
ekspresuojami glikoproteinai. Nepaisant to, kad tai evoliuciskai konservatyvis baltymai, jy
fiziologinés funkcijos néra visiskai aiSkios. Jie gali turéti dvi izoformas — natyvig (PrP°) ir
netinkamai susisukusia patogenine izoforma (PrP>°). Pastaroji, patekusi j organizma, katalizuoja
natyvios formos virsmg | patogening izoforma. Tokie infekciniai patogenai sukelia
spongiformines encefalopatijas — grup¢ mirtiny neurodegeneraciniy ligy, kurios paveikia tiek
laukinius bei naminius gyviinus, tiek Zmones. Aviy ir ozky scrapie, jauciy kempinligé, zmoniy
Creutzfeldto-Jakobo liga yra labiausiai paplitusios spongiforminés encefalopatijos. Praeito
amziaus viduryje klaidingai laikyti ,,létais centrinés nervy sistemos virusais“, §iuo metu prionai
priskiriami baltyminiy infekciniy patogeny klasei.

Terminas ,,prionas” yra 1982 m. Stanley B. Prusiner jvesta anagrama (angl. proteinaceous
infectious particle). Taciau ligos, kurias sukelia prionai, buvo zinomos dar anksCiau — pirmieji
jrasai apie aviy scrapie siekia dar 18 a. pradzig, o praeito amziaus SeStajame deSimtmetyje
atradus Kuru liga bei 1986 m. Didziojoje Britanijoje kilus BSE epidemijai Sie baltymai sulauké
didziausio mokslininky susidoméjimo. Prioninéms ligoms, kaip ir kitiems neurodegeneraciniams
sutrikimams, budingas netaisyklingai susisukusiy baltymy kaupimasis, o esminis aspektas
patogeniniame procese yra natyvaus PrP¢ konformacijos virtimas patogenine PrP*¢ izoforma, kuri
turi daugiau B struktiiry nei o spiraliy. Toks infektyvus patogenas geba replikuotis, yra linkes
agreguoti bei yra labai stabilus.

Nepaisant to, kad prioniniy baltymy tyrimai prasidéjo jau pries keleta deSimtmeciy, ir $iuo
metu yra sukaupta nemazai duomeny, leidZian¢iy geriau suprasti neurodegeneraciniy ligy eigg ir
numatyti galimus prevencijos ar gydymo buidus, Zinios apie prionus yra toli graZzu nepilnos. Todél
Sio darbo tikslas yra pagaminti pakankamg jauc¢io rekombinantinio prioninio baltymo (bPrP23-
230) kiekj ir biofizikiniais metodais tirti jo agregacija bei stabilumg. Tikslui pasiekti iSkeliami
tokie uzdaviniai:

1. ekspresuoti rekombinantinj bPrP23-230 E. coli 1astelése;

2. iSgryninti jj chromatografiniais metodais;



nustatyti, ar jau¢io prioninio baltymo fibrilés gali inicijuoti zmogaus, kiaulés ir peléno

prioniniy baltymy agregacija bei kokiu greiiu §i agregacija vyksta;
pasitelkus elektroning mikroskopija jsitikinti, kad tikrai susidaro fibrilés;
patikrinti baltymo temperatiirinj stabiluma;

jvertinti bPrP23-230 fibriliy stabilumg guanidino tiocianato buferiniuose tirpaluose.



1 Literaturos apzvalga

1.1. Prionai

1.1.1 Prioninés ligos ir prioniniai baltymai

Prioninés ligos (zinomos kaip transmisinés spongiforminés encefalopatijos (TSE) arba
tiesiog kempinligés) yra mirtinos neurodegeneracinés centrinés nervy sistemos ligos, kurios
budingos zmonéms (kuru, CJD, mirtina paveldimoji nemiga, Gerstmann-Straussler-Scheinker
sindromas) ir gyvinams (BSE — galvijams, scrapie — avims ir ozkoms, CWD — elniams ir
briedziams) (Prusiner, 1998). TSE budinga CNS spongiforminé degeneracija, padaugéja astrocity
ir amiloidiniy fibriliy agregaty smegenyse (Watts et al., 2006). Zmoniy prioninés ligos ypatingos
tuo, kad gali iSsivystyti atsitiktinai (dél geno mutacijos), gali buti paveldimos autosominiu
dominantiniu biidu arba perduotos infektyviu mechanizmu (Prusiner, 1991), o kiekvienu atveju
uzkrésti audiniai bei pasireiSkiantys simptomai gali buti labai skirtingi. Ligos eigg galima
suskirstyti | kelias stadijas: (1) infekcija ir periferiné replikacija, (2) peréjimas i$ periferijos | CNS
(,neuroinvazija”), (3) neurodegeneracija (Aguzzi et al., 2004). Kaip ir kitiems
neurodegeneraciniams sutrikimams, prioninéms ligoms budingas netaisyklingai susisukusiy
baltymy kaupimasis. Tokie baltymai dazniausiai telkiasi dél neefektyviai veikianciy kontrolés
mechanizmy, lemia atskiros neurony grupés sutrikima, o véliau — ir ligos simptomy pasireiskimag
(Prusiner, 2001).

Esminis aspektas, iSskiriantis prionines ligas 1§ kity yra normaliomis salygomis
ekspresuojamo lgstelés pavirSiaus glikoproteino (prioninio baltymo, toliau - PrP) konformacinis
pokytis ] patogening izoformg. Prioniniy baltymy nomenklatira néra sudétinga: natyvus
Seimininko koduojamas lgstelinis PrP Zymimas PrP® (angl. prion protein, cellular), o ligai
specifing, bet taip pat Seimininko koduojama izoforma — PrP* (scrapie; toliau darbe toks
sutrumpinimas naudojamas izoformos infektyvumui pabrézti) (Aguzzi et al., 2004). PrP*
izoforma yra netirpi, sudaryta daugiausia i§ B struktiiry, PrP° — tirpus, daugiausia i§ o spiraliy
sudarytas baltymas (Pan et al., 1993; Pergami et al., 1996). PrP> kaupiasi infekuoty individy
smegenyse, yra netirpus daugelyje detergenty ir atsparus proteazéms bei vidulgsteliniam
katabolizmui (Prusiner, 1982). Paveikus PrP*® proteinaze K, lieka C galinis domenas, scrapie
infekcijy atveju vadinamas PrP27-30 (pagal molekuling mase), o bendrai — PrPR® (toliau darbe
toks sutrumpinimas naudojamas izoformos atsparumui pabrézti) (Watts et al., 2006). Kadangi
PrP° koduojantis genas yra biitinas spongiforminiy encefalopatijy vystymuisi (Bleler et al., 1993;

8



Aguzzi et al., 2008), uzblokavus §j geng, prionine liga susirgti nejmanoma (Jain ir Udgaonkar,
2011), todel susitarta laikytis ,,protein-only” hipotezés, kuri teigia, kad PrP* yra pagrindinis
infektyvaus patogeno komponentas (Okada et al., 2013).

PrP® yra gausiai ekspresuojamas Zinduoliy CNS, taip pat bluznyje, limfmazgiuose, kraujyje
ir kituose audiniuose (Linden et al., 2008), ta¢iau jo funkcija néra iki galo ai$ki. Manoma, kad jo
vaidmuo yra svarbus daugelyje fiziologiniy procesy, pavyzdziui, degraduojamas periferinése
nervinése lastelése, PrP aktyvuoja mielino taisymo mechanizma Svano lastelése, o kai jo néra
lastelése — indukuojama demielinizacija (Aguzzi, 2004; Jain ir Udgaokar, 2011). Linden su
kolegomis sitilo pabrézti PrP svarbg nervinio signalo perdavime, antiapoptoziniuose procesuose
(Linden et al., 2008).

PrPR® kol kas yra vienintelé zinoma ligai specifiska makromolekulé, todél visi komerciniai
diagnostiniai metodai remiasi jos imunologiniu nustatymu (Aguzzi et al., 2004). Prioninés ligos
taip pat diagnozuojamos atlikus CNS mikroskopinius tyrimus. Deja, tam tikromis sglygomis PrP°
ir kai kurios PrP*° formos gali biiti visiskai hidrolizuojamos, todél toks buidas néra labai patogus
aptikti PrP>°. Sios proteazéms jautrios PrP*® formos Zymimos sPrP* (angl. sensitive). Skirtingy
gyviiny rasiy PrP* ar tiesiog skirtingi jy kamienai taip pat gali biiti nevienodai atspariis

proteazéms (Colby ir Prusiner, 2011).

1.1.2  Jauciy kempinligé bei naujo varianto Creutzfeldto-Jakobo liga

BSE, Lietuvoje Zinoma kaip karviy kempinligé, yra uzkre¢iama galvijy degeneraciné liga,
atsiradusi 1986 metais Didziojoje Britanijoje, véliau paplito daugelyje Europos Saliy, taip pat
Kanadoje, JAV, Japonijoje. Jauciy kempinligé priklauso TSE ligy grupei. Ji yra nepagydoma,
mirtina, jai biidingas ilgas latentinis periodas; sunku nustatyti ligos pradZia, nes ji daZniausiai
nespecifiSka; néra iSrasta vakciny, nes infekcija nesukelia Seimininko imuninio atsako (Soto,
2011).

Kempinligéms biidinga PrP° potransliaciné konformaciné modifikacija, kurios metu susidaro
PrPR®. Palyginus su kity gyviny TSE, karviy kempinligé aprépia mazesnj audiniy, kuriuose
kaupiasi PrP*, spektra, nes ligos eigoje limfiné sistema dalyvauja maziau (Aguzzi et al., 2004),
bet agregaty aptinkama periferiniuose nerviniuose audiniuose (tinklain¢je, nugaros smegenyse,
neurohipofizéje) (Okada et al., 2013).

JauGiy kempinligés kilmé néra iki galo aidki. Siuo metu jos pradZia siejama su jaucio
prioniniu baltymu, kurio geno sekoje jvyko spontaniné mutacija, arba Scrapie patogenu
(pastarasis labiau tikétinas) (Watts et al., 2006). BSE atsiradimas sutapo su permainomis MBM
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gamyboje, kurio metu perdirbami krit¢ galvijai, avys, vistos, kiaulés, t. y., patogenas galéjo buti
perduodamas su pasaru. Taupant gamyboje buvo atsisakyta tirpikliy ir virinimo procediiry, o
atskyrimui apsiribota centrifugavimu. Manoma, kad toks pokytis 1émé, jog aviy scrapie prionai
atlaiké pakitusias perdirbimo sglygas ir uzkrété galvijus (Soto, 2011).

Nezitirint to, kad atlieckama daug testy su gyvais gyviinais, kol kas néra né¢ vieno metodo,
kuris padéty patikimai nustatyti BSE. Paprastai diagnoz¢é nustatoma po mirties tiriant CNS

audinius — identifikuojant budingus audiniy paZeidimus, aptinkant PrP®®

, ar scrapie fibriles
elektroniniu mikroskopu. Kaip jau minéta, tokios diagnostikos jautrumas yra labai ribotas ir
prpRes kaupimasis gali biiti neaptinkamas inkubacijos metu. Pazeidimai (neurony spongiforminis
simptomais. Astrocity pagauséjimas ir cerebraliné amiloidozé nebuidinga BSE (nors yra kity TSE
bruozas). Svarbu kontroliuoti jauciy kempinlige, nes galvijai yra skerdziami, o jy mésa vartojama
maisto pramonéje ir patenka j Zmoniy maisto granding.

Manoma, kad jaucio prionai yra persidave zmonéms. Pirmieji naujo varianto CJD (angl. new
variant CJD; toliau — vCJD) atvejai uzfiksuoti 1996 metais Didziojoje Britanijoje. RySys tarp
BSE ir vCJD buvo pasitlytas pastebéjus vienodas inkubacijos trukmes netransgeninése RIII
pelése (~310 dieny) po uzkrétimo jaucio ir zmogaus prionais (Aguzzi et al., 2008). vCJD prionai
labai skiriasi nuo kity zmogaus priony tipy, pastebimi ankstyvi psichikos sutrikimai (depresija,
irzlumas), raumeny koordinavimo stoka, o mirtis iStinka po 14 ménesiy nuo ligos pradzios.
Pateke | organizmg, prionai replikuojasi limfiniuose audiniuose, o smegenyse mikroskopu
pastebimos rausvos démés, paplitusio PrP>® sankaupos (Kretzschmar ir Tatzelt, 2013).

BSE patogenas, kaip ir scrapie ar CJD patogenai, yra unikalus savo atsparumu daugumai
jprasty fizikiniy ir cheminiy nukenksminimo budy, pavyzdziui, inaktyvacijai ultravioletine ar
jonizuojancia spinduliuote (Alper, 1993). Tuometiné¢ vakciny prie§ virusines ligas gamybos
metodika — poveikis kar$¢iu ir formalinu — taip pat neveiksminga (Prusiner, 1998). Efektyvios
cheminés priemonés — NaOH arba NaOCI, Environ LpH (Race ir Raymond, 2003).

1988 metais uzdraudus maitinti avis ir jau¢ius MBM, BSE epidemija ir vCJD atvejy
daznumas sumazg¢jo. Liga buvo pasiekusi pika 2000 metais, kai miré 28 zmonés (dabar sumazéjo
iki 1-2 mirciy per metus). Iki Siol Didziojoje Britanijoje diagnozuoti 176 vCJID atvejai, 49 —
kitose 11-oje valstybiy. Beje, BSE patogenas — jau ne vienintelé grésmé vCJID atsirasti: uzfiksuoti
net 4 atvejai, kuomet vCJD infekcija buvo perduota Zmogaus Zmogui perpylus kraujg (antrineé

pernasa) (Kretzschmar ir Tatzelt, 2013). Tad nors vCJID pikas ir pragjo, lieka tikimybé, kad ligos
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atvejy dar pasireiks, todé¢l butina tirti prionines ligas sukelianCius baltymus ir ieskoti galimy

gydymo budy.

