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SANTRUMPU SARASAS

AA — akrilamidas;

APS — amonio persulfatas;

Aps./min — apsisukimai per minute;

BAA — bisakrilamidas;

BSE - galvijy kempinligé (angl. Bovine Spongiform Encephalopathy);

BvPrP121-231 — peléno prioninis baltymas;

CJID - Creutzfeldto-Jakobso liga (angl. Creutzfeldt-Jakobs Desease);

CM - karboksimetil;

GPI - glikozilfosfatidilinozitolis;

GSS - Gerstmanno-Striusslerio-Scheinkerio sindromas (angl. Gerstmann—Straussler—Scheinker
sindrome);

GuHCI - guanidino hidrochloridas / guanidino chloridas;

GuSCN - guanidinio tiocianatas;

IDA - iminodiacto rugstis;

IMAC - giminingumo (afininé) chromatografija naudojant imobilizuotus metalo jonus (angl.
Immobilized-Metal Affinity Chromatography);

IPTG - izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

NDS-PAAG - natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforeze;

NTA - nitrilotriacto riigstis;

O. V. — optiniai vienetai;

PB - fosfatinis buferis;

PrP° — natyvus prioninis baltymas;

PrP — prionas;

ROS - reaktyvaus deguonies dalelés (angl. Reactive Oxygen Species);

S.0.C. — optimali mitybiné terpé (angl. Super Optimal broth with Catabolite repression);
SOD - superoksido dismutazé;

TED - trikarboksimetiletilendiaminas;

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

ThT — tioflavinas T;

TME - uZzkre¢iamos audiniy encefalopatijos (angl. Transmissible Mink Encephalopathy);
TRIS — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis.



IVADAS

1956 m. buvo iSaiskinta DNR struktiira ir sudétis bei patvirtinti ankstesni, prieS daugiau kaip
deSimtmet] atlikti, tyrimai, kurie rodo, jog deoksiribonukleortigstis (DNR) ir ribonukleino riigstis
(RNR) yra genetiné medZiaga, kuri yra perduodama i§ vienos kartos ] kitg, ir joje yra uzZkoduota
informacija biitina visam organizmui sukurti. Tac¢iau Stanley B. Prusiner atrasti prionai paneigia §j
fakta, nes nustatyta, kad Sios neZinomos funkcijos baltyminés dalelés gali iSsaugoti informacija apie
savo struktiiros konformacinius pokycius ir perduoti ja naujai sintetinamiems baltymams lgsteléje,
nedalyvaujant DNR ir RNR (Lewin, 2002; Aguzzi, 2009).

Nustatyta, kad priono baltymai egzistuoja skirtingy formy: normali lasteliné izoforma - PrP°
(angl. cellular) arba PrP%" — jautrus (angl. sensitive) proteazéms ir infekciné izoforma, kurios

konformacija yra pakitusi, vadinama PrP* (angl. scrapie) arba PrP®®

— atsparus (angl. resistant)
proteazéms (Prusiner, 2001). Normalig priono baltymo forma koduoja pradinis genas Prnp, dél
kurio mutacijy atsiranda jvairius sutrikimus sukeliantys infekciniai prionai. Tokie baltymy agregatai,
pateke | organizma, pakeicia jame esanciy natyviy prioniniy baltymy struktiirg, paversdami juos
lygiai tokiais paciais prionais. Skirtingy struktiry priony agregatai, dar vadinami priony
,kamienais”, sukelia jvairias prionines ligas, vadinamas kempinligémis, kurios salygoja Zmogaus ar
gyviny galvos smegeny ir centrinés nervy sistemos sutrikimus. Pateke ] organizmg ir nukeliave iki
galvos smegeny, prionai gali ilgus metus kauptis, kol galiausiai, susidarius dideliam jy kiekiui,
sukelia mirtj (Aguzzi, 2009; Soto, 2011).

Tam, kad biity galima tyrinéti prionus biofizikiniais metodais, visy pirma reikia turéti
pakankamg natyviy prioniniy baltymy kiekj. Kadangi tyrimams Sie baltymai néra daznai naudojami,
tai jy pasiiila maza, o kaina didelé. Todé¢l Siuos baltymus galima gamintis patiems ir véliau su jais
atlikti norimus eksperimentus.

Taigi, Sio darbo tikslas yra gauti peléno rekombinantinj prioninj baltymg BvPrP121-231 ir
atlikti jo agregacijos tyrimus. Tad keliami tokie uzdaviniai:

1. Atlikti plazmidés, koduojan¢ios BvPrP121-231 gena, transformacija j E. coli BL21 Star
(DE3) kompetentines lasteles.

2. Auginti kompetentines lasteles skirtinguose terpése: LB-terpéje, pridedant IPTG, kuris
indikuoja tikslinio baltymo raiska, ir naudojant auto-induktyvig terpe.

3. IS gautos biomasés renatiruoti baltyma iS intarpiniy kuneliy ir gryninti afininés

chromatografijos metodu.
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Panaudojus trombino proteazés pagalba nukirpti histidining uodega ir galutinai iSgryninti
baltyma jony mainy chromatografijos metodu.
. Naudojantis fluorescenciniu spektrofotometru atlikti peléno prioninio baltymo agregacijos

tyrimus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Prioniniai baltymai (PrP°)

Nors prioniniy baltymy funkcija dar néra tiksliai Zinoma, taCiau iSsiaiSkinta, kad Siuos
prioninius baltymus koduoja daugelio gyviiny genomo chromosomose aptinkamas genas prnp ir
atitinkama iRNR, kuri aptinkama smegenyse (Agguzi, 2004; Lysek, 2004). Prioninius baltymus
smegenyse ar limfocituose ir limfiniy organy stromos Igstelése turi visos aukStesniosios riisys :
Zuvys, ropliai, pauksciai, Zinduoliai, tarp kuriy ir Zzmonés. Nustatyta, kad skirtingy zinduoliy rusiy
prioniniy baltymy molekuliné strukttira yra labai panaSi: N-galo prioninio baltymo domenas yra
sulankstytas netvarkingai, o C-galas yra labai struktirizuotas, sudarytas i$ trijy o-spiraliy ir dviejy
trumpy B-juosty (Kretzshmar, 2013). Lasteliné prioninio baltymo izoforma yra sintetinama,
sulankstoma ir glikozilinama endoplazminiame tinkle, o po to transportuojama j lgstelés pavirSiy —
plazming membrang. Transportavimo metu vyksta baltymo brendimas, kurio metu atjungiama N
galo signaliné polipeptido seka, prie dviejy aminorugsciy likuciy prijungiamos oligosacharido
grandinés, atjungiama polipeptido C galo seka ir prie C galinio sutrumpinto peptido prijungiamas
glikozilfosfatidilinozitolis (GPI), kuris ir laiko priono baltymg Igstelés membranos pavirSiuje
(Aguzzi ,2009).