1.1.3 Tarprusinio barjero koncepcija ir priony kamienai

Infekciniai patogenai, tokie kaip virusai ir bakterijos, linke mutuoti ir tokiu budu atsiranda
skirtingi jy tipai, kurie vadinami kamienais. Nors prioniniai baltymai neturi genetinés medziagos,
gali susidaryti skirtingos PrP> struktiiros, kurios lemia skirtingus ligos fenotipus. Tokios PrP>
struktiiros pradétos vadinti PrP kamienais. Tai yra infektyvios prioniniy baltymy agregaty
formos, kurios perduoda kamienui biidingg informacija PrP monomerams ir tokiu budu susidaro
daugiau panaSios strukttiros agregaty (1.1 pav. A). Be to, kamienai lemia inkubacijos periody,
agregaty lokalizacijos, stabilumo bei atsparumo proteazéms skirtumus (1.1 pav. B), taip pat taip
vadinamajj tarprii§inj barjera. Palyginus daugiau nei 40 zinduoliy PrP seky pastebéta, kad jy
pirminés struktiiros yra labai konservatyvios bei panasios, ir manoma, kad jos apsprendzia priony
infektyvumg tarp zZinduoliy r@isiy (Collinge ir Clarke, 2007). Ivairios variacijos tarp rusiy bei
atskiry individy gali turéti jtakos prioninés infekcijos imlumui. Taigi priony pernasa | kity riisiy
atstovus dazniausiai yra stochastinis procesas, kuris priklauso nuo tarprusinio barjero auksc¢io
(Pattison, 1965). Trumpiausias inkubacijos periodas pasireiskia tarp tokiy donory ir recipienty,
kuriy PrP pirminés strukturos identiSkos. Kuo labiau sekos skiriasi, tuo ilgesnis inkubacijos
periodas; neretai infekuoti gyviinai nesuserga prionine liga. Perdavimg kitoms riiSims taip pat
lemia priono kamienas (Collinge ir Clarke, 2007). Pastebéta, kad priony kamienas, lemiantis
galvijy BSE, efektyviai perduodamas kitoms riiSims: nezitrint to, kad pasikei¢ia pirminé PrP
struktiira, budingos molekulinés ir biologinés charakteristikos iSlieka net jvykus kelioms
pernaSoms skirtingose ruSyse. Be to, tas pats kamienas i§ skirtingy rusiy lemia tas pacias
patologijas (1.1 pav. C). Kita vertus, skirtingi to paties Seimininko PrP kamienai, kuriy pirminé
struktiira ta pati, kitoms rai§ims gali buti perduodami nevienodai — skirsis inkubacijos periodai bei
ligy fenotipai. Skirtumus tarp kamieny lemia biitent skirtingos baltymo konformacijos (Collinge
ir Clarke, 2007).
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1.1 pav. Priony kamieny replikacija ir perdavimas. A — priony replikacija vyksta monomerams

prisijungiant prie PrP*° polimery (paveikslélyje — kamieny), kurie skyla autokatalitiniu badu ir

suformuoja daugiau panasiy agregaty. B — skirtingi kamienai, inokuliuoti vienos linijos peléms,
gali skirtis inkubacijos periodais (rodyklés ilgis), neuropatologija (raudonai nuspalvinta smegeny
dalis). Skirtingiems kamienams biidingas proteolizés fragmenty pasiskirstymas pavaizduotas
Western blot diagramose. C — kamieno savybés islieka perduodant patogeninj baltyma jvariy
risiy individams. Pritaikyta i§ (Collinge ir Clarke, 2007).

1.1.4 Rekombinantiniy prioniniy baltymy tyrimai

Baltymy agregacija yra svarbus gamtoje reiskinys, pavyzdziui, baltymas aktinas ir fermentas

glutamato dehidrogenazé savo funkcijas atlieka agregaty pavidale, o vory Silkas neatlikty savo

pagrindinés funkcijos be amiloidinéms fibriléms budingo stabilumo (Morris et al., 2008;

Marshall et al., 2009). Taciau daugelio baltymy agregacija yra nepageidaujama, nes sukelia ligas.

Priono baltymai yra vieni i$ jy (Salia amiloidy B, poliglutamino) (Morris et al., 2008).
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Tam, kad bty galima jrodyti priony baltyminj infektyvuma, pasitelkiami jvairts biidai PrP
patogeninei konformacijai in vitro gauti. Ivairiais metodais gauty rekombinantiniy fibriliy
struktlira yra pana$i, ta¢iau savybés néra visiSkai identiSkos in vivo priono baltymams, t.y.,
daugeliu atveju pagaminti patogeniniai rPrP turi didel} B antriniy struktiiry kiekj ir geba
replikuotis esant natyviems PrP monomerams, taciau jy infektyvumas biina mazas, o proteinazei

K atspari Serdis biina daug trumpesné.

3 Paprastai amiloidinés fibrilés susiformuoja

esant nedideléms denatiiranty

%é koncentracijoms — tokiomis sglygomis

%% 2 natyvus baltymas yra i§ dalies i$sisukes.

S S . Vienas i§ galimy patogeniniy PrP struktiiros
=

replikacijos mechanizmy yra amiloidiniy

fibriliy ilgé¢jimas, tad galima tirti, kaip
Lazl}kas- -.h c susidaro rPrP fibrilés skirtingomis sglygomis
1.2 pav. Fibriliy susidarymo tyrimas stebint (ty, esant skirtingai temperatirai ir
tioflavino T  fluorescencijos intensyvumo  denatiiranty koncentracijoms) (Milto et al.,
priklausomyb¢ ~ nuo  laiko  (schematiné
iliustracija). Cia 1 — lag fazeé, atitinkanti léta
branduoliq formavimasi, 2— ﬁbriliq ilgéjimas, 3 padidinama ﬁbri]iq galq koncentracija,

— stabilizavimasis. Pritaikyta i§ (Marshall et al.,
2000) ritaikyta iS ( PrP  fibriliy  susidaryma  apibiidina

2014). Tuo tikslu pasigaminama sékla, t. Y.,

klasikiné sigmoidiné kreivée (1.2 pav).
Pirmiausia de novo susidaro amiloidinés dalelés (pradiniy branduoliy susidarymas) (1.2 pav. 1));
prisijungiant baltymo molekuléms, fibrilés ilgéja (1.1 pav. A) (1.2 pav. 2) ir galiausiai
stabilizuojasi (1.2 pav. 3). Stebint fibriliy susidarymo kinetikg svarbu jvertinti ir galimg agregaty
skilimg, kurio metu susidaro daugiau aktyviy fibriliy (antrinis branduoliy susidarymas) (Marshall
etal., 2009).

1.1.5 Rekombinantinis bPrP23-230
JauCio prioninis baltymas (bPrP23-230) yra konservatyvus glikoproteinas, nuolat
ekspresuojamas galvijy smegenyse, ypa¢ nerviniy lgsteliy pavirSiuje (Collinge, 1997). Jis
sudarytas i§ 219 aminoriigséiy ir susideda i§ dviejy domeny (Stahl et al., 1987): N-galinis
domenas yra netvarkingas ir turi 5 pasikartojancius oktapeptido (PHGGGWGQ) motyvus, kurie
suriSa metaly jonus (pavyzdziui, Cu®) ir polianijonus (Surewicz ir Apostol, 2011), o C-galinis
domenas (bPrP 121-230) susideda i$ trijy ilgy o spiraliy (1.3 pav. A) (apima 144-154, 173-194 ir
13



200-226 pakaitus) ir trumpos antilygiagreciai i$sidésciusios B struktaros (apima pakaitus 128-131
ir 161-164). Skaiciai 23-230 parodo aminortigs¢iy seka pagal Zmogaus prioninj baltyma.
Skirtingai nuo bPrP°, rekombinantinis baltymas néra glikozilintas ties dviem asparagino
aminorugsties pakaitais (181Asn ir 197Asn), neturi glikozilfosfatidilinozitolio (GPI) inkaro, taip
pat nesudaro disulfidinio rysio, jungianéio 2-3 ir 3-ig a spirales (1.3 A pav.) (Jain ir Udgaonkar,
2011; Lopez-Garcia et al., 2000).

A B

>1DX0:A[PDBID|CHAIN|SEQUENCE
KKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPH
GGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWG
QGGTHGQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLGGYML
GSAMSRPLIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQYSN
QNNFVHDCVNITVKEHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQ
MCITQYQRESQAYYQRGA

1.3 pav. A — tretiné bPrP23-230 struktira. Cia rozine spalva pazymétos trys a spiralés, geltona —
dvi antilygiagreciai i$sidésCiusios B struktiros. B — bPrP23-230 aminortgsciy seka FASTA
formatu (pritaikyta i§ RCSB Protein Data Bank: 1DXO0).

1.2 Rekombinantiniy baltymy gamyba

1.2.1 E. coli kaip ekspresijos sistema

Patogiausia rPrP ekspresijos sistema yra gramneigiama enterobakterija Escherichia coli. Ir
ne veltui — jos genomas puikiai iStirtas, yra daug galimy klonavimo vektoriy, lastelés geba greitai
daugintis, jas paprasta ir nebrangu auginti, gaunamos didelés ekspresuojamy baltymy iseigos (Li
et al.,, 2011). Kita vertus, dominantys rekombinantiniai baltymai tokiame Seimininke susisuka
netinkamai, susidaro neaktyviis agregatai, kurie yra netirpts ir jautriis proteazéms (VOlkel et al.,
1998), pavyzdziui, rPrP daugiausia ekspresuojamas intarpiniy kiineliy pavidalu. Be to, E. coli
lastelése baltymai néra sekretuojami j terpg, nesusiformuoja disulfidiniai rySiai, nevykdomos kai
kurios potransliacinés modifikacijos (pavyzdziui, GPI inkaro bei dviejy glikozilo fragmenty
prijungimas) (Macrides, 1996). Sios problemos sprendziamos tokiais biidais: rPrP renatiiruojami
1§ intarpiniy kiineliy, disulfidiniai tilteliai atstatomi gryninimo metu. Hornemann su kolegomis

palygino 1§ sveiky jauciy smegeny iSskirtus ir be detergenty iSgrynintus natyvios lastelinés
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formos bPrP su rbPrP, ekspresuotu E. coli lastelése. *H-BMR spektroskopijos ir apskritiminio
dichroizmo metodais jie parodé, kad natiiralaus glikoproteino ir rekombinantinio polipeptido 3D
struktiros ir termostabilumai yra i§ esmés identiski (Hornemann et al., 2004). Taigi rPrP
naudojimas eksperimentuose in vitro yra tinkamas, o rezultatai patikimi.

IS visy E. coli ekspresijos sistemy populiariausia yra T7 RNR polimerazés sistema. T7 RNR
polimeraze kontroliuoja lac operonas (Li et al., 2011), kurj sudaro trys struktiiriniai genai: lacZ*
(B-galaktozidazés), lacY+ (B-galaktozidpermeazés) ir lacA+ (B-galaktozidtransacetilazés). Prie§
juos yra valdancioji operono dalis: operatorius, promotorius ir cAMP jungimosi vieta.
Transkripcija  priklauso nuo induktoriaus ir  geno

reguliatoriaus lacl, kuris koduoja baltymg represoriy. CHs

HO
Dazniausiai baltymo indukcija LB terpéje inicijuojama HO )\
S CH
pridéjus IPTG (1.4 pav.), j alolaktoze struktiiriSkai panasaus OH O 3
nemetabolizuojamo junginio (Rancelis, 2000; Walls ir
OH

Loughran, 2011). IPTG veikimo schema pateikta

1.5 paveikslélyje. Jei terpéje néra galaktozidy, kurie

1.4 pav. IPTG struktiiriné

inicijuoty baltymo sinteze, tai represorius prisijungia prie s
formulé.

operatoriaus ir mMRNR sintezé nutriiksta (neigiama
reguliacija) (1.5 pav. A). Induktoriais gali bati tik tokie galaktozidai, kurie surisa lac represoriy ir
kei¢ia jo erdvine struktiirg; tuomet represorius negali sgveikauti su lac operatoriumi ir vyksta

mRNR sintezé (teigiama reguliacija) (1.5 pav. B).
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-IPTG

A lacl Prom lacO ATG STOP
I )

tikslinio baltymo
raiS§ka nevyksta

+ |IPTG ++
+4
B lacl Prom lacO ATG STOP
[ I 1 [
\.’ T7 ir tikslinio
’ baltymo raiska

Imperial College
London

1.5 pav. Induktoriaus IPTG veikimo schema. A — baltymas represorius, kurj koduoja lacl genas,
prisijungia prie operatoriaus ir slopina mRNR sinteze. B — IPTG suri$a represoriy (lacl produkta), tokiu
biidu T7 RNR polimerazé gali nekliudoma nurasyti genus. Pritaikyta i$ (Sweeney, 2007).

1.2.2 Auto-indukciné mitybiné terpé

Tyrinédamas T7 RNR polimerazés sistemos bakterijy kamieny geny raiskos indukcija,
augimg ir stabiluma, amerikie¢iy mokslininkas Studier 2005 metais apibendrino ankstesniy
tyrinétojy pastebéjimus apie nenumatytai indukuotg baltymy ekspresija kompleksinéje mitybingje
terpéje, ir iSvysté naujg bei patikimg auto-indukcijos koncepcijg. Jos pagrindas yra auto-
induktyvios mitybinés terpés komponentai, kurie metabolizuojami skirtingu laiku. PrieSingai
tradiciniam indukcijos IPTG metodui, auto-indukcijos biidu pirmiausia skatinamas biomasés
augimas (jo nebutina kontroliuoti), po to baltymy raiska yra inicijuojama automatiskai (taip pat
kaip ir su IPTG — nuo lac promotoriaus), o tikslino baltymo i$eiga paprastai biina net kelis kartus
didesné (Studier, 2005; Sweeney, 2007). Studier savo darbe pristaté, kokie terpés komponentai
yra biitini auto-indukcijai (2.1 lentel¢). Zinoma, dabar yra keletas kompleksiniy auto-indukciniy
terpiy, kurias galima jsigyti (pavyzdziui, ,,Overnight Express™ Autoinduction System*
(Novagen) ir ,MagicMedia™* (Invitrogen), kuriy sudétis néra atskleidziama, be to, jos
naudojamos dideliems baltymy kiekiams gauti) (Li et al., 2011), bet originalig Studier apibudintg
terpe (ZYM-5052) nesunku pasigaminti, o komponentai néra brangiis, tad Sio mokslininko
pasitilyta metodika didesnei rekombinantiniy baltymy ekspresijai gauti pritaikéme misy

laboratorijoje.
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Kai yra pakankamai anglies S$altinio gliukozés, CRP baltymas (angl. cAMP receptor
protein), kuris suriSa cAMP, teigiamai reguliuoja lac operono ekspresija. Kai gliukozés triiksta,
naudojamas alternatyvus anglies S$altinis (pavyzdziui, laktozé); tuomet adenilato ciklazé
sgveikauja su fosfotransferazinés sistemos komponentais ir padidéja cAMP koncentracija, o Sis
atlicka vidulgstelinés signalinés molekulés vaidmenj. cAMP susiriSa su CRP ir susidaro dimeras;
pasikeitus dimero konformacijai, $is gali prisijungti prie DNR. Tai padidina transkripcija net 50
karty, nes padeda formuotis stabiliam transkripcijos pradéties kompleksui (RNR polimerazé ir abi

DNR grandinés) (1.6 pav.) (Michal ir Schomburg, 2012).

Gliukozé Laktoze Glicerolis

| : Lastelés iSoré

: Lastelés vidus
— -
B I
cAMP Laktoze
Laktoze
virsta €] Laktozés
+ alolaktoze permeazeé
CRP Lacl p-Galakto-
zidaze,
4 I

[ I e |
lacl Prom lacZ lacY

Bakterijos genomas

1.6 pav. Auto-indukcijos veikimo principas. Cia gliukozé — ankstyvasis energijos altinis, taip
pat represorius; glicerolis ir laktozé — vélyvieji energijos Saltiniai. Pritaikyta i§ (Sweeney,
2007).

Toliau, remiantis Studier, trumpai aprasoma kompleksinés mitybinés terpés ZYM-5052
komponenty svarba.
Kazeino hidrolizatas ir mieliy ekstraktas naudojami kaip augimui reikalingos maistinés
medziagos, tinkancios jvairiems E. coli bakterijy kamienams. Kultiros auga 2-3 kartus grei¢iau
nei jprastoje mineraliniy drusky terpéje su gliukoze kaip vieninteliu anglies Saltiniu, taip pat
padidéja tikslinio baltymo raiska.
Fosfatai (Na;HPO, ir KH2PO,) atlieka buferinio tirpalo vaidmenj, taip pat tai natrio, kalio bei

fosfato jony Saltinis.
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Magnio jony déka lasteliy kulttiros auga sparciau, be to, esant 2 mM magnio jony koncentracijai
stebimas efektyvus lasteliy augimas bei gyvybingumas.

Gliukoze, glicerolis ir laktozé — anglies Saltiniai. Gliukozé yra pradinis energijos Saltinis: ja
vartojant didéja lasteliy augimo greitis, taciau dideli jos Kiekiai slopina indukcijg laktoze. Tuo
metu glicerolis neslopina, todél tinka tiek apibréztai, tieck kompleksinei auto-indukcinei terpei ir
yra vélesnis energijos Saltinis. Laktozé pradedama naudoti tik lgsteléms suvartojus gliukozg.

Azoto $altinis — NH4CI.

ISbandgs jvairias gliukozés, glicerolio ir laktozés kiekiy kombinacijas, Studier teigia, kad
standartinis 5052 miSinys (0,5 % glicerolio, 0,05% gliukozés ir 0,2 % laktozés) yra
tinkamiausias jvairiy baltymy (tarp jy — ir rekombinantiniy) indukcijai (Studier, 2005).

1.2.3 Intarpiniai kiineliai ir baltymy renatiracija i$ jy

Intarpiniai kineliai (toliau — IB, angl. inclusion bodies) susidaro dél Zenkliai padidéjusios
baltymo raiskos bei jo agregacijos (Fink, 1998) ir yra ekspresuojami bakterijy citoplazmoje.
Paprastai tai tankios ir didelés, rutulio ar cilindro formos dalelés (0,2-1,2 pm dydzio), kuriy
sankaupy didzigja dalj (80-95%) sudaro ekspresuojamas tikslinis baltymas (Ramon et al., 2014).
Nors IB paprastai yra labai homogeniski, renatiiracija daznai yra sudétinga (Fink, 1998).
Pirmiausia Igstelés yra suardomos — biomas¢ i§maiSoma denattiruojanc¢iame buferiniame tirpale ir
homogenizuojama. Biitina pilnai suardyti lgsteles, nes nesuardytos lastelés ar didelés jy
nuolauzos nuséda kartu su IB ir uzterSia juos (Lilie et al.,1998). Ardant lgsteles iSsiskiria daug
Silumos ir proceso metu baltymai gali sulipti (agreguotis); siekiant to i§vengti, homogenizavimo
procediiros atlickamos greitai ir esant 0-4 °C temperattrai (Bagdoniené et al., 2006).

IB tirpinimui naudojami didelés koncentracijos denatiiranty tirpalai, pavyzdziui, 5-8 M
GdnHCI arba 6-8 M karbamidas; Sie ardo antring baltymo struktiirg (Fischer et al., 1993). IB
tirpinima apsunkina cisteino aminoriigs§¢iy turintys baltymai, nes jie sudaro netaisyklingus
tarpmolekulinius ir vidumolekulinius disulfidinius tiltelius. Siems tilteliams suardyti reikia
naudoti tokj renatiiracijos buferinj tirpalg, kurio redukcijos-oksidacijos potencialas leisty
susiformuoti taisyklingiems disulfidams, tad paprastai naudojami mazos molekulinés maseés
tioliniai reagentai (Lilie et al., 1998), pavyzdziui, glutationas. Kad susidaryty tiolato anijonai,

renatliracija vykdoma silpnai Sarminéje terpéje (pH 8-9) (Middelberg, 2002).
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1.2.4  Afininé chromatografija naudojant imobilizuotus metalo jonus (IMAC)

Afining, arba giminingumo, chromatografija — tai skys¢iy chromatografijos biuidas, pagristas
biospecifine, griztamaja sgveika tarp biologiskai aktyviy arba erdviskai unikaliy molekuliy su
kitomis komplementariomis molekulémis; tarp stacionarios fazés imobilizuoto ligando ir skystos
judriosios fazés nusistovi pusiausvyra (Sasnauskiené, 2008). Kadangi histidininé uodega yra toli
nuo baltymo struktiirinio domeno ir tod¢él netrukdo jo tretinei struktirai susidaryti,
rekombinantinis baltymas su Sia Zyme gali biiti iSgrynintas ir renatiiruojamas imobilizuoty metaly
jony afininés chromatografijos biidu (toliau — IMAC) denattiruojanc¢iomis sglygomis ir ¢ia pat
renatiiruojamas. Histidinui biidinga stipriausia sgveika su imobilizuoty metaly jony matricomis,
nes Sios aminortgsties imidazolo ziedo elektrony donoriné grupé greitai suformuoja
koordinacinius rySius su imobilizuotais pereinamyjy metaly jonais (tokiais kaip Ni**, Cu**, Zn*",
COZ+) ir sudaro patvary kompleksg su ligandais netgi esant didelei denatiiranty koncentracijai
(Walls ir Loughran, 2011).

D¢l stiprios saveikos metodas puikiai tinka baltymy atskyrimui atlikti, taciau butina
atsizvelgti | sgveikos stabilumg, nes pagal tai parenkamos renatiiracijos salygos (Middelberg,
2002; Block et al., 2009). Chelatoriais, kurie suriS$a metaly jonus su agaroze, naudojami
iminodiacto rugstis, trikarboksimetiletilendiaminas arba nitrilotriacto riigstis (Block et al., 2009),
bet yra ir kity prijungimo budy, kuriy firmos neatskleidZia.

Denaturuotas baltymas, kuris turi SeSiy His seka, adsorbuojamas ant metalo chelatinio
sorbento, renatiiruojamas kolonéléje mazinant denattiranto koncentracijg ir po renatiiracijos
desorbuojamas imidazolo tirpalu (Lilie et al.,1998). Renatiiracijos metu i§ baltymo tirpalo
pasalinamas denatiirantas (tada i$ naujo susidaro vandeniliniai rySiai ir baltymas gali vél jgyti
natyvig struktiirg), imidazolas pakeic¢ia baltymo histidining uodega, sgveikaujancig su chelatuotais
metalo jonais, ir baltymas atpalaiduojamas (Middelberg, 2002; Block et al., 2009).

1.2.5 Histidininé uodega ir jos kirpimas
Histidininés uodegos panaudojimas yra labiausiai paplitusi strategija, taikoma
rekombinantiniy baltymy gryninime. Trumpai polihistidino uodegai prie baltymo N ar C galo
pridéti pasitelkiami rekombinantinés DNR metodai. DaZniausiai sutinkama histidininés uodegos
zyme susideda 1§ 6 nuosekliai i1§sidésciusiy histidino aminortigsties pakaity, kuriy kiekvienas gali
sudaryti koordinacinj ry$j su metalu ir pastumia pusiausvyra j asociacijos pusg¢, kas lemia
stabilesnj suri§ima. Si prijungta Zymé yra maza (0,84 kDa), esant pH 8 — nejonizuota, taiau vis
delto gali turéti jtakos ekspresijai, baltymo 3D struktiirai ar net tirpumui, taip pat lemia gebéjima
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prisijungti priec IMAC ligandy. Polihistidino uodegai paSalinti naudojamas jvairios proteazes,
pavyzdziui, trombinas (EC 3.4.21.5). Tai serino proteazé, kuri atpazjsta Leu—Val-Pro—Arg-Gly—
Ser aminoriigséiy seka ir selektyviai kerpa Arg—Gly rysj (Block et al., 2009; Walls ir Loughran,
2011). Kaip efektyviai trombinas nukirpo histidining uodegg nuo baltymo, patikrinama pasitelkus
masiy  spektrometrijos analiz¢ arba atliekant elektroforez¢ natrio  dodecilsulfato

poliakrilamidiniame gelyje.

1.2.6 Jony mainy chromatografija

Jony mainy chromatografija yra miSiniy frakcionavimas, pagrjstas elektrostatine (jonine)
sgveika tarp baltymy ir nejudriosios fazés (t. y., sorbento) jonizuoty grupiy. Konkretaus baltymo
jonizuoty grupiy disociacijos konstanta priklauso nuo baltymo erdvinés struktiros bei
jonogeniniy grupiy apsupties, o sagveika su jonitais apibrézia neigiamy ir teigiamy kraviy skaicius
(Sasnauskiené, 2008). Renkantis sorbenty, atsizvelgiama j baltymo molekuling masg, jo
izoelektrinj taska (pI) bei pH intervala, kuriame baltymas yra stabilus. Dazniausiai naudojami
sorbentai  yra  celiuliozés dariniai —  karboksimetilceliuliozé  (katijonitas) arba
dietilaminoetilceliuliozé (anijonitas). Siame darbe naudojama CM-sefaroze, kuri yra silpnai
rugstinis katijonitas, nes turi neigiamai jkrautg karboksimetil funkcing grupe (CH,COO).
Baltymo eliucijai parenkami buferiai, kuriy pH artimas chromatografuojamo misinio
izoelektriniam taskui. Eliucija galima vykdyti kei¢iant buferinio tirpalo pH arba jonine jéga
(Bagdoniené et al., 2006; Sasnauskiené, 2008).
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1.3 Fluorescenciné analizé

ThT fluorescenciné analizé. Pastangos aptikti, diagnozuoti ir analizuoti amiloidiniy fibriliy
struktirines savybes bei kinetikg leido sukurti platy spektra joms savity molekuliniy zymiy,
taciau tioflavinas T (ThT) (1.7 pav. A) yra daZniausiai naudojamas (Hudson et al., 2009;
Biancalana ir Koide, 2010). Tai benzotiazolo dazas, naudojamas baltymy agregacijos tyrimuose

kaip fluorescuojanti molekuliné zymé (Hudson et al., 2009).

A CHj
’ CHjs
O
HaC S CHs
Cl

1.7 pav. A — Tioflavino T cheminé struktiira. Dazas turi hidrofobine¢ dalj, ¢ia dimetilamino grupé yra
prijungta prie fenilo grupés, kitame gale yra labiau poliné benzotiazolo grupé su poliniais S ir N atomais.
Tokia polinio ir hidrofobinio regiono kombinacija leidzia tioflavino T molekuléms vandeniniuose
tirpaluose prisijungti prie amiloidiniy fibriliy. B — ThT prisijungimo prie fibriliy B struktary ,.kanalo®
modelis. ThT jungiasi iSilgai Soniniy grandiniy. Pritaikyta i$ (Biancalana ir Koide, 2010).