Fiziologiné prioniniy baltymy funkcija vis dar néra iSaiSkinta, taciau yra kelios hipotezés,
kurios aiskina galimas Siy baltymy funkcijas. Atlikta daug eksperimenty, kurie parod¢, jog baltymo
N-gale esancios histidino lickanos prisijungia Cu®* jonus, taciau aiSkaus atsakymo, kokia jtaka vario
prijungimas daro prioniniy baltymy funkcijai, néra ( Lehmann, 2002; Kretzshmar, 2013). Varis yra
esminis kofaktorius daugeliui fermenty, vykstant redukcijos reakcijoms. Yra fakty, rodanciy, kad
prioniniai baltymai yra var] prijungiancios dalelés, o vario prisijungimas gali iSSaukti
konformacinius pokycius prioninio baltymo lanks¢ioje N-galo srityje, taip pat biocheminius ir
biologinius lgsteliy pakitimus. Lastelése jvykus Siems biocheminiams ir biologiniams pokyciams
gali i$sivystyti daug ligy, iskaitant ir keletg neurodegeneraciniy sutrikimy (Westergard, 2007).

Gali biiti, jog prioniniai PrP® baltymai apsaugo lasteles nuo oksidacinio streso,
detoksikuodami reaktyvaus deguonies daleles (ROS). Buvo pasiiilyta, kad rekombinantiniai ir
iSskirti i§ smegeny audinio prioniniai baltymai turi superoksido dismutazés (SOD) aktyvuma. Taip
pa, yra hipotez¢, jog prioniniai baltymai apsaugo lgsteles nuo oksidacinio streso netiesiogiai,
regulivodami kity baltymy, tokiy kaip Cu — Zn SOD (detoksikuojan¢iy ROS), aktyvumg. Nors dél

prioniny baltymy savybés prijungti vario jonus vis dar lieka neatsakyty klausimy, taiau
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eksperimentiskai jrodyta, kad vario jony prijungimas gali veikti kaip reguliatorius keiGiantis PrP®
fiziologinj aktyvuma (Westergard, 2007).

Dar viena hipoteze, aiSkinanti galimg prioniniy baltymy funkcija, yra tai, jog jie gali dalyvauti
transmembraninio signalo perdavimo procese. Kaip ir kiti GPI prijungti baltymai, prioniniai
baltymai yra plazminés membranos lipidiniuose plaustuose, ten kur vyksta signalo perdavimas.

(Westergard, 2007).

1.2. Peléno prioniniai baltymai (BvPrP)
Siame darbe i¥samiau tyrinéjamas rekombinantinis prioninis peléno baltymas (BvPrP121-
231), kurio struktiira pavaizduota 1 paveiksle. Si struktiira labai panasi i kitas prioniniy baltymy
struktiiras. Visi Sie baltymai sudaryti iS trijy a-spiraliy (H1, H3, H4) ir dviejy B-juosty (S1, S2). Taip
pat disulfidinis tiltelis formuojasi tarp H3 ir H4 a-spiraliy (Chen et al., 2013).,

AN
v \ Vv

Posilkis o-spiralé B-kloste
AAAA e e e AAAAAAAAAAA AAAAAAAAAANANA
VVVWVY VVVUNVIVNVIVVVNVY ATATATATATATATAVAVAVAVAVAY,
l.\_\_\_c_ctc_c_i_uu_tmiHt_llll_(._w_uto_l_u_\l('_d_hl\P_\_Q__\_\_\_IN_D__Q_\\_\_Q\\_!\uo« WNITIROMTIVTTTTRCENT TETOVAMAE RVVEOMEVTOYORTESOAYYIGRSS
" . . " ™ " man " e e ] 1 .

1 pav. A — prioninio baltymo BvPrP121-231 erdviné struktiira; B — prioninio baltymo bvPrP121-
231 amininoriigsc¢iy seka (Chen et al., 2013).

13



Pelénai sudomino mokslininkus dél nejprasty savybiy, susijusiy su prionais ir jy
sukeliamomis ligomis. UZkrétus pelénus iS elniy ir briedZiy iSskirtais prionais, jy sukeliamy ligy
inkubacinis laikotarpis yra 25-28 dienos, kai tuo metu uzkreétus kitus gyviinus inkubacinis laikotarpis
svyruoja nuo 156 iki 281 dieny. BvPrP priony neuropataloginés ir molekulinés charakteristikos
tyrimai atskleidé, jog visi klasikiniai zinduoliy prioniniy ligy poZymiai pelénams pasireiSké maziau
nei per ménesj po patogeniniy priony suleidimo. Nors patogeniniy priony suleidZiamas itin maZas
kiekis, taciau uztenka itin trumpo laiko inicijuoti PrP© virsma | PrP5¢ (Christen et al., 2008).

Atlikus tyrimus su peliy, Sirijos Ziurkény ir pelény prionais, nustatyta, kad peléno prionai
smarkiai skiriasi nuo kity tirty grauziky priony (Christen et al., 2008). Buvo atlikti eksperimentai,
kurie parode, jog pelénai yra labai jautriis aviy skrapi ligai, taciau yra atsparis galvijy kempinligei,
tuo metu pelés atvirkSciai (Agrimi, 2008). Gali biti, kad tokias peléno priono savybes lemia Siek
tiek kitokia aminortig§ciy struktiira, nei kity minéty grauziky, taCiau keista, kad peléno ir pelés

aminorugsciy seka skiriasi tik keturiomis aminortigstimis (Christen et al., 2008).

1.3. Patogeniniai prionai (PrP%)

Normali Igsteliné izoforma PrP¢ gali pakeisti konformacijg ir pavirsti infekcine izoforma,
PrP5¢ (Prusiner, 2001). Nustatyta, kad PrP® ir PrP> polipeptidinés grandinés, sudarytos i§ identisko
aminoriigi¢iy sastato, skiriasi tik erdvine struktiira, t. y. konformacijomis. PrieSingai nei PrP®
izoforma, kuri turi didelj a-spiraliy kiekj ir nezymy B-klos&iy kiekj, patogeniniai prionai PrP* turi
daugiau B-klosCiy nei a-spiraliy (Prusiner, 2001; Soto, 2011). Manoma, kad tok;j prioninio baltymo
virsmg patogeniniu lemia prioninius baltymus koduojancio prnp geno mutacijos, kurios pakeicia
natyvaus PrP° baltymo konformacijg ir taip gaunamas PrP* prionas. Tikslus §io proceso
mechanizmas dar neaiSkus. Prionai taip pat apibiidinami, kaip savarankiSkai besidauginancios
dalelés, kurios yra fibriliy arba amiloido formos (Cobb et al., 2014). Zinant, kad $ios baltyminés
daléles neturi lipidy, karbohidraty ir genetinés informacijos perdavimui reikalingy nukleoriigsciy,
belieka i§vada, kad baltymai gali biiti infektyvis (Prusiner, 1998).

Nors tiksli natyviy prioniniy baltymy funkcija néra Zinoma, taCiau iSsiaiSkinta, kad
patogeniniai prionai yra neurodegeneraciniy sutrikimy prieZastis. Sios prioninés ligos vadinamos
spongiforminémis encelopatijomis arba tiesiog kempinligémis. Tai mirtini neurodegeneraciniai
susirgimai, kuriy atsiradimas siejamas su nejprasty baltymy struktiiry, vadinamy amiloidinémis
fibrilémis, sankaupomis smegenyse. Anksciau manyta, kad Siuos centrinés nervy sistemos pakitimus

lemia virusai ar mikroorganizmai, taciau Stanley Prusiner nustaté, kad daugelio neurodegeneraciniy
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sutrikimy — ozky ir aviy skrapi, kuru, galvijy kempinligés (BSE), Creutzfeldto-Jakobso ligos (CID),
Gerstmanno-Striusslerio-Scheinkerio sindromo (GSS), 1étinés iSsekimo ligos elniams ir briedZiams
bei uzkre€iamos audiniy encefalopatijos (TME) — atsiradimo prieZastis yra netaisyklingos struktiiros
prioniniai baltymai ir jy fibriliy kaupimasis neuronuose. Manoma, kad prioninés ligos gali atsirasti
spontaniskai, dél geno koduojancio PrP¢ mutacijos, ar dé¢l infekcijos. (Prusiner, 1998; Cobb et al.,
2007; Surewicz, 2011). Nezitrint to, kad Zmogaus prioninés ligos yra palyginti retos, del jy
infekciniy savybiy kartais pasireisSkia ligy protriikiai bei epidemijos pvz. prieS 60 mety buvo kuru
ligos protriikis Papua Naujoje Gvingjoje, véliau uzregistruoti 250 CJD ligos atvejai, 1984 m. buvo
uzregistruota daug BSE susirgimy (Aguzzi, 2004) . Sios ligos gali biiti perduodamos nuo vienos
rusies ] kitas per kraujg ar su maistu. Prioniné infekcija siejama su ilgu besimptomiu inkubaciniu
laikotarpiu, kuris Zmogui gali vir§yti 50 mety (Prusiner, 1998; Cobb et al., 2007; Surewicz, 2011).
Sis inkubacinis laikotarpis yra skirtingas kiekvienam priony kamienui ir priklauso nuo keliy
faktoriy: patekusio priono tipo bei kiekio, inukoliacijos vietos, $eimininko PrP sekos bei priony
raiSkos lygio (Colby et al., 2009).

Kaip jau minéta, priony sukeliamos ligos yra unikalios tuo, kad jos atsiranda dél
besikaupianciy priony ar jy fibriliy. Tai reiskia, kad visy kity Zinomy infekcijy sukeléjai skiriasi nuo
prioniniy susirgimy sukéléjy kelias aspektais. Pirmasis skirtumas — yra manoma, kad prionai neturi
genomo, koduojancio informacija, reikalingg priony dauginimuisi. Antrasis skirtumas — prionas
sudarytas tik i§ glikoproteino, kuris GPI inkaru prijungtas prie membranos. Treciasis, pats
nejprasCiausias aspektas, tai lastelinio prioninio baltymo konformacinis virsmas ] patogening
izoforma, kuri yra netirpi, atspari proteazéms, jonizuojanc¢ios bei UV spinduliuotéms. Taip pat
prionines ligas sukelianciy daleliy molekuliné mas¢ per maZza, kad galéty biiti virusais ar kito tipo
mikroorganizmais (Lysek, 2004; Aguzzi, 2009; Soto, 2011). Tiksli ketvirtiné PrP*° struktiira dar
néra tiksliai Zinoma, todél priony struktiiriniai modeliai sudaromi, atsizvelgiant j biochemines ir

biofizines skirtingy kamieny savybes (Kretzshmar, 2013; Chen et al., 2013).

1.4. Kamienai
Nors Siuo metu hipotezé apie priony sukeliamus susirgimus yra vertinama teigiamai, taciau
yra vienas faktas, kuris neleidZzia iki galo patikéti $ia hipoteze — tai priony kamienai. Jie yra
apibuidinami, kaip infekciniai agentai, kurie patek¢ j vienodus organizmus gali sukelti skirtingus
prioniniy ligy fenotipus (Aguzzi, 2009). Nustatyta, kad beveik visos uzkreciamos spongiforminés

encelopatijos gali turéti skirtingus priony kamienus, kurie nulemia skirtingus ligos inkubacinius
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laikotarpius, skirtingas agregaty issidéstymo vietas, histologinius pazeidimus, specifines neuronines
taikinio sritis, klinikinius ir neuropataloginius bruozus (2 pav.). Mutacijos ir polimorfizmai sukelia
nukleortigs§¢iy pakitmus genome. Buvo manoma, kad dél Siy pakitimy viena polipeptidiné grandiné
gali koduoti skirtingus ligos fenotipus (Collinge, 2007). Taciau David Colby komanda paneigé
versija, kad skirtingi kamienai atsiranda, dé¢l mutacijos ar polimorfizmo t. y. yra skirtingy
aminorugsciy prioninio baltymo sekoje. Jie teigia, kad skirtingi kamienai atsiranda dél nevienody
PrP% konformacijy ir po kitimo proceso susidariusiy amiloidiniy fibriliy stabilumo (Colby et al,.
2009). Manoma, kad kamienai susidaro, kuomet prie jau egzistuojancio polimero Sablono jungiasi
monomerai, tada gauta fibril¢ suskyla j daugiau Sablony ir taip atsiranda vis daugiau galimybiy
susidaryti naujiems kamienams. Gauti skirtingi polimery tipai gali skirtingai propaguoti ir sudaryti

nevienodus kamienus (Collinge, 2007).
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2 pav. A — kamieny formavimasis; B — raudonos juostelés rodo inkubacinio laikotarpio skirtumus ir
kaupimosi smegenyse vietg skirtinguose priony kamienuose; C — kamieno savybiy iSlaikymas
skirtinguose gyviinuose (Collinge, 2007).
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Manoma, kad prionai gali jveikti tarprii§inj barjera ne tik dél PrP*® konformacijy pakitimo, bet
ir del to, kad Zinduoliy PrP genai skirtinguose organizmuose yra labai panasis, o PrP — labai
panasios struktiiros. Tai turblit svarbiausia priony geb¢jimui prasiskverbti ir uzkresti kity riisiy
Zinduolius (Colby et al., 2009).