Manoma, kad fluorescencijos intensyvumo padidéjimas yra selektyvios ThT imobilizacijos
pasekmé. ThT elgiasi kaip molekulinis rotorius:

tirpale Zemas energijos barjeras leidzia benzilamino ir
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tai lemia nedidele ThT fluorescencijos emisija.
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Bangos ilgis, nm Susidariusios amiloidinés fibrilés ,,sukuria® ThT

suri§imo vietg; ThT imobilizacija uzfiksuoja suzadinta
1.8 pav. Fluorescencijos intensyvumo
priklausomybé nuo bangos ilgio ThT
neprisijungus prie fibriliy (1 kreivé) ir  padidéjimag (Biancalana ir Koide, 2010).
prisjjungus (2 kreive). Pritaikyta 18

bliseng, 0 tai lemia fluorescencijos intensyvumo

(Biancalana ir Koide, 2010). Nors ThT - populiarus daZas, jo veikimo

principas dar néra iki galo aiskus. Zinoma, yra keletas modeliy, kuriais galima apibadinti

molekulinj mechanizma. Siuo metu pasikliaunama ,,kanalo“ modeliu (1.7 pav. B) (Biancalana ir

Koide, 2010). Prionai turi didelj B struktiiry, kurios i$sidésto savitai, kiekj, tad manoma, kad ThT

jungiasi butent fibriliy P struktiry pavirSiuje (kaip keiCiasi fluorescencijos intensyvumas
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prisijungus, pavaizduota 1.8 pav.). Fibriliy Soninés grandinés i$sidésto statmenai B klostéms, o

lygiagrecios Soniniy grandiniy eilés susidaro nepaisant peptido sekos. Taip suformuojamas

kanalo formos motyvas, kuris yra nukreiptas j fibrilés iSor¢ ir suformuoja griovelj, kuriame gali

prisijungti ThT. Toks modelis, Zinoma, puikai paaiskina, kodél ThT gali jungtis prie skirtingy

fibriliy, nes jis atpazjsta daugeliui fibriliy bendrg struktiirg (Biancalana ir Koide, 2010).

ANS fluorescenciné analizé. ANS anijonas (1.9 pav.) yra daznai naudojama baltymy ir

membrany ,,hidrofobiné zymé*. Ilga laikg manyta, kad ANS jungiasi
©\ @H prie hidrofobinio baltymo pavirSiaus per nepoling anilinonaftaleno

HN 0=$=0

grupe. TaCiau ANS yra

stiprus anijonas, 0 jo

1.9 pav. ANS struktiiriné sulfonin¢  grupé  sudaro
formule. joninius rySius su tirpiy
baltymy katijoninémis grupémis. Kai dazas patenka
prie baltymo pavirSiaus aminoriig§¢iy hidrofobiniy
fragmenty  (pavyzdziui, baltymo hidrofobinése
kiSenése), keiciasi jo fluorescencijos intensyvumas;
tokie poky¢iai keliant temperatiirg atspindi baltymo
denatiiracijos kreive. Baltymas iSsivynioja, ir ANS
anijonas suformuoja joninius rySius su katijonais Salia
atsiverian¢iy baltymo hidrofobiniy sri¢iy. Tokiu biidu
fluorescencija did¢ja, o pasiekus tam tikrg temperatira
pradeda maZzéti. ANS prisijungimo prie baltymo biidai
pavaizduoti 1.10 paveikslélyje. Temperatiira, kai
natyvaus ir iSsivyniojusio baltymo koncentracijos
lygios, vadinama baltymo lydymosi temperatira
(toliau — Trp)). Neigiama kriivi kompensuoja protonai i$
vandens, tokiu biidu laisvi hidroksido anijonai lemia

pH reikSmés pokytj. Be to, ANS puikiai fluorescuoja

M0 H,0 s0, A0
HH

HyO ;
HO Mefluorescuoja

1.10 pav. ANS prisijungimo prie
baltymo budai. Kai ANS anijono
aminonaftaleno grupé nesgveikauja su
vandeniu, tada ANS fluorescuoja. Kai
aminonaftaleno grupé saveikauja su
vandens moleluléms, ANS anijonai
nefluorescuoja. Visi ANS anijonai su
baltymu jungiasi joninias rySiais.
Pritaikyta i§  (Matulis ir Lovrien,
1998).

tokiuose tirpikliuose kaip izopropanolis, taciau visiskai nefluorescuoja vandenyje (Matulis et al.,

1999).
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2 Medziagos ir metodai

2.1 Naudoti reagentai, laboratoriniai jrenginiai, terpés, buferiniai tirpalai

2.1.1 Laboratoriné jranga

autoklavas ,,AHS-75N” (Raypa);

centrifugos: ,,Eppendorf 5424 (F-45-18-11-Kit rotorius); HiCen SR (AF 6.500, AF 8.50.2
rotoriai) (HeroLab);

chromatografijos sistema ,,AK TApurifier” (GE Healthcare);

chromatografiné kolonélé ,,XK26/20” (GE Healthcare) (aukstis — 20 cm, skersmuo — 26 mm);
dializés zarnos: 32 ir 50 mm diametro ,,Zella Trans Roth” (pralaidumas — 6-8 kDa);
elektroforezés sistema ,,Minigel-Twin” (Biometra), sudaryta i§ ,,BioRad Mini Protean 3”
elektroforezés aparato ir ,, CONSORT EV 243 srovés Saltinio;

elektroninis mikroskopas ,,Morgagni 268” (FEI);

filtravimo indeliai ,,Millipore Stericup” (filtravimo popierélio pory dydis — 0,22 pl);

kaitinimo plytele ,,ICKOPKA”;

koncentratoriai ,,Amicon® Ultra-15” (pralaidumas — 10 kDa);

laboratorinés svarstykles: ,, KERN ABJ”; ,KERN PCB 400-2”; ,,KERN PLJ 6000-1GM”;
magnetinés maisyklés: ,,VARIOMAG Maxi Direct”, ,,BIOSAN MSH-300"; ,,Velp Scientifica
ARE”; ,,C-MAG HS7” (IKA); ,,LABORTECHNIK RCT basic” (IKA);

maisyklé ,,CLASSIC vortex mixer” (VELP Scientifica);

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

poliakrilamidinio gelio elektroforezés aparatas ,,Biometra PS 300T” ir jo priedai;

purtyklé ,,KS 4000i” (IKA);

rankinis homogenizatorius ,,Potter-Elvehjem” (Sigma-Aldrich);

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

refraktometras ,,RL3” (PZO);

sorbentai: ,,Ni Sepharose™ 6 Fast Flow”; ,,CM Sepharose Fast Flow” (GE Healthcare).
spektrofotometrai: ,,ALPHA FT-IR”; ,,UV-1800" (Schimadzu); ,,Varian Cary Eclipse”;
spektropoliarimetras ,,Jasco J-815 CD Spectrometer”;

Svirkstinis filtras (diametras — 30 mm, pory dydis - 0,22 pm);
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termo-purtyklés: ,,New Brunswick Scientific”; ,,Heidolph Inkubator 1000 Unimax 10107,
,,Biosan Enviromental Shaker—Incubator ES—20”;

termostatas ,,Eppendorf Thermostat plus”

ultragarso $altinis ,,Bandelin Sonopuls 3100 (antgaliai: VS70 T, MS72);

vakuuminé filtravimo jranga ,,Sigma-Aldrich”;

2.1.2 Reagentai

Acros Organics: glicerolis, HCI, NaOH, APS;

AppliChem: glicinas, NDS, TRIS;

Carl Roth: akrilamidas, ampicilinas, GdnHCI 98 %, GdnHCI 99,7%, KCI, KH,PO,4, K;HPOy;
Fisher Scientific: glutationas, imidazolas, IPTG, kazeino hidrolizatas, gliukozé, mieliy ekstraktas,
trombinas, TRIS, natrio fosfatai, karbamidas, bis-akrilamidas, laktoz¢, TEMED, guanidino
tiocianatas, molekulinés masés zymuo ,,Ez-Run Rec ladder”, dazas elektroforezés geliams dazyti
,»Ez-Run Protein Gel Staining Solution”;

Fluka: bromfenolio mélis;

Invitrogen: D-gliukozé¢;

MERCK: natrio chloridas.

SERVA: 2-merkaptoetanolis;

Sigma-Aldrich: ANS, ThT, uranilo acetatas.

2.1.3 Naudotos terpés ir buferiniai tirpalai
Terpés:

S.0.C. mitybiné terpé. Vienam litrui terpés reikia: 20 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto, 0,5 g
NaCl, 2,5 ml 1 M KCI, 10 ml 1 M MgCl,, 10 ml 1 M MgSQ,, 20 mM gliukozés ir dejonizuoto
vandens, kad galutinis taris buty 1 1. Paruosta terpé autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje.
AtSaldzius pridedama 20 ml 1 M gliukozés, kuri pries tai filtruojama 0,2 pum polivinilidino
difluorido filtru; i$pilstoma nedideliais tariais ir laikoma -20 °C temperatiroje.

Skysta LB (Luria/Miller) mitybiné terpé. 25 g terpés (milteliy pavidalu) istirpinama 1 1

dejonizuoto vandens;
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e Auto-induktyvi mitybiné terpé ZYM-5052. Ruosiamos 4 kolbos su 400 ml auto-induktyvios
mitybinés terpés. Komponentai tirpinami dejonizuotame vandenyje; autoklavuojama 20 min

1 atm slégyje.

2.1 lentelé. Auto-induktyvios mitybinés terpés komponentai.

Eil. nr Auto-induktyvios mitybinés terpés ZYM- | MedZiagy kiekiai 1,6 litrui terpés
5052 sudétis: paruosti:
1. Kazeino hidrolizatas (1 %) 16,00 g
2. Mieliy ekstraktas (0,5 %) 8,00¢
3. 25 mM Na,HPO, 5,689
4, 25 MM KH,PO, 5444
5. 50 mM NH,CI 4,289
6. 5 mM Na,SO, 1,12 g
7. 2 mM MgSO, 0,789
8. 0,5 % glicerolis 8,00 ¢
9. 0,05 % gliukozé 0,809
10. 0,2 % laktoze 3,209
11. 100 mg/l ampicilinas 1600 pl

Buferiniai bei Kiti tirpalai

A. 10 mM TRIS, 100 mM K;HPO, (pH 8). Sumaisoma 10 ml 1M TRIS ir 100 ml 1 M K;HPOy,,
skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 800 ml; jei reikia, tirpalo pH koreguojamas HCI tirpalu ir
skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 1000 ml. Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory
dydzio filtra.

B. 50 mM imidazolo, 10 mM TRIS, 100 mM K;HPO, (pH 8). 10 ml 1 M TRIS tirpalo sumaiSoma
su 100 ml 1 M K;HPO;, tirpalo, 3,4 g imidazolo istirpinama 800 ml dejonizuoto vandens; jei
reikia, tirpalo pH koreguojamas HCI tirpalu ir skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 1000 ml.
Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 pm pory dydzio filtra.

C. 700 mM imidazolo, 10 mM TRIS, 100mM KH,PO,4 (pH 5,8). 10 ml 1 M TRIS tirpalo
sumaiSoma su 100 ml 1M KH,PO, tirpalo, 47,66 g imidazolo ir praskiedziama dejonizuotu
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vandeniu iki 800 ml; jei reikia, tirpalo pH koreguojamas HCI tirpalu ir skiedziama dejonizuotu
vandeniu iki 1000 ml. Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory dydzio filtra.
. 6 M GdnHCI, 10 mM TRIS, 100 mM KH;PO4, 10 mM glutationo (pH 8). 402,3 g guanidino
chlorido uzpilama 7 ml 1 M TRIS ir 70 ml 1M KH,PO, tirpalo bei pakankamas Kkiekis
dejonizuoto vandens (bendras tirpalo thris ~ 650 ml) ir maiSant ant magnetinés maiSyklés
laukiama, kol istirps GAnHCI. Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 pm pory dydzio filtra. 2,15
g glutationo jdedama pries$ pat naudojimg. Tirpalo pH koreaguojamas su 1 M NaOH ir 0,5 M HCI
iki 8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 700 ml. Tirpalas su
glutationu turi buti laikomas Saltai (ledo vonel¢je).
. 10 mM fosfatinis buferinis tirpalas (pH 5,8). 36,8 ml 1 M KH,PO, sumaisoma su 3,2 ml
K2HPOy,, skiedziama vandeniu iki 3500 ml; jei reikia, pH koreaguojamas NaOH ar HCI iki 5,8.
Galutinis taris — 4000 ml.
. 2 M NaCl, 10 mM PO (pH 5,8). 9,2 ml 1 M KH,PO; sumaifoma su 0,8 ml KoHPOy,
pridedama 116,88 g NaCl, skiedziama vandeniu iki 900 ml; jei reikia, tirpalo pH koreguojamas
NaOH ar HCI tirpalu iki 5,8 ir skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 1000 ml. Buferinis tirpalas
filtruojamas per 0,22 pm pory dydzio filtra.
. 10 mM acetatinis buferis (pH 4). 30 ml 1 M CH3COOH sumaisoma su 10 ml 1 M CH3COONa,
skiedziama dejonizuotu vandeniu iki ~3800 ml; jei reikia, pH koreguojamas iki 4 ir skiedziama
dejonizuotu vandeniu iki 4000 ml.
. 6 M GdnHCI, 50 mM PB (pH 6). 1,64 ml 0,2 M Na;HPO, sumaisoma su 2,17 ml 1 M
NaH;PO,, jpilama dejonizuoto vandens, iStirpinama 28,94 g GdnHCI, skiedZiama dejonizuotu
vandeniu iki 50 ml. Nustatomas GdnHCI lazio rodiklis (4N,); tiksli GdnHCI koncentracija
apskaiciuojama pagal formule (Nozaki, 1972):

¢ = 57,147 (AN) + 38,68 (AN)? — 91,6 (AN)?, (2.1)
¢ia ¢ — GdnHCI tirpalo koncentracija (M), 4N; — fosfatinio buferinio tirpalo be GdnHCI laZio
rodiklis, 4N, — fosfatinio buferinio tirpalo su GdnHCI luzio rodiklis, AN — luzio rodiklio pokytis
(AN = AN, — AN,).
10x TRIS-NDS-glicino elektroforezés buferis: 10 g NDS, 30 g TRIS, 144 g glicino istirpinami
600 ml dejonizuoto vandens (pH 8,3-8,6 (nekoreguojamas)), ir skiedziama iki 1 I; laikoma 4 °C

temperatiiroje. Prie§ elektroforeze buferinis tirpalas skiedziamas 10 karty.
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J. 6x sample buferinis tirpalas: 1,2 g NDS, 6 mg bromfenolio mélio iStirpinami 6 ml glicerolio,
pridedama 3,75 ml 1 M TRIS (pH 6,8) ir 0,93 ml 2-merkaptoetanolio; skiedziama dejonizuotu
vandeniu iki 10 ml.