Priony kamienai yra apibiidinami pagal Sias skirtingas tarpusavio savybes: antrin¢ struktiira,
atsparumas proteinazéms, konformacinis stabilumas, antikiiny atpazinimas, glikozilinimo profilis
(Cobb et al., 2014). Pastebéta, kad kamienai turi tris galimas glikozilinimo formas: neglikozilinta,
monoglikozilintg, diglikozilintg. Skirtingiems kamienams gali biiti budinga tik tam tikra forma ir

nuo glikozilinimo formos gali priklausyti priony kamieny stabilumas (Collinge, 2007).

1.5. Priony amiloidy fibrilés
Manoma, kad beveik visi baltymai ir peptidai gali agreguotis j skirtingas strukttiras, nuo pilnai
netvarkingy amorfiniy agregaty iki labai tvarkingy kristaliniy formy (Chiti, 2006). Amiloidai turi
tvarkinga struktira arba bent jau dalj jos, kuri néra kristaliné, ir yra suformuoti i§ mazdaug 10 nm
diametro fibriliy, kurios gali buti iki keliy Simty pm ilgio. Dél Siy bruozy jie dar yra vadinami
amiloidinémis fibrilémis (Alies et al., 2013). Visoms amiloidy fibriléms yra budingas vienodas
susilankstymas, (3 pav.) kuomet B-gijos suformuoja B-lakStus, kurie yra statmeni fibriliy aSiai, o

vandenilinis rySys tarp -gijy yra lygiagretus fibriliy asiai (Moore, 2009).

3 pav. A — Zmogaus prioninio baltymo erdvin¢ struktira; B- elektroniniu mikroskopu uZfiksuotos

priono fibrilés; C- priono fibrilés modelis; D — beveik ploksciy PrP monomery motyvo modelis, kur
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Soninés grandings tankiai iSsidésciusios; E — pasukta priono fibrilés struktiira, rodanti tarpmolekulinj

vandenilj rysj, kur strélyté rodo ilgaja fibrilés asj (Cobb et al., 2007).

Nustatyta, kad prioniniai baltymai ne iSimtis — jie taip pat agreguoja ir sudaro amiloidiniy
fibriliy strikturas. Amiloidy fibriliy formavimasis — tai procesas, kai natyvis, tirpiis baltymai
netaisyklingai susilanksto j netirpias fibriles, sudarydami B-klostes (Lee et al., 2007). Priony
replikacija prasideda, kai patogeninis PrP* saveikauja su Seimininko PrPC ir taip prasideda natyvaus
baltymo formos transformacija j patogeninj. Preliminarus virsmo mechanizmas yra toks: PrP¢ —
PrP%, nors ir Jis néra iki galo aiSkus, taciau Siuolaikiniai duomenys teigia, kad virsmas vyksta pagal
séklinés polimerizacijos arba branduoliy susidarymo modelj, kurio metu prie PrP* oligomero
(branduolio), dar vadinamo sékla, prijungiamas PrP ir polimeras toliau auga. Tam tikru laiko
momentu PrP% polimeras skyla j maZesnes daleles. Si fragmentacija padidina efektyviy branduoliy
skai¢iy, kurie gali toliau vykdyti PrP¢ virsma (Soto, 2011). Pagal §j ,,Protein-only modelj yra
suformuojamos amiloidinés priono fibrilés, kuriy stabilumas yra siejamas su Van der Valso sgveika
ir elektrostatiniais kriiviais erdvingje uztrauktuko sgsajoje (Cobb et al., 2014). Ir kaip jau minéta —

nevienodas amiloidy fibriliy stabilumas gali daryti jtaka skirtingy priony kamieny formavimuisi.

1.6. Rekombinantiniy baltymuy gryninimas

Siuo metu naudojant geny inZinerijos pagalba yra sukurta nemaZai bakterijy ir mieliy
kamieny, kurie gali pagaminti jvairius Zinduoliy baltymus. Sie baltymai gali bati gaminami
farmacijos tikslais, tai tokie produktai, kaip Zmogaus insulinas, Zmogaus augimo hormonas, ivairis
interferonai, vakcinos. Taip pat jie gali buiti gaminami ir eksperimentams, vieni i$ tokiy baltymy yra
Zinduoliy prionai, Siuo atveju ir peléno prioninis baltymas (Palomares, 2004).

Norint i8gryninti rekombinantinius prioninius baltymus baltymy ekspresijai daZniausiai
naudojamos gerai Zinomos Escherichia coli bakterijos. Taciau ekspresuojant E. coli rekombinantinis
baltymas daZniausiai yra sulankstomas netinkamai ir susidaro netirpiis agregatai, vadinami
intarpiniais kiineliais (Baneyx, 1999). Taigi norint turéti gryna, tinkamai susilanksciusj (natyvy)
baltymg yra biitina atlikti rekombinantinio baltymo renatiiracija.

Kadangi baltymai yra kaupiami intarpiniy kiineliy pavidale lgstelés citoplazmoje, pirmiausia
reikia suardyti bakterijas; tam biomasé¢ yra sumaiSoma su denatliruojanciu buferiu ir
homogenizuojama (Lilie, 1998). Reikia, kad intarpiniai kiineliai bty iStirpinti; tam naudojami

didelés koncentracijos denatiirantai: 5-8 M guanidino chloridas arba 6-8 M uréjos tirpalai. Sie
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tirpalai padeda suardyti antring struktiirg, o disulfidiniy tilteliy suardymui stabdyti naudojamas
stiprus antioksidantas glutationas (Fischer, 1993). Denatiiruoto baltymo renatiiracija vykdoma

maZinant naudojamo denatliranto ir glutationo koncentracija (Middelberg, 2002).

1.7. Giminingumo chromatografija

Jeigu baltymo konstruktas turi histidining uodegg, jis yra gryninamas, pasitelkiant
giminingumo (afininés) chromatografijos metoda. Sis skys¢iy chromatografijos metodas pagrjstas
biospecifine grjztama sgveika tarp biologiSkai aktyviy arba erdviskai unikaliy molekuliy su kitomis
komplementariomis molekulémis (Sasnauskien¢, 2008). Naudojama imobilizuoty metalo jony
afininé chromatografija (IMAC) yra giminingumo chromatografijos metodas, paremtas pereinamyjy
metaly jony (Zn**, Cu™*, Ni**, Co®") giminingumu histidinui ir cisteinui vandeniniuose tirpaluose.
Prie rekombinatinio baltymo esancios histidino uodegélés koordinaciniu rySiu jungiasi su metaly
jonais ir sudaro patvary kompleksa su ligandais (4 pav.). Kaip chelatuojantys ligandai, tinkantys
agarozes ir metalo suriSimui, gali buti naudojama iminodiacto rtgstis (IDA), nitrilotriacto riigStis
(NTA) arba trikarboksimetiletilendiaminas (TED). Sio darbo metu naudojamas NTA sorbentas,

kuris yra labai daznai sutinkamas afininéje chromatografijoje (Block et al., 2009).

Ni-NTA

4»+—ClI £

4 pav. Baltymo histidininés uodegos saveika su Ni** jonu, kuris yra prijungtas prie NTA

chelatuojancio ligando (pritaikyta i§ Block, 2009).
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Denattruotas baltymas yra adsorbuojamas ant vieno i§ Siy sorbenty, tada kolonéléje
renatiruojamas mazinant denatiiranto koncentracijg ir galiausiai desorbuojamas imidazolo tirpalu
(Lilie, 1998). Atlikus baltymy gryninimg IMAC metodu, reikia i§ gauto baltymo tirpalo paSalinti
nereikalingas druskas. Tai atlieckama naudojant mazos drusky koncentracijos dializés bufer;.
Dializés Zarnel¢ praleidzia tik atitinkamo dydZio molekules, o greitis priklauso nuo difuzijos, tod¢l
buferinis tirpalas dializés metu nuolat maiSomas. Dializuojant tirpalus galima sumaZinti druskos
koncentracijg tirpale, gauti kitos sudéties baltymo tirpala, taip pat i§ dializuojamo tirpalo pasalinti

detergentus, polisacharidus (Bagdonien¢ ir kt., 2001).

1.7.1. Jony mainy chromatografija

Jony mainy chromatografijos metodas yra pagristas sgveika tarp prieSingus kriivius turinciy
molekuliy. Baltymai turi jonogenines funkcines grupes, kurios vandeniniuose tirpaluose gali
jonizuotis, t. y. jgyti teigiamg arba neigiamg krtvj. Baltymo saveika su jonitais priklauso nuo
teigiamy ir neigiamy kriviy skaiCiaus, konkretaus baltymo jonogeniniy grupiy disociacijos
konstanta priklausys nuo baltymo erdvinés struktiiros, jonogeniniy grupiy apsupties (Sasnauskiene,
2008). Jony mainy chromatografijai naudojama stacionarioji fazé — sorbentas — taip pat turi
jonogeniniy grupiy: katijonitai geba prisijungti katijonus, o anijonitai prisijungia anijonus. Sio darbo
metu naudota CM-sefarozé — silpnas katijonitas, kurio neigiamajj kriivj turinCios funkcinés grupés
saveikauja su chromatografuojamy medZiagy katijoninémis grupémis. Sie nesikliai dar vadinami
rigStiniais jony mainy neSikliais, nes jy neigiamas krtvis priklauso nuo riigstiniy funkciniy grupiy

jonizacijos (Sasnauskien¢, 2008).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Darbe naudoti prietaisai, medziagos, tirpalai ir kitos piemonés

2.1.1. Naudotos medziagos ir rinkiniai pagal gamintoja
AB Vilniaus degtiné: etanolis 96 %.
Acros Organics: acto riistis 99,5 %; glicerolis 99 %; druskos riigstis 37 %; natrio Sarmas
50 %.
AppliChem: glicinas 99,5 %; natrio dodecilsulfatas 85 %; TRIS 99,9 %.
Bio—Rad: amonio persulfatas.
Carl Roth: agaras, akrilamidas 98 %; ampicilinas natrio druskos pavidale; 99 %; dikalio
hidrofosfatas 99 %; guanidino hidrochloridas (>99,7 %); kalio chloridas, 98 %; kalio
dihidrofosfatas 99 %; LB-Medium mitybin¢ terp¢; peptonas.
Fisher Scientific: baltymy molekulinés masés markeriai (BPE36036-1, EZ-RUN REC.
PROT. L.); dinatrio hidrofosfatas; Kumasi R-250 (Coomassie Brilliant Blue 250R);
glutationas; izopropiltio—B—galaktozidas; gliukozé; guanidino tiocianatas 99 %; imidazolas
99 %; kazeino hidrolizatas; karbamidas 99,5 %; laktozé; magnio sulfatas; mieliy ekstraktas,
natrio fosfatai; natrio sulfatas, trombinas; TRIS 99,8 %; TEMED.
Fluka: baltymy hidrolizatas; guanidino chloridas 98 %.
Invitrogen: D-gliukozé.
MERCK: natrio chloridas.
PEAXWM: amonio chloridas; glicerolis; gliukozé, natrio hidrofosfatas; trichloracto rugstis.

Sigma: Thioflavin T (ThT).

2.1.2. Naudota laboratoriné jranga
Autoklavas: Steam Sterilizer ,,Trade Raypa“.
Centrifugos: ,,Beckmann J2-21M” (JA 20 rotorius); ,,Hettich Zentrifugen Rotina 38R”;
»OIGMA 6-16K” (12500 rotorius); ,,Eppendorf 5424 (F-45-18-11-Kit rotorius); ,,HiCen
SR* (HeroLab) (AF 6.500, AF 8.50.2 rotoriai).
Chromatografin¢ kolon¢lé: ,,GE Healthcare XK 26/20.
Chromatografinés sistema: ,,AKTA explorer”; ,,AKTApurifier (GE Healthcare).
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e Elektroforezes sistema: ,,Minigel-Twin“ (Biometra), sudaryta i§ ,,BioRad Mini Protean 3
elektroforezés aparato ir ,, CONSORT EV 243 srovés Saltinio.