E. coli BL21 Star™ (DE3) bakteriju kamienas. Siy bakterijy kamieno genotipo
charakteristika tokia: F-ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel31(DE3). Jis turi lizogeninj A
profaga DE3 ir T7 RNR polimerazés gena, kurj kontroliuoja lacUV5 promotorius. Mutaves rne
genas (rnel31) koduoja sutrumpintg Rnazés E fermenta, kuris neskaldo mRNR, tad $io fermento
stabilumas didesnis. Kamienas jsigytas Invitrogen.

Plazmidé pRSETA-6xHis-bPrP23-230(25-241). Plazmidés pRSET A (su jklonuotais
bPrP23-230 konstruktu, SeSiy aminortigsties His pakaity seka N gale ir atsparumo ampicilinui
genais) gautos i§ Ciuricho Neuropatologijos instituto (Sveicarija) (Hornemann et al., 2009) (2.2
pav.)

Genetinio konstrukto N gale jterpta uodega susideda i§ 15 aminoriigséiy sekos (2.1 pav.
pazyméta zaliai). Trombino proteazé kerpa peptidinj ry$j tarp 15 arginino ir 16 glicino

aminoragsciy.

N galas
10 20 30 40 s0 60
MEGSHABHBH GLVPRGSEEER PEPGGGWHNTIG GSEYPGOGSPE GGHEYPEQGG GGWGOPHGGG

70 80 30 100 110 120
WGQPHGGGWG QPHGGGWGQP HGGGWGQPHG GGGWGQGGTH GOWNEPSKPK TNMEHVAGAL

130 140 150 160 170 180
LAGAVVGGLG GYMLGSAMSR PLIHFGSDYE DRYYRENMHR YPNQVYYREV DQYSNQNNEV

190 200 210 220 230
HDCVNITVKE HIVITTTKGE NFTETDIKMM ERVVEQMCIT QYQRESQAYY QRGA (C _galas)

2.1 pav. Jautio rekombinantinio prioninio baltymo aminoriigs¢iy seka su His uodega ir papildomais
aminoriig§ciy pakaitais (pazyméta zaliai). Geltonai pazyméti baltymo N ir C galai.
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2.2 pav. Plazmidés pRSETA-6xHis-bPrP23-230(25-241) genolapis (sumodeliuota pasitelkus
»SnapGene Viewer” programa).

2.2 Metodali

2.2.1 Bakterijy transformacija ir tikslinio baltymo raiskos indukcija

Rekombinantinio prioninio baltymo raiskai gauti E. coli bakterijy BL21 Star™ (DE3)
kamienas transformuojamas 1 pl genetiniu konstruktu pRSETA-6xHis-bPrP23-230(25-241)
(2.1pav.): i 100 pl kompetentiniy lasteliy kultiros jdedama 1 pl DNR tirpalo, atsargiai
sumai$oma ir inkubuojama 30 min ledo voneléje; termostate vykdomas temperatirinis $okas
(90 s 42 °C) ir 2 min inkubuojama ledo voneléje. | transformacijos misinj pridéjus 400 ul S.O.C.
terpés, transformantai auginami 45 min termostatinéje purtykléje (37 °C, 220 apm), po to
centrifuguojami 2 min 6000 apm. Dalis tirpalo nusiurbiama, Igstelés suspenduojamos likusiame
supernatanto tiiryje, iSs¢jamos ant paruostos Petri 1¢kStelés su agarizuota LB terpe ir ampicilinu
(100 pg/ml) ir inkubuojamos termostate (37 °C) ~ 16 val.

Naktinés kultiiros paruosimas. | 100 ml autoklavuotos (20 min 1 atm slégyje) LB
terpés dedama 100 pl ampicilino (100ug/ml); i$ Petri leksStelés paimta atsitiktiné transformuota
E. coli bakterijy BL21 Star™ (DE3) kolonija auginama Sioje terpéje purtykléje per naktj
(~ 16 val., 37 °C, 220 apm).
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Kultiiros buvo auginamos ir indukuojamos dviem budais:

A. LB terpéje (indukuojant IPTG). Paruosiamos 4 kolbos su 400 ml autoklavuota LB
terpe, | kurias dedama 400 pl ampicilino ir perkeliama 10 ml naktinés bakterijy kultoros. Lastelés
auginamos 37 °C, 220 apm, stebimas optinis tankis (matuojama spektrofotometru, A = 600 nm).
Jam pasiekus 0,6-0,8 O. V., paimamas 300 pl lasteliy méginys elektroforezei ir vykdoma tikslinio
baltymo raiskos indukcija: i kiekvieng kolbg jdedama 400 ul 1 M IPTG, biomasé¢ auginama
37 °C, 220 apm, 16 val.

B. Auto-indukcinéje mitybinéje terpéje. RuoSiamos 4 kolbos su 400 ml auto-
induktyvios mitybinés terpés ZYM-5052; 40 ml uzaugintos naktinés kultiiros perkeliamos |
paruosta terpe (po 10 ml j kiekvieng kolbg) ir auginama 37 °C, 220 apm, 16 val. Indukcija vyksta

automatiskai, kai tik baigiasi gliukozés Saltinis.

Tiek vienu, tiek Kitu atveju transformanty kultiiros buvo auginamos tomis paciomis
optimaliomis E. coli bakterijy augimo salygomis (37 °C, 220 apm, pH 7). Uzaugintos kultiiros
centrifuguojamos 20 min 6000 apm , Amicon® Ultra—15" koncentratoriuose, -4 °C

temperatiiroje; supernatantas nupilamas, surenkama bei pasveriama biomasé.

Méginiy paruoSimas elektroforezei. Méginiuose pries (imama 300 pl) ir po indukcijos
lasteliy kiekis turi buti vienodas. Jis yra atvirk§¢iai proporcingas iSmatuotam optiniam tankiui po
indukcijos, tad Igsteliy suspensijos kiekj galima apskaiciuoti pagal formule:

x X 0Ty
oT, '’

y = (2.2)

Cia x — lasteliy lizato kiekis prie$ indukcijg, y — lasteliy lizato kiekis po indukcijos, OT; — optinis

tankis prie$ indukcija, OT, — po indukcijos.

Méginiai elektroforezei centrifuguojami 2 min 6000 apm; dekantuojama, ant nuosédy
uzpilama denatiiruojancio agento (6x sample buferinio tirpalo), suspenduojama, kaitinama 10 min
98 °C temperatiiroje. Rekombinantinio bPrP23-230 raiska patikrinima iSanalizavus méginius

baltymy elektroforezés metodu (pagal 2.2.2 skyrelyje pateikta metodika).

2.2.2 Baltymy elektroforezé
Elektroforezé vykdoma ,,BioRad Mini Protean 3” elektroforezés aparatu. Skiriamojo

gelio komponentai dedami tokia eilés tvarka, kaip nurodyta 2.2 lenteléje. APS ir TEMED
29



sudedami pries gelio supylimg tarp stikliniy elektroforezés ploksteliy, nes pirmasis (APS) sukelia
polimerizacijos reakcija, o TEMED yra reakcijos katalizatorius; geli supylus, Sis padengiamas
keliais mililitrais dH,O ir leidziama sustingti (apie 40 min); tada vanduo nupilamas, gelio virSus
nusausinamas filtriniu popieriumi, o ant virSaus polimerinamas koncentruojamasis poliakrilamido
gelis. | uzpiltag koncentruojamajj gelj jstatomos ,,Sukos” ir vel leidziama sustingti (apie 30 min), o
geliui sustingus, plokSteles galima jstatyti j elektroforezés aparatg. Elektroforezés aparatas
uzpildomas elektroforezés buferiniu tirpalu ir iSimamos ,Sukos”, i atskirus gelio takelius
perkeliami méginiai (5 pl molekulinés masés zZymens bei po 7 pl kiekvieno méginio (pries$ ir po
indukcijos)). Elektroforezé vykdoma esant nekintamam elektros srovés stiprumui (30 mA),
jtampa — 200 V. Dazui pasiekus skiriamojo gelio apacia, srové iSjungiama. Po elektroforezés
gelis dazomas ,Ez-Run” elektroforezés geliy dazu purtykléje 20 min, 80 apm, 30 °C

temperatiiroje, po to blukinamas dH,0.

2.2 lentelé. Elektroforezés skiriamojo ir koncentruojamojo gelio komponentai bei jy Kiekiai
geliui tarp ploksteliy suformuoti.

Skiriamasis gelis (12 %) Koncentruojamasis gelis (4 %)
Eilés nr.
Komponentai Tiris Komponentai Tiris
1. dH,O 2,55 ml dH,O 1,27 ml
2, 1,5M Tris-HCI (pH 8,8) | 1,53 ml | 1 M Tris-HCI (pH 6,8) 500 pl
3. 40 % AA/BAA 1,83 ml 40 % AA/BAA 201 pl
4, 10 % NDS 61 pl 10 % NDS 20 pl
5. 10 % APS 30,5 ul 10 % APS 10 pl
6. TEMED 3,65 pl TEMED 2 ul

2.2.3 Renatiiracija ir gryninimas giminingumo chromatografijos metodu

Biomasé, sumaiSyta su buferiniu tirpalu D (santykiu 1:5), homogenizuojama ,,Potter-
Elvehjem “ rankiniu homogenizatoriumi iki vientisos masés. Si véliau ardoma ultragarsu (antgalis
— VS70T) tokiomis salygomis: 20 min, ultragarsinimo/ramybés ciklas — 60 s/60 S, amplitudé —
70 %. Ardymo metu biomasé laikoma $altai (ledo voneléje). Suardyta biomasé centrifuguojama
NDS-PAAG

elektroforezei; po to supernatantas sumaisomas su buferiniu tirpalu D nulygsvarintu sorbentu
30

40 min 17000 apm 4 °C temperatiiroje. ~ Paimamas  supernatanto  méginys



(jame yra nikelio jony). MiSinys létai maiSomas 30 min 4 °C temperatiiroje (inkubacijos metu His
aminorigsciy molekulés koordinaciniais rySiais prisijungia prie metalo jony), o po to juo
kraunama XK 26/20 kolona, kuri prijungiama prie gryninimo sistemos.

Kolonélé praplaunama 100 ml buferiniu tirpalu D. Baltymas kolonéléje renatiiruojamas létai
mazinant GdnHCI koncentracijg nuo 6 M iki 0 M (200 ml), buferiniu tirpalu A i$plaunamas
GdnHCI. Po 70 ml buferiniu tirpalu B eliuojami silpniau prie nikelio jony besijungiantys
baltymai; tikslinis baltymas desorbuojamas buferiniu tirpalu C (90 ml). Imidazolas sgveikauja su
Ni (II) jonais ir veikia kaip konkurencinis ligandas, pakeiCiantis baltyma saveikoje su Ni (II)
jonais; tokiu biidu baltymas atsikabina nuo sorbento, o i§ kolonélés iSplauti baltymai renkami |
frakcijas.

Po giminingumo chromatografijos iSgrynintas baltymas dializuojamas. Dializés tikslas —
sumazinti druskos koncentracijg baltymo tirpale, i§ dializuojamo tirpalo paSalinti detergentus,
polisacharidus. Tai jmanoma, nes dializés Zarnelé praleidzia tik tam tikro dydzio molekules.
Priklausomai nuo to, ar bus kerpama histidininé uodega, baltymas dializuojamas buferiniame
tirpale G arba E (tolesné darbo eiga pateikta atitinkamai A ir B atvejais).

A. Tikslinis baltymas dializuojamas buferiniame tirpale G tris kartus ne maziau dviejy
valandy (2-16 val) nuolat maiSant 80 apm, 4 °C temperatiiroje. Po dializés baltymo tirpalas
filtruojamas naudojant vakuuminio filtravimo jrangg, koncentruojamas ,,Amicon® Ultra—15”
koncentratoriumi iki ~3 mg/ml. Baltymo tirpalo koncentracija nustatoma spektrofotometriskai:
matuojamas baltymo tirpalo optinis tankis (A = 280 nm), o zinant molinj ekstincijos koeficienta,
galima apskaiciuoti koncentracija pagal formulg:

AX M
c=—— (2.3)
exl

¢ia ¢ — baltymo koncentracija (mg/ml), A — baltymo tirpalo optinis tankis, M — baltymo
molekuliné masé (g/mol), € — baltymo ekstinkcijos koeficientas (63495 mol™ x cm™), [ — optinio
kelio ilgis (1 cm).

Sukoncentruotas baltymo tirpalas ispilstomas | mégintuvélius (po 0,5 mg baltymo
kiekviename) ir laikomas -20 °C temperatiiroje.