¢ Fluorescencinis spektrofotometras: ,,Variant* Fluorescence Spectrophotometer Cary Eclipse;
Synergy™ H4 with Hybrid Technology*.

e Kaitinimo plytele: ,,UCKOPKA®.

e Kiuvete: ,,Helema Analytics* High-Precision Cells CXA-145-330Q.

e Koncentratoriai: ,,Amicon® Ultra—15* (pralaidumas - 10 kDa).

e Laikmatis: ,,Carl Roth®.

e Magnetinés maiSyklés: ,,VARIOMAG Maxi Direct, ,BIOSAN MSH-300; ,Velp
Scientifica ARE”; ,, JKA C-MAG HS7%; ,]JKA LABORTECHNIK RCT basic*.

e Maisykle: ,,CLASSIC vortex mixer* (VELP Scientifica).

¢ pH-metras: ,,Orion DUAL STAR meter” (Thermo Scientific).

e Purtyklé: ,, IKA KS 4000i control.

¢ Rankinis homogenizatorius: ,,Potter-Elvehjem* (Sigma-Aldrich).

® Spektrofotometras: ,,.Shimadzu UV-1800*.

e Svarstyklés : ,, KERN ABJ“; ,,KERN PCB 400-2%; ,,KERN PLJ 6000-1GM*.

e Termostatas: , Fisher Scientific*.

e Termostatiné vonelé: ,,Fisherbrand mini dry bath®.

e Ultragarso Saltinis: ,,Bandelin Sonopuls 3100* (antgaliai: VS70T, MS72).

e Vakuuminé filtravimo sistema: ,,Sigma-Aldrich®.

2.1.3. Naudoti sorbentai
GE Healthcare: ,Ni SepharoseTM 6 Fast Flow*; ,,Chelating Sepharose Fast Flow*; ,,CM

Sepharose Fast Flow*.

2.1.4. Naudoti kamienai
Baltymy raiSkai naudotas kamienas E. coli BL21 Star™(DE3), kuris turi tokias genetines

charakteristikas: F— ompT hsdSB (rB—mB-) gal dcm rnel31(DE3). Kamienas pirktas i§ Invitrogen.
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2.1.5. Naudoti konstruktai
pRSETA plazmidé su N-galo histidinine uodega, atsparumo ampicilinui genu ir jklonuotu
BvPrP121-231 prioniniu genu. Plazmidés sukonstruotos ,,Neuropatologijos institute®, Zuriche,

Sveiciarijoje prof. ( Simone Hornemann grupéje).

2.1.6. Mitybinés terpés

Agarizuota LB (Broth) terpé: 10 g NaCl, 10 g peptono, 5 g mieliy ekstrakto ir 15 g agaro
iStirpinama 1 L dejonizuoto vandens, pH 7. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje.

Auto-induktyvi mitybiné terpé ZYM-5052: 1 % N-Z-amino (kazeino hidrolizato arba
triptono), 0,5 % mieliy ekstrakto, 25 mM Na,HPO,, 25 mM KH,PO,, 50 mM NH4Cl, 5 mM
Na;SOy, 2 mM MgSOy, 0,5 % glicerolio, 0,05 % dekstrozes (D-gliukozés), 0,2 % laktozes, 100
mg/L ampicilino, 25 mg/L chloramfenikolio. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiroje, bet
dekstroze, glicerolis, laktozé autoklavuojami atskirai nuo kity reagenty.

LB baltymuy hidrolizatas (Luria Broth) mitybiné terpé: 10 g NaCl, 10 g baltymy
hidrolizato, 5 g mieliy ekstrakto iStirpinama 1 L dejonizuoto vandens, pH 7. Autoklavuojama 30
min 121 °C temperatiiroje.

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,4, 20 mM gliukozes. Peptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KCI
tirpinami 97 mL dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje. AtauSinus

iki kambario temperatiros, pridedama Mg drusky ir gliukozés ir sterialiai nufiltruojama.

2.1.7. Tirpalai

0,05 M PB pH 6: 0,61 g NaH,PO, ir 0,16 g Na,HPO, yra iStirpinama 100 mL dejonizuoto
vandens.

0,1 M HCI: 0,83 mL 37 % HCI tirpalo (p = 1,18) praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki
100 mL.

0,1 M NaOH: 0,53 mL 50 % NaOH tirpalo (p = 1,50) praskiedZiami dejonizuotu vandeniu
iki 100 mL.

0,5 M HCI: 4,15 mL 37 % HCI tirpalo (p = 1,18) praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki
100 mL.
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0,5 M TRIS, pH 6,8: 7,88 g TRIS-HCI tirpinama 60 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH
koreguojamas 1 M NaOH tirpalu iki 6,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedZiamas dejonizuotu
vandeniu iki 100 mL.

1 M CH3COOH: 6,4 mL 99,5 % acto rugsties (p = 1,048) praskiedZiama dejonizuotu
vandeniu iki 100 mL.

1 M CH3COONa: 13,15 g 99,5 % natrioacetato-trihidrato tirpinama 100 mL dejonizuoto
vandens.

1 M K;HPOy4: 87,09 g K,HPO, istirpinami 0,5 L dejonizuoto vandens.

1 M KH;POy4: 68,05 g KH,PO, istirpinami 0,5 L dejonizuoto vandens.

1 M NaOH: 5,3 mL 50 % NaOH tirpalo (p = 1,50) praskiedZiami dejonizuotu vandeniu iki
100 mL.

1 M TRIS, pH 6,8: 15,76 g TRIS-HCI tirpinama 60 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH
koreguojamas 1 M NaOH tirpalu iki 6,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu
vandeniu iki 100 mL.

1,5 M TRIS, pH 8,8: 18,21 g TRIS tirpinama 60 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH
koreguojamas 0,5 M HCl tirpaliu iki 8,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu
vandeniu iki 100 mL.

6M GuHCI: 5,75 g 99,7 % guanidino chlorido iStirpinama 10 ml dejonizuoto vandens.

6M GuSCN: 28,65g 99 % guanidino tiocianato iStirpinama 40 ml dejonizuoto vandens.

Akrilamidas 40 %: 40 g akrilamido iStirpinama 60 mL dejonizuoto vandens.

Ampicilino tirpalas: 1 g ampicilino tirpinamas 10 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo
koncentracija 100 mg/mL.

APS 10 %: 100 mg amonio persulfato tirpinama 900 uL dejonizuoto vandens.

Bis—akrilamidas 2 %: 2 g bis—akrilamido iStirpinama 98 mL dejonizuoto vandens.

IPTG tirpalas: 238,3 mg IPTG istirpinami 1 mL dejonizuoto vandens.

Kumasi R-250 daZo tirpalas: 0,5 g kumasi R-250 dazo iStirpinama 104 mL 96 % etanolio,

pridedama 20,3 mL ledinés acto riigsties. PraskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 200 mL.

6X pavyzdzio buferinis tirpalas: 1,2 g NDS istirpinama 6 mL glicerolio, pridedama 3,75

mL 1 M TRIS pH 6,8 ir 0,93 mL 2-merkaptoetanolio bei 6 mg bromfenolio mélio.

Praskiedziama iki 10 mL dejonizuotu vandeniu (jeigu reikia).
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Elektroforezés buferinis tirpalas (10 karty koncentruotas): 25 mM TRIS, 192 mM
glicino, 0,1 % NDS, pH 8.3-8.6 (pH nekoreguojamas). 288 g glicino, 60.4 g TRIS, 20 g NDS

tirpinami 2 L dejonizuoto vandens.

2.1.8. Buferiniai tirpalai naudoti baltymy gryninime

1. 10 mM TRIS, 100 mM K,HPO,, pH 8.

10 mL 1 M TRIS tirpalo sumaiSoma su 100 mL 1 M K,HPO, tirpalo ir praskiedZiama
dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalo pH koreguojamas 0,5 M HCI tirpalu iki 8. Matavimo
cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 1000 mL. Buferinis tirpalas filtruojamas
per 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

2. 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, pridedama 3,4 g imidazolo
ir praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalo pH koreguojamas 0,5 M HClI tirpalu iki
8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedZiamas dejonizuotu vandeniu iki 1000 mL. Buferinis tirpalas
filtruojamas per 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

3. 700 mM imidazolo, 10 mM TRIS, 100mM KH,PO,, pH 5,8.

10 mL 1 M TRIS tirpalo sumaiSoma su 100 mL 1 M KH,POy tirpalo, pridedama 47,66 g
imidazolo ir praskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalo pH koreguojamas 0,5 M HCl
tirpalu iki 5,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedZiamas dejonizuotu vandeniu iki 1000 mL.
Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtrg.

4. 6 M guanidino chlorido, 10 mM TRIS, 100 mM KH,PO4, 10 mM glutationo, pH 8.

402,3 g 99,7 % guanidino chlorido uZpilama 7 mL 1 M TRIS tirpalo ir 70 mL 1M KH,PO4
tirpalo, uZpilamas pakankamas kiekis dejonizuoto vandens (bendras tirpalo tiris apie 650 mL) ir
maiSant ant magnetinés maiSyklés laukiama, kol iStirps guanidino chloridas. Buferinis tirpalas
filtruojamas per 0,22 um pory dydzio filtra. 2,15 g glutationo jdedama prie§ pat naudojimg. Tirpalo
pH koreguojamas su 1 M NaOH ir 0,5 M HCI iki 8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedZiamas
dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalas su glutationu turi biiti laikomas ant ledo.

5. 10 mM PB, pH 6 4.

36,8 mL 1 M KH;PO,, sumaisoma su 3,2 mL K,HPO,, praskiedziama vandeniu iki 3800 mL.
pH koreguojamas 1 M NaOH ir 0,5 M HCI (jeigu reikia) iki 5,8. Matavimo cilindre tirpalas

praskiedZiamas dejonizuotu vandeniu iki 4000 mL.
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6. 1,5 M NaCl, 10 mM PO4*, pH 6,4.

9,2 mL 1 M KH,POy, sumaiSoma su 0,8 mL K,HPOy,, pridedama 87,66 g NaCl, praskiedZiama
vandeniu iki 900 mL. pH koreguojamas 1 M NaOH ir 0,5 M HCI (jeigu reikia) iki 5,8. Matavimo
cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 1000 mL. Buferinis tirpalas filtruojamas
per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

7. 10 mM acetatinis buferis, pH 4.

30 mL 1 M CH3COOH sumaiSoma su 10 mL 1 M CH3COONa ir praskiedZiama dejonizuotu
vandeniu iki 3800 mL. pH koreguojamas 1 M NaOH ir 0,5 M HCI (jeigu reikia) iki 4. Matavimo

cilindre tirpalas praskiedZiamas dejonizuotu vandeniu iki 4000 mL.

2.2. Metodai

2.2.1. Transformacija j kompetentines lasteles

1. Paruosiamos Petri IéksSteles su agarizuota LB terpe, kurioje yra ampicilino (100 pg/mL).
LekStelés Sildomos 37 °C temperaturoje apie 1 val.

2. 130 pL kompetentiniy lgsteliy jdedama 1 pL plazmidés, sumaiSoma lengvai purtant.

3. Gautas miSinys laikomas 30 min. ledo vonioje.

4. Vykdomas temperatiirinis Sokas, 90 s laikoma 42 °C temperatiiroje, tuomet miSinys greitai
perkeliamas j ledo vonig ir laikomas joje 2 min.

5. T transformacijos miS$inj pridedama 400 pL. S.O.C. mitybinés terpés ir auginama 45 min. 37
°C temperatiiroje terostatuojamoje purtykléje (220 aps./min).

6. 100 pL transformanty steriliai uzsé¢jama ant pasSildytos Petri Iékstelés. Lékstelé laikoma

termostate 37 °C temperatiiroje 16 val.

2.2.2. Bakteriju auginimas

2.2.2.1 LB terpéje naudojant induktoriy
1. T LB mitybin¢ terpe su ampicilinu (100 pg/mL), nuo Petri 1ékStelés uZséjama viena
transformanty kolonija ir auginama per naktj (16 val.) 37 °C temperatiiroje purtant (220
aps./min).
2. Skiedziant santykiu 1:40 (10 mL j 400 mL) naktiné kultiira perséjama j kitas kolbas, kuriose
yra LB terpé su ampicilinu (100 pg/mL).
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. Bakterijos auginamos 37 °C temperatiiroje purtant (220 aps./min), kol optinis tankis (A =
600) pasiekia 0,6-1 optinius vienetus. Paimamas lgsteliy kultliros meginys.

. Atliekama indukcija — pridedama 1 mM IPTG. Bakterijos auginamos 20-24 val. 37 °C
temperatiiroje purtant (220 aps./min).

. Pragjus 20-24 val. po augimo paimamas meginys.

. Gauta lasteliy biomasé¢ yra perpilama j centrifugavimo indus ir 40 min centrifuguojama 5000
aps/min. Supernatantas paSalinamas, o biomasé¢ laikoma -20 °C temperatiiroje.