B. Tikslinis baltymas dializuojamas buferiniame tirpale E tris kartus ne maziau dviejy
valandy (2-16 val.) nuolat maiSant 80 apm, 4 °C temperatiiroje. Po dializés baltymo tirpalas

filtruojamas naudojant vakuuminio filtravimo jranga, 0 po to inkubuojamas su trombinu.
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2.2.4 Histidino uodegos kirpimas ir jony mainy chromatografija

Histidininés uodegos kirpimui naudojami 3 vienetai trombino proteazés vienam miligramui
baltymo. Kirpimas atlickamas per naktj 4 °C temperattroje. Ar efektyviai nukirpta histidininé
uodega, nustatoma elektroforetiSkai tiriant méginius prie§ ir po kirpimo arba masiy
spektrometrinés analizés metodu, kurj atlieka dr. Vytautas Smirnovas.

Tikslinis baltymas nuo trombino atskiriamas jony mainy chromatografijos metodu. Kolonélé
plaunama 100 ml buferiniu tirpalu E, o baltymas nuo sorbento eliuojamas linijiniu buferinio
tirpalo F gradientu (200 ml). Toliau baltymo tirpalas dializuojamas, filtruojamas ir
koncentruojamas taip pat kaip ir nenukirptas baltymas po giminingumo chromatografijos (2.2.3

skyrelio A atvejis), tik ¢ia dializei naudojamas buferinis tirpalas G..

2.2.5 Fibriliy paruoSimas ir jy susidarymo jrodymas

Baltymo tirpalas skiedziamas fosfatiniu buferiu (pH 6) bei 6 M GdnHCI iki 1 ml bendro tiirio
taip, kad galutinés koncentracijos biity tokios: baltymo — 0,5 mg/ml, GdnHCI — 2 M arba 4 M,
fosfatinio buferio — 50 mM. Taip paruosti méginiai inkubuojami maisant 8 apm greiciu 37 °C
temperatiiroje 3-4 ir 6-7 dienas atitinkamai ir 2 M ir 4 M GdnHCI tirpaluose; fibriliy susidarymas
patikrinamas pasitelkus ThT spektroskopine analize ir stebint fibriles elektroniniu mikroskopu.

12 ml 50 uM ThT tirpalg pridedama 20 pl paruosty fibriliy ir, naudojantis fluorescenciniu
spektrofotometru, matuojamas fluorescencijos intensyvumas. ThT savybés apraSomos

1.3 poskyryje.

Elektroninio mikroskopo nuotraukoms gauti susidariusios fibrilés skiedZziamos (galutiné
koncentracija — 0,05 mg/ml); 4 ul uznesami ant tinkleliy, laikoma 1 min ir dZiovinama; tada 30 s
dazoma 4 pl 2% uranilo acetato tirpalo. Méginiai dziovinami ir ,,FEI Morgagni 268" elektroniniu

mikroskopu padaromos nuotraukos.

2.2.6  Fluorescenciné analizé
Fluorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas susidariusiy fibriliy kiekiui ir
nustatomas fluorescenciniu spektrofotometru ,,Varian Cary Eclipse” arba realaus laiko PGR

analizatoriumi ,,QIAGEN Rotor-Gene Q” (agregacijos tyrimuose).

,»QIAGEN Rotor-Gene Q” analizatorius Siame darbe naudojamas ne pagal paskirtj, taciau
atsizvelgiant |} naudojimo principg — nedideliy tiriy méginiy fluorescencijos aukstose
temperatiirose matavimg — aparatas puikiai tinka tirti baltymy agregacija. Kameroje, kurioje
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vyksta matavimas, oras juda greitai, todél visuose méginiuose palaikoma ta pati temperatira.
Reakcijos miSinys ap$vieCiamas monochromatine $viesa (suzadinimo A =470 nm), signalas
sustiprinamas ir matuojama emisija (4 =510 nm). Eksperimento metu 36 plonasieniai 200 pl
talpos mégintuvéliai, kuriy kiekviename iSpilstoma po 20 pl reakcijos misinio, patalpinami disko
pavidalo rotoriuje. Sis sukasi 400 apm, tokiu biidu dél iScentrinés jégos palaikomas pastovus
méginiy thris mégintuveliy apacioje, kur kas 150 ms iSmatuojama visy 36 meégintuvéliy

fluorescencija (Milto et al., 2014; Qiagen).

2.2.7 Rekombinantinio bPrP23-230 agregacijos tyrimai
Séklos paruoSimas

Séklos (fibriliy galy) koncentracijai padidinti, susidariusiy fibriliy agregatai (2.2.5 skyrelis)
ardomi ultragarsu naudojant MS72 antgalj tokiomis saglygomis: 10 min, amplitudé — 20 %,
ultragarsinimo/ramybés ciklas — 30s/30s. Ardymo metu mégintuvelis su fibrilémis laikomas Saltai
(ledo vonelgje).
Fibriliy ilgéjimas

Po ultragarsinimo, fibrilés kuo grei¢iau sumaiSomos su i§ anksto paruoStu monomerinio
bPrP23-230 tirpalu taip, kad galutinés koncentracijos bty tokios: 50 uM ThT 50 mM PB, 10 %
séklos ir skirtingos GdnHCI koncentracijos bei pH. Agregacija stebima 37 °C temperatiiroje
pasitelkus ThT fluorescencing analize realaus laiko ,,Qiagen Rotor-Gene Q” analizatoriumi
(2.2.6 skyrelis). Matavimas trunka 15 valandy. Gautos kreivés eksportuojamos j Microsoft Excel

programa; duomenys normalizuojami ir analizuojami OriginPro programa (2.2.9 skyrelis).

2.2.8 Rekombinantinio bPrP23-230 stabilumo jvertinimas

Baltymo stabilumui tirti Siame darbe naudojami tokie metodai, kuriy metu temperatiiros
pokytis sukelia fluorescencijos ir CD signalus; tokiu budu, atitinkamai realaus laiko PGR
analizatoriumi ir spektropoliarimetru, buvo matuojamas bPrP23-230 temperatiirinis stabilumas
(t. y., pusiausvyrinis baltymo issisukimas, kai pusé baltymo yra denatiiruotoje biisenoje). Tyrimy
metu buvo naudojamas fluorescencinis dazas ANS (1.9 pav.), kurio suzadinimo bangos ilgis —
365 nm, o emisija — 460 (Matulis ir Lovrien, 1998; Matulis et al., 1999).

Baltymo stabilumas tirtas realaus laiko PGR analizatoriuje GdnHCI bei NaCl (100 mM) 50
mM fosfatiniame buferiniame tirpale keic¢iant pH (6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5) ir naudojant ANS kaip

fluorescuojancia zyme. Eksperimentai vykdomi 1,5 val., keliant temperatiirg nuo 25 iki 95 °C, o
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rezultatai apdorojami ThermoFluor++ ir Microsoft Excel programomis. Gauti duomenys parodo
denatiiranto ir joninés jégos jtaka temperatiiriniam stabilumui.

Denatiiranty jtakos tyrimas

Ivairiy koncentracijy denatiiranty jtaka baltymo temperatiiriniam stabilumui Stebima
pasitelkus ThT fluorescencine analize bei apskritiminio dichroizmo (toliau — CD) spektroskopija.
Tolimojo UV CD spektras uzraSomas naudojantis ,,Jasco J-815 spektropoliarimetru 2 mm storio
kvarcingje kiuvetéje kintant temperatirai (nuo 25 iki 80 °C, temperatira keliama
~ 1 °C/min grei¢iu). Eksperimentams jvykdyti bPrP23-230 suspenduojamas 50 mM fosfatinio
buferinio tirpaluose (pH 6), turinCiuose skirtingas denatiiranto koncentracijas (galutiné baltymo
koncentracija — 0,05 mg/ml). 400 pl paruosto méginio perkeliama j 2 mm storio kvarcing kiuvetg.
Nuskaitymo greitis — 50 nm/min, skyra — 1 nm. EliptiSkumas (@) nustatomas suvidurkinant
signalo reikSmes (per 2 min, A = 222 nm). Molinis eliptiSkumas apskai¢iuojamas pagal formulg:

_100x9

2.4
ol (2.4)

¢ia ¥ — eksperimentiSskai nustatyta CD signalo verté (mililaipsniais, mdeg), € — baltymo
koncentracija (0,05 mg/ml), n — baltyma sudaran¢iy aminortigs¢iy skaicius (219), [ — Kiuvetés

ilgis (cm).

Fibriliy stabilumo tyrimas

Fibriliy stabilumas jvairiy koncentracijy GAnSCN buferiniuose tirpaluose (pH 6) tiriamas
stebint baltymo denatiiracijos profilj. Tam pagal 2.2.5 pateikta metodikg paruostos fibrilés
centrifuguojamos 25 min, 14000 apm; supernatantas nusiurbiamas, nuosédos suspenduojamos
1 ml 50 mM PB buferiniame tirpale ir vél centrifuguojama (25 min, 14000 apm); dekantuojama,
o nuosédos suspenduojamos 1ml 0,5M GdnSCN tirpale ir ardomos ultragarsu (10 min,
amplitudé — 20 %, ultragarsinimo/ramybés ciklas — 30s/30s, antgalis — MS72). Taip paruosta
sékla dedama j skirtingy koncentracijy GdnSCN tirpalg, kurio komponenty sudétis ir Kiekiai
pateikti 2.3 lenteléje, ir inkubuojama kambario temperatiiroje 1 valanda. Tuomet, pasitelkus ThT
fluorescencing analizg, tirlamas baltymo stabilumas — nustatoma, kokiai denatiiranto
koncentracijai esant pusé fibriliy iStirpsta; apdorojus duomenis OriginLab programa gaunama x,

verté — koncentracija, kai fluorescencijos intensyvumas yra 50 % maksimalios vertés.
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2.3 lentelé. Skirtingy koncentracijy buferiniy tirpaly komponenty kiekiai (galutinis taris —
250 pl).

Komponenty Kiekis, pl
e GO | omoawol | wo | Do
0,50 16,70 183,30
0,75 27,00 173,00
1,00 37,50 162,50
1,25 48,00 152,00
1,50 58,30 141,70
1,75 68,80 131,20
2,00 79,20 120,80
2,25 89,60 110,40 50,00
2,50 100,00 100,00
2,75 110,40 89,60
3,00 120,80 79,20
3,25 131,30 68,70
3,50 142,00 58,00
3,75 152,00 48,00
4,00 162,50 37,50

2.2.9 Duomeny analizé

Visi matematiniai veiksmai ir grafinis rezultaty vaizdavimas Siame darbe atliekami
naudojantis Microsoft Excel, OriginLab programomis. Gautos fluorescencijos intensyvumo
kreivés konvertuojamos | skaitinius duomenis Microsoft Excel programoje, kur yra

normalizuojami kiekvieng kreivés taska perskai¢iuojant pagal lygti:

I — Ly
Lnorm = — (2.5)

Imax - Imin

¢ia Lorm Yra normalizuoto fluorescencijos intensyvumo verté, I — eksperimento metu nustatytas
fluorescencijos intensyvumas, Inin Ir Ipe, — atitinkamai maziausia ir didziausia fluorescencijos
intensyvumo  verté. Baltymo spontaninio fibriliy susidarymo duomenys aproksimuojami

sigmoidine Boltzmano lygtimi:

Ay — A,
Y =G + A2 (2.6)
1+e dx
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¢ia y — fluorescencijos intensyvumas, x, — laikas, kai fluorescencijos intensyvumas yra 50 %
maksimalios vertés, A1 — kreivés minimumo verté, A2 — kreivés maksimumo verté, dx — kreivés
nuolinkis.

Fibriliy ilgéjimo greitis (v) charakterizuojamas tiesiskai aproksimuojant duomenis nuo 0,4
iki 0,6 fluorescencijos intensyvumo; gaunama nuolydzio koeficiento verté, kurig zinant galima

apskaiciuoti fibriliy ilgéjimo greitj Siame intervale:

v=k Xg, (2.8)
¢ia v — greitis (NM/min), k — apskaiciuota nuolydZzio verté, ¢ — baltymo moliné koncentracija
(nM).

Eksperimentiniy duomeny paklaidos apskai¢iuojamos pasitelkus Stjudento metoda

(pasikliovimo lygmuo p = 0,05).
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Rekombinantinio bPrP23-230 raiska

Remiantis 2.2.1 pateikta metodika, E. coli bakterijy BL21 Star™ (DE3) kamienas buvo
transformuotas pRSETA-6xHis-bPrP23-230(25-241) plazmide, o baltymo raiSka indukuota dviem
budais — auginant bakterijas skystoje LB mitybinéje terpéje ir baltymo raiska indukuojant IPTG
(1 mM), bei auto-induktyvioje mitybingje terpéje ZYM-5052, kurioje baltymo raiska
indukuojama vos tik bakterijoms suvartojus gliukozés Saltinj. Gauty biomasiy iSeigos smarkiai
skyresi: auginant Igsteles LB terpéje ir indukuojant IPTG 1§ 1600 ml Igsteliy kultiiros gauta 3,14 g
biomasés, o auginant tokj patj kiekj Igsteliy kulttiros auto-indukcinéje mitybingje terpéje gauta
17,2 g biomasés, t. y., net 5,48 karto daugiau. Kita vertus, tai dar nereiskia, kad ir baltymo iSeiga
bus didesné.

Rekombinantinio bPrP23-230 baltymo raiSka patikrinama elektroforetiskai pagal 2.2.2
skyrelyje pateikta metodika. Elektroforeogramose (3.1 pav.) matomas apie 25 kDa molekulinés
masés baltymas (3.1 paveikslélio A ir B elektroforeogramose pazyméta raudonomis rodyklémis;
teoriné baltymo su histidinine uodega masé, remiantis ProtParam programa, yra 25390,9 Da),
todél galima teigti, kad transformantai gerai ekspresavo tikslinj baltyma. Remiantis 3.1 A
paveikslu atrodo, kad LB terpéje yra mazesné baltymo raiska, bet kol neisgryninome baltymo,
taip teigti negalime.

Auginant biomase¢ auto-induktyvioje mitybingje terpéje gaunamas didesnis jos kiekis, be to,

toks bakterijy auginimo budas yra paprastesnis, todél toliau naudojamas tik $is metodas.
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3.1 pav. E. coli bakterijy BL21 Star™ (DE3) kamiene ekspresuoty baltymy elektroforeograma
poliakrilamidiniame gelyje (rodyklés rodo apie 25 kDa dydZio rekombinantinj bPrP23-230). A —
baltymy raiska LB terpéje induokuojant IPTG; B — baltymy raiSka auto-indukcinéje mitybinéje
terpéje. Cia My — molekulinés masés zymuo BP3602, M, — molekulinés masés zymuo BP3601; 1,
6 takeliai — lasteliy lizatai pries bPrP23-230 geno raiSkos indukcija; 2, 7 takeliai — lasteliy lizatai
po bPrP23-230 geno raiskos indukcijos praéjus 2 val.; 3, 8 takeliai — lgsteliy lizatai po bPrP23-230
geno raiskos indukcijos praéjus 4 val.; 4 takelis — lasteliy lizatas po bPrP23-230 geno raiskos
indukcijos praéjus 6 val.; 5 takelis — 1asteliy lizatas po bPrP23-230 geno raiskos indukcijos praéjus
24 val.

3.2 Rekombinantinio bPrP23-230 gryninimas

I§ gautos lgsteliy biomasés rekombinantinis bPrP23-230 buvo renatiiruojamas ir gryninamas
pasitelkiant giminingumo chromatografijos metoda (2.2.3 skyrelis). Tipinis chromatogramos
profilis pavaizduotas 3.2 paveikslélyje. Didziausig tikslinio baltymo koncentracija
(3.2 paveikslélyje mélynu kontliru pazyméta sugerties smailé, kai A = 280 nm) turincios frakcijos
apjungiamos kartu, dializuojama ir filtruojama pagal 2.2.3 skyrelyje pateikta metodika bei
spektrofotometriskai nustatoma baltymo koncentracija (pagal 2.2 formulg).

IS viso giminingumo chromatografijos metodu iSgryninta 175,39 mg baltymo, kurio dalis
(42,70 mg) panaudota biofizikinéms baltymo savybéms tirti, o likusi dalis (132,69 mg)
inkubuojama su trombinu ir grynininama jony mainy chromatografijos metodu. Baltymo iseiga

vienam gramui biomasés, uzaugintos auto-induktyvioje mitybinéje terpéje, yra beveik 2 kartus
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didesné nei LB terpéje uzaugintosios, tuo metu iseiga vienam litrui terpés yra beveik 10 karty

didesné (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Po giminingumo chromatografijos surinkto baltymo duomenys.

Gauto Iseiga, ISeiga (mg
Naudota T.e 'pes Sgrlnktgs Frakcijy | Koncentracija, | baltymo (mg baltymo/
i kiekis, | biomasés | ,_ . .7 baltymo/
terpé S taris, ml mg/ml kiekis, 11
ml kiekis, g 1lg . )
mg . A biomaseés)
biomasés)

LB 1600 3,15 46,00 0,38 17,42 5,53 3,46
ZY M- 1600 5,12 99,00 0,37 36,67 7,16 22,92
5052 12,00 133,00 0,91 121,30 10,11 75,81

3000 =
2500 [
z 2000 %
E o
4(}:') 1800 «
@ - )
o =2
55) 1000 CDD
[ 8
500 O‘\D
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0 1 ;3 :_:m anln 400 500
Tdaris, ml

3.2 pav. E. coli BL21Star™ kamiene ekspresuoto bPrP23-230 gryninimas afininés
chromatografijos metodu (vieno i§ gryninimy chromatograma). Cia Zalia kreivé — buferinio
tirpalo D laidumas, %; mélyna — baltymo absorbcijos profilis, kai A = 280 nm; raudona —
baltymo tirpalo frakcijos.

Prie§ gryninant baltyma jony mainy chromatografijos metodu patikrinama, ar efektyviai
nukirpta histidininé uodega. Tuo tikslu baltymo tirpalo méginiai prie§ ir po histidino uodegos

Kirpimo tiriami elektroforetiskai. Elektroforeograma yra pavaizduota 3.2 paveikslélyje: atskyrus
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histidinine uodega, baltymas sutrumpéja ~1,8 kDa ir dél mazesnés masés gelyje juda greiciau.

Taip pat méginiai atiduodami masiy spektrometrinei analizei, 0 gauti duomenys pateikiami

3.2 lenteléje bei palyginami su teorine baltymo molekuline mase pries ir po Kirpimo trombinu.

Pastebime, kad teoriné ir praktiskai nustatyta baltymo molekuliné masé¢ po Kirpimo skiriasi

1,5+ 1 Da; toks skirtumas parodo, kad po Kirpimo susidaro disulfidinis rySys, kurj turi didZioji

dalis baltymo molekuliy. Taigi pateikti rezultatai patvirtina histidininés uodegos atskyrima nuo

baltymo, todél galima vykdyti tolesnj baltymo gryninimg jony mainy chromatografijos metodu

(pagal 2.2.4 skyrelyje pateiktg metodika).
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3.3 pav. Rekombinantinio bPrP23-230 elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje prie§ ir po
kirpimo trombinu. Cia M — molekulinés masés zymuo BP3602, 1 ir 2 takeliai — baltymo
meéginiai atitinkamai pries ir po kirpimo trombinu.

3.2 lentelé.

Teoriniai duomenys, gauti pasinaudojus ProtParam programa, bei

spektrometrinés analizés duomenys pries ir po kirpimo trombinu.

Mmasiy

Teoriné bPrP23-230 molekuliné masé, Da

Praktiskai iSmatuota bPrP23-230
molekuliné masé, Da

Pries kirpima

] 25390,9 25389,2+1
trombinu

Po kirpimo 236139 23612,4+1
trombinu
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3.4 pav. E. coli BL21 Star™(DE3) kamiene ekspresuoto bPrP23-230 gryninimas jony mainy
chromatografijos metodu (vieno i§ gryninimy chromatograma). Cia Zalia kreivé — buferinio
tirpalo F linijinis gradientas, %; mélyna — baltymo absorbcijos profilis, kai A = 280 nm; raudona —
baltymo tirpalo frakcijos.

Palyginus baltymo kiekius prie§ ir po gryninimo jony mainy chromatografijos metodu
(3.3 lentelé), pastebéta, kad iSeigos nedidelés. Manoma, kad taip yra dél to, jog dalis baltymo
suagreguoja atsildant baltymo tirpalg ir nemaza dalis baltymo suagreguoja kolonéléje. Norint
gauti didesnes iSeigas, procesa biitina optimizuoti.

I$ viso gryninant chromatografiniais metodais gauta 132,69 mg bPrP23-230 su histidinine
uodega ir 45,07 mg bPrP23-230 su nukirpta histidinine uodega (3.3 lentelé). ISgryninus §iuos

rekombinantinius baltymus, juos jau galima analizuoti biofizikiniais metodais.
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3.3 lentelée. Rekombinantinio bPrP23-230 iSeigos iSgryninus baltymga jony mainy
chromatografijos metodu.

Baltymo kiekis, mg

Eil. L ] ) ISeiga,
nr. Po afininés Po jony mainy %

chromatografijos | chromatografijos

1 16,67 10,28 61,67
2 36,67 12,10 33,00
3 40,13 13,20 32,89
4 39,22 9,49 24,20
Viso: 132,69 45,07 33,97

3.3 Rekombinantinio bPrP23-230 agregacijos tyrimai
Buvo stebima, ar jaucio prioninio baltymo fibrilés, paruostos 2 M GdnHCI buferiniame
tirpale, gali inicijuoti Zmogaus, kiaulés ir peléno prioniniy baltymy agregacija 37 °C ir 50 °C
temperatiiroje bei kokiu grei¢iu §i agregacija vyksta.

3.4 lentelé. JauCio séklos incijuoty Fibriliy ilgéjimo kinetikai stebéti paruoSiama sekla ir
skirtingy monomery agregacijos greiciai

t c vykdomas eksperimentas pagal 2.2.7 skyrelyje
esant skirtingoms temperatiiroms.

pateikta metodika. Gauti duomenys normalizuojami,

v, nM/min
37°C 50 °C po to tiesiskai aproksimuojami fluorescencijos
bPrP23-230 | 45, 528+ 31 intensyvumo intervale nuo 0,4 iki 0,6; gaunama
monomerai
huPrP23-231 kreiviy polinkio skaitiné verté, kuriag zinant galima
monomerai ] 301
apskaiciuoti, koks baltymo kiekis suagreguoja per
bvPrP121-230 +9 ) L )
monomerai 40+ 321+ 23 minute. Greiciausiai jaucio sékla 37 °C temperatiiroje
ScPIP23-231 8 ea _ inicijuoja jau€io prioninly baltymy agregacija
monomery - (v =135 + 20 nM/min), panaSiu greiiu agreguoja

kiaulés ir peléno PrP monomerai (atitinkamai,
38 £ 4 nM/min ir 40 £ 2 nM/min greiciu) (Cia ir toliau nustatyti greiciai pateikiami 3.4 lentel¢je),
tuo metu Zmogaus prioninio baltymo atveju agregacijos grei¢io nustatyti negalime, nes Sis
procesas daug ilgesnis ir nepasibaigia per matavimo laika (t. y., per 15 val). Zmogaus prioniniy
baltymy agregacijos greitj pabandyta nustatyti auksStesnéje temperatiiroje (50 °C): agregacija
jvyko, nustatytas 30 =1 nM/min greitis. Padidinus temperatiirg iki 50 °C, bPrP23-230
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agregacijos greitis iSauga beveik 4 kartus, o peléno — net 8. bPrP23-230 ir scPrP23-231
agregacijos 37 °C temperatiiroje fluorescencijos intensyvumo priklausomybés pavaizduotos 3.5

paveikslélyje.

(/_Imin)/(lmax_lmin)

0.0 T T T T
0 200 400 600

t, min

3.5 pav. Fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo laiko 37 °C temperatiiroje hormalizuoti
duomenys. Meélyna kreivé — bPrP23-230 monomery ir séklos agregaty fluorescencijos intensyvumas,
raudona kreivé — SCPrP23-231 monomery ir séklos agregaty fluorescencijos intensyvumas. [vykdyta po
12 pakartojimy.

Remiantis apskai¢iuotomis grei¢iy vertémis padaryta i§vada, kad net vienos rasies organizmo
fibriléms patekus j kitos riiSies organizmg agregacijos greiciai vis tik yra labai nedideli, o tai

atitinka tarprasinio barjero koncepcijg (1.1.3 skyrelis).
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3.4 Elektroniné mikroskopija

Norint jsitikinti, kad tikrai susidaro fibrilés, pagal 2.2.5 skyrelyje pateikta metodika
ruosSiamas jy méginys elektroninei mikroskopijai. Fibriles iliustruoja 3.6 paveikslélyje pateiktos
nuotraukos. Remiantis jomis, galima teigti, kad bPrP23-230 fibrilés linkusios sudaryti daug
pradiniy branduoliy lag fazéje (1.2 pav.), nes jos yra trumpos (vidutiniskai 0,5 pm ilgio ir
trumpesnés) ir jy daugybé, o tai lemia mazesnj fibriliy kiekj, kuris dalyvauty fibriliy ilgéjime.

3.6 pav. bPrP23-230 fibriliy nuotraukos, gautos elektroniniu mikroskopu (baltymo koncentracija —
0,05 mg/ml, fibrilés buvo paruostos 2 M GdnHCI 50 mM (pH 6) buferiniame tirpale).
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3.5 Rekombinantinio bPrP23-230 stabilumo tyrimai

3.5.1
Baltymo stabilumo priklausomybe nuo tirpalo pH (6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5) stebéjome

Denaturanty jtakos baltymo temperatariniam stabilumui tyrimas

skirtinguose buferiniuose tirpaluose: 50 mM PB buferyje be drusky, su NaCl (100 mM) ir su
GdnHCI (100 mM) druskomis (3.7 pav.). Tyrimui realaus laiko PGR analizatoriuje kaip
fluorescuojanti Zymé panaudotas ANS. Gauti rezultatai apdorojami ThermoFluor++ programa.
Jie parodo denatiiranto ir joninés jégos jtaka baltymo temperatiiriniam stabilumui (Ty). Pastebéta,
kad esant mazoms GdnHCI koncentracijoms pusé bPrP23-230 iSsivynioja esant aukStesnei
temperattrai (lyginant su kontrole fosfatiniame buferyje, kuriame néra denattranto), t. y., atrodo,
kad baltymas yra stabilizuojamas mazy denatiiranto koncentracijy, o tai priestarauja Klasikiniam
denattiranty funkcijos apibrézimui — destabilizuoti. Tuo metu NaCl nedidelés joninés jégos
buferiniame tirpale Zzymios jtakos bPrP23-230 temperattriniam stabilumui nedaro. Iskeliama

hipotezé — nedidelés denattranty koncentracijos stabilizuoja baltyma.

Kontrolé (50 mM PB)

B e 100 mM GdnHCI 50 mM PB
{ ® o - A 100 mM NaCl 50 mM PB
62 -
o | |
60 — A
4 (=)
58 - u ® °
1 A
56
J | |
& 54 4
l\‘E 52_- n
50: A -
48 A
4 A
46 L
J n
44
I L | v I v I v I L I
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5

pH

3.7 pav. bPrP23-230 T,,, verciy priklausomybé nuo drusky bei skirtingo pH (6-8,5). Kadangi
darytas tik vienas pakartojimas, paklaidos nenustatytos. Aparato matavimo paklaida — +0,1 °C.
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3.5 lentelé. bPrP23-230 T,,, vertés esant skirtingoms GdnHCI koncentracijoms (0-250 mM) ir pH
(6-8,5).

GdnHCI koncentracija (mM)

0 50 100 150 200 250

6 66.4 65,6 65,2 | 63,8 64,9 65,0

- 6,5 59,8 60,0 61,6 | 60,8 62,7 61,9
= 7 52,0 50,0 555 | 57,3 57,5 58,8
75 49,8 50,1 519 | 544 55,7 56,9

8 47,1 48,4 48,8 | 554 54,1 53,7

8,5 47,1 48,5 496 | 50,9 53,9 55,1

Véliau buvo tiriama T, priklausomybé nuo skirtingy denatiiranto GdnHCI koncentracijy bei
pH. Remiantis 3.5 lentelés duomenimis pastebéta, kad nedidelées GdnHCI koncentracijos
stabilizuoja baltyma, kai pH yra 6,5 ir daugiau, ta¢iau tokios tendencijos néra, kai pH lygus 6. Be
to, didinant pH ir palaikant vienoda GdnHCI koncentracija, bPrP23-230 termostabilumas mazéja,
ir atvirkséiai — didinant GAnHCI koncentracijg ir palaikant pastovy pH, T, didéja.

Literatiros Saltinyje (Rashid et al., 2005) paaiSkinama, kad esant mazoms GdnHCI
koncentracijoms stebimas pereinamosios biisenos susidarymas. Taip yra dél to, kad GdnHCI yra
monovalentiné druska ir elgiasi kaip elektrolitas, tad turi jtakos elektrostatinéms sgveikoms
(pasireiskia joninis efektas). Guanidino pK, yra 11, vadinasi, tirpalo pH vertéms esant Zemiau nei
11 (tokiomis salygomis ir atliktas eksperimentas), guanidinas yra protonizuotoje formoje
(3.8 pav. A) ir kartu su tirpale esanciai chlorido jonais, kai denatiiranto koncentracija maza,
stabilizuoja baltyma — teigiamai jkrauti jonai jungiasi prie neigiamai jkrauty baltymo pavirSiuje

esan¢iy aminoriugsciy, O

A @ B o
NH . . .
J\2 ﬁZ iﬁ | chlorido jonai — prie
@® N
HoN" "NH; HoN" “NH, HaN"" "NHp  H,N NH;  teigiamai jkrauty

aminoragsc¢iy.  Padidinus
3.8 pav. A — guanidino jono rezonansinés strukttiros, B — karbamido
struktiiriné formulé.

koncentracija, GdnHCI
veikia  kaip  klasikinis
denatiirantas — baltymas yra iSvyniojamas. Kita vertus, tai nepaaiSkina, kodél stabilizavimo
nepastebime, kai pH yra 6 (tiek GdnHCI, tiek NaCl atveju), tad nusprendéme papildomai atlikti
tyrimus su kitu denattirantu, neturinciy jony, kurie galéty stabilizuoti baltymg. Tam puikiai tiko
placiai naudojamas denattrantas karbamidas (3.8 pav. B). Atlikus eksperiments, gauti jdoms

rezultatai — denattiranto poveikis temperatiiriniam stabilumui nepasikeité. Temperatiirinj poslinkj
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geriausiai charakterizuoja fluorescencijos

gauti rezultatai pateikiami 3.6 lentel¢je.

0T =58,
0T =61,
0T =
Trm=
OTm =

Fluorescencijos intensyvumas
el e e e el e A
e e o2 T2 T

=1
T

20

50 60 70 80
Temperatdra, °C

%0

intensyvumo kreiveés, kai pH yra 6 (3.9 pav), o visi

3.9 pav. Jaucio prioninio baltymo temperatirines denaturacijos kreives. Eksperimentai atlikti 50 mM
PB (pH 6,5). Cia A7 — kontrolé, A8 — 200 mM (NH,),CO, A9 — 400 mM (NH,),CO, A10 — 600 mM

(NH,),CO, A11 - 800 mM (NH,),CO .

3.6 lentelé. bPrP23-230 temperatiirinio stabilumo priklausomybé nuo karbamido koncentracijos
ir pH. Kadangi darytas tik po viena pakartojima, paklaidos nenustatytos. Aparato matavimo

paklaida — +0,1 °C.

Karbamido koncentracija (mM)
PH 0 200 400 600 800 1000
6 65,8 67,0 68,6 - - -
6,5 58,6 61,5 62,2 63,6 64,4 65,0
7 50,9 53,3 54,0 58,7 60,2 60,8
7,5 48,5 50,7 53,7 53,9 57,1 58,4
8 48,2 49,8 51,0 54,5 55,8 57,6
8,5 47,1 48,4 49,0 51,8 51,8 55,3
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ISanalizavus 3.6 lentelés duomenis, pastebétos tendencijos:
e didinant karbamido koncentracijg ir nekei¢iant pH, baltymo temperatirinis stabilumas didéja;
e didinant pH vertes ir nekei¢iant karbamido koncentracijos, baltymo temperatiirinis stabilumas
mazgeja.
Norint jsitikinti, kad baltymas i$ tikryjy yra stabilizuojamas, reikéjo pasitelkti kitg analizés
metoda, kuris tiesiogiai iSmatuoty baltymo lydymosi temperatiirg. Buvo pasirinktas apskritiminio

dichroizmo (CD) metodas ir nustatyta, kad baltymas, priesingai, yra destabilizuojamas (3.9 pav.).

-150

m  Kontrolé (50 mM PB (pH 6))
® 0,5M(NH,),CO 50 mM PB (pH 6) -

. A, 206

.(_D 2004 | A 2M(NH,),CO 50 mM PB (pH 6) % A

g A

© A =

O -250 - .

2 Bl

©

@ A e

& -300 - s -

=2 AO

% =

:‘é_ x 2 x o ® o ® O o ° : ’ ¢

D -350 - W A "

» A A A

= T

§ n nE_n "anm - u "=

-400
r T T T T T T T T T T | 1
20 30 40 50 60 70 80

Temperatara,°C

3.9 pav. Molinio eliptiskumo priklausomybé nuo karbamido koncentracijos ir temperatiiros.

CD spektroskopinés analizés metodas pranasesnis tuo, kad eksperimentams atlikti uztenka
nedideliy baltymo koncentracijy. Eksperimentas atliktas esant 0, 0,5 ir 2 M karbamido
koncentracijoms (pH 6), o duomenys buvo aproksimuojami sigmoidine Boltzmano lygtimi (2.6)
— apskaiciuotos Tp, vertés atitinkamai yra 69,4 £ 0,1 °C, 67,5 £0,1 °C ir 61,3 £ 0,1 °C, vadinasi,
baltymas yra destabilizuojamas ir hipotezé apie bPrP23-230 stabilizavima nedidelémis
denatiiranty koncentracijomis nepasitvirtino. Manoma, kad klaidinga hipotezé buvo iskelta dél to,
jog dirbant su realaus laiko PGR analizatoriumi eksperimentams naudojamos didesnés baltymo

koncentracijos. Tuomet tikriausiai susidaro bPrP23-230 agregatai, dél to gali padidéti baltymo
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hidrofobinio pavirSiaus plotas ir prie jo prisijungus daugiau ANS molekuliy gali pakisti

fluorescencija. Naudojant CD metodg baltymo koncentracija yra mazesné ir jiS nesuagreguoja.

3.5.2  bPrP23-230 fibriliy stabilumo nustatymas

Kadangi literattiros Saltinyje (Cobb et al., 2014) mokslininkai parodé, kad zmogaus prioninio
baltymo fibrilés, uzaugintos skirtingomis sglygomis, gali turéti dideliy stabilumo skirtumy,
nutaréme tokj eksperimentg atlikti ir su bPrP23-230 fibrilémis. 2 ir 4 M GdnHCI 50 mM PB
(pH 6) tirpaluose paruosty fibriliy stabilumas jvertinamas pasitelkus ThT fluorescencing analize.
Atlikus eksperimentg pastebéta, kad skirtingose GAnSCN koncentracijose bPrP23-230 fibriliy
stabilumas skiriasi: su 4 M GdnHCI paruostos fibrilés yra stabilesnés uz su 2 M GdnHCI tirpale
paruostas fibriles (3.9 pav). Kiekvieng kreive aproksimavus gauta, kad pusé 2 ir 4 M GdnHCI
tirpaluose paruosty bPrP23-230 fibriliy iStirpsta atitinkamai 2,31 + 0,05 M ir 2,67 + 0,03 M
GdnSCN tirpaluose. Lyginant su literatiroje aprasytais zmogaus PrP duomenimis, yra $ioks toks
skirtumas. Su 4 M GdnHCI paruosty jaucio ir zmogaus PrP fibriliy stabilumas panasus, tuo metu

2 M GdnHCI tirpale paruostos fibrilés yra stabilesnés nei huPrP fibrilés.

1.0

W >

o —m—
—
Q

0.8 |

H—@

ol

o

(o]
|
——

(I-Imin)/(lmax-lmin)
o
N
|
—o—

o
N
|
— .

0.0 %-Iilg

N
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45

[GdnSCN], M

3.9 pav. 2 ir 4 M GdnHCI buferiniuose tirpaluose paruosty fibriliy fluorescencijos priklausomybé
nuo jvairiy GdnSCN koncentracijy. Cia A — 2 M GdnHCI 50 mM PB (pH 6) paruostos bPrP23-230
fibrilés; B — 4 M GdnHCI 50 mM PB (pH 6) paruostos bPrP23-230 fibrilés. Jvykdyta po 6
pakartojimus.
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Isvados

1. Norint gauti didesnius biomasés ir tikslinio baltymo kiekius, E. coli Igsteles geriau auginti
auto-induktyvioje mitybingje terpéje ZYM-5052.

2. Manoma, kad gryninant bPrP23-230 chromatografiniais metodais nedidelés baltymo
1Seigos gaunamos dél to, jog dalis baltymo suagreguoja atSildant baltymo tirpala, taip pat
nemaza dalis baltymo suagreguoja kolon¢l¢je.

3. DbPrP23-230 fibriliy inicijuota agregacija naudojant kity organizmy prioninius baltymus
yra létesné negu naudojant bPrP23-230 monomerus, todél galima daryti iSvada, kad veikia
tarprusSinis barjeras.

4. Remiantis elektroniniu mikroskopu gautomis nuotraukomis galima teigti, kad bPrP23-230
fibrilés linkusios sudaryti daug pradiniy branduoliy lag fazéje, vadinasi, eksperimenty
metu, kuomet vyksta fibriliy ilgéjimo reakcijos, susidaro daug trumpy fibriliy
(vidutiniskai 0,5 pm ilgio ir trumpesnés).

5. Kai baltymo koncentracija yra 0,5 mg/ml, jis linkes agreguoti Zemesnéje temperatiiroje
nei jo lydymosi temperatiira.

6. 4 M GdnHCI buferiniame tirpale paruostos fibrilés yra stabilesnés uz 2 M GdnHCl

buferiniame tirpale paruostas fibriles.
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Jaucio rekombinantinio prioninio baltymo raiSka, gryninimas ir jo

stabilumo bei agregacijos tyrimai

Bakalauro darbas
Gerda Blantaityté
Vilniaus Universitetas

Chemijos fakultetas

SANTRAUKA

Prioniniai baltymai yra ekspresuojami zinduoliy smegenyse ir gali turéti dvi izoformas —
natyvig ir netinkamai susisukusig patogenine izoforma. Nepaisant to, kad yra sukaupta nemazai
duomeny, leidzianCiy geriau suprasti neurodegeneraciniy ligy eiga, zinios apie prionus yra

nepakankamos.

Sio bakalauro darbo metu ekspresuotas ir iSgrynintas jau¢io rekombinantinis prioninis
baltymas (bPrP23-230). Naudojant ANS fluorescencijg ir CD spektroskoping analiz¢ pastebéta,
kad baltymas linkes agreguoti aukstesnése temperatiirose. Pasitelkus ThT fluorescencijos analize
ir elektroning mikroskopija nustatyta, kad galima gauti amiloidines fibriles. Patikrintas
skirtingomis sglygomis iSauginty fibriliy stabilumas. Parodyta, kad panaudojus bPrP23-230
fibriles kaip séklg galima inicijuoti ne tik jaucio, bet ir kity organizmy prioniniy baltymy

fibrilizacija.
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Expression, purification of recombinant bovine prion protein and

studies of its stability and aggregation

Summary

Prion protein is expressed in mammalian brain. It can adopt two different forms, a normal
form and a pathogenic misfolded form. Despite a number of studies on neurodegenerative

diseases, the knowledge about prions is still insufficient.

First we expressed and purified recombinant prion protein (bPrP23-230). Using ANS
fluorescence assay and CD spectroscopic analysis it was observed that the protein tends to
aggregate at higher temperatures. Using ThT fluorescence assay and electronic microscopy the
formation of amyloid-like fibrils was confirmed. The stability of fibrils, grown under different
conditions was measured. In addition, it was demonstrated that bPrP23-230 fibrils seeds can

initiate not only the bovine‘s, but other organisms*s prion protein fibrillization.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo bakalauro darbo vadovui dr. Vytautui Smirnovui ir Ksenijai
Michailovai uz perduotas zinias, naudingus patarimus ir pastabas, uz pagalba eksperimentinio

darbo metu bei visam laboratorijos kolektyvui uz draugiska aplinka.
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