. Méginiai, paimti pries§ ir po indukcijos, analizuojami NDS-PAAG metodu.

2.2.2.2 Auto-induktyvioje terpéje

. I paruosta auto-induktyvig terp¢ su ampicilinu (100 pg/mL) kilpele nuo Petri lekstelés yra
uzséjama transformanty kolonija. Paimamas meéginys.

. Bakterijos auginamos 20-24 val. 37 °C temperatiiroje purtant (220 aps./min).

. Po 20-24 val. paimamas dar vienas lgsteliy kultiiros méginys.

. Gauta lasteliy biomasé¢ yra perpilama j centrifugavimo indus ir 40 min centrifuguojama 5000
aps/min. Supernatantas paSalinamas, o biomas¢ laikoma —20 °C temperatiiroje.

. Méginiai, paimti pries ir po indukcijos, analizuojami NDS-PAAG metodu.

2.2.3. Elektroforezés méginiy ruoSimas

. Pries pridedant induktoriaus | LB terpe arba praéjus 2 val. po transformanty uzséjimo | auto-
induktyvig terp¢ imamas 0,5-1 mL Igsteliy suspensijos meginys, kuris yra
nucentrifuguojamas 2 min 6000 aps./min, supernatantas nupilamas, o biomas¢ tirpinama 10
puL 6X pavyzdzio buferiniame tirpale ir 50 uL dejonizuoto vandens. Méginys kaitinamas 98
°C temperattiroje 10 min. .

. Meéginys, imtas i§ uZaugusios lasteliy kultiiros, ruoSiamas skiedZiant lgsteliy suspensijg taip,
kad jos optinis tankis biity lygus prie§ indukcijg paimto méginio optiniam tankiui. Paimtas
meéginys centrifuguojamas 2 min 6000 aps./min, nuosédos tirpinamos 10 uL 6X pavyzdZzio

buferiniame tirpale ir 50 pL dejonizuoto vandens, kaitinama 98 °C temperatiiroje 10 min.
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2.2.4. Baltymuy elektroforezé

Lastelés baltymai iSskirstomi atliekant elektroforez¢ denattiruojanc¢iomis saglygomis.

1 lentelé. RuoSiamas gelis:

Skiriamasis gélis 12 % Koncentruojamasis gelis 4 %
dH,O 2,55 mL dH,O 1,27 mL
1,5 M Tris-HC1 1 M Tris-HCI pH

DH 8.8 1,53 mL 6.8 500 uL
40 % AA/BAA 1,83 mL 40 % AA/BAA 201 pL
10 % SDS 61 uL 10 % SDS 20 uL
10 % APS 30,5 uL 10 % APS 10 uL

TEMED 3,65 uL TEMED 2uL

Skiriamasis gelis ruoSiamas sumaiSant nurodytus reagentus. Kadangi inicijuoja
polimerizacijos reakcija TEMED ir 10 % APS, pilami pacioje pabaigoje, prieS pat gelio supylimg
tarp elektroforezés ploksteliy. Gerai iSmaiSius, tirpalas pilamas tarp Svariy, 70 % etanolio tirpalu
nuvalyty gelio uZpylimo stikly (1 mm tarpelis) iki paZymétos vietos (4 cm nuo stiklo virSaus). Po to
atsargiai iki formos virSaus uZpilama vandens . Apatinio gelio polimerizacijos reakcija vyksta apie
40 minuciy kambario temperatiiroje. Geliui sustingus vanduo nupilamas. Gautas skiriamasis gelis
uzpilamas koncentruojanciu geliu ir tarp ploksteliy idedamos ,,Sukos®, kad po dantimis nelikty oro
burbuly. Koncentruojantis gelis kambario temperatiroje stingsta apie 30 min. Geliui sustingus,
plokstelés jstatomos 1 elektroforezés aparata. Surenkamas elektroforezés aparatas, pripilama
elektroforezés buferinio tirpalo ir i§ gelio iSimamos ,,Sukos“. | gelio takelius jvedami anksciau
aprasytu buidu paruosti Igsteliy kultiiros méginiai. Elektroforezé vykdoma 30 mA srové¢je, nevirSijant
300 V itampos, kol daZo frontas pasiekia frakcionuojancio gelio apacia. Gelis dazomas 20 minuciy

kumasi R-250 dazu 30 °C temperatiiroje purtant (80 aps./min).

2.2.5. Renatiiracija ir gryninimas IMA C metodu
UZauginta biomas¢ yra atSildoma ir sumaiSoma su buferiniu tirpalu 4 santykiu 1:5 ir
homogenizuojama rankiniu homogenizatoriumi sukant ir spaudZiant stimoklj tol, kol gaunama
vientisa biomasé. Gautas homogenizatas toliau ardomas ultragarsu ledo voneléje 20 min. (30 s/30 s

ultragarsinimo/poilsio ciklais ir, esant 70 % amplitudei). Suardyta biomas¢ iSpilstoma |
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centrifugavimo mégintuvélius ir centrifuguojama 40 min. 15000 aps./min. 4 °C temperatiroje.
Baltymo miSinys sumaiSomas su 4 buferiniu tirpalu nupusiausvirintu sorbentu (NTA-sefaroze,
pakrauta Ni (II) jonais). Gautas tirpalas maiSomas 30 min 80 aps./min greiciu, 4 °C temperatiiroje.
Chromatografin¢ kolon¢l¢ pakraunama sorbento ir baltymo miSiniu. Praplovimo metu baltymo
tekéjimo greitis 3 mL/min. Kolonéléje vykdoma sorbuoto baltymo renatiiracija maZinant GuHCl
koncentracijg nuo 6 M iki 0 M per 200 mL (tekéjimo greitis 1 mL/min). Norint, kad GuHCI visiSkai
atsiplauty, yra leidZiami 65 mL buferinio tirpalo 1 (tek¢jimo greitis 3 mL/min). Kad iSeity prie
nikelio silpniau besijungiantys baltymai, 3 mL/min greiiu yra leidZiamas 2 buferinis tirpalas.
Galiausiai tikslinis baltymas desorbuojamas 130 mL 3 buferiniu tirpalu (tekéjimo greitis 3 mL/min).
IS kolonglés iSplauti baltymai renkami j frakcijas.

Po chromatografijos baltymo tirpalas dializuojamas 4 °C temperatiiroje 3 kartus pakeiciant
buferinj tirpalg 5, po to steriliai filtruojamas panaudojant 150 mL arba 250 mL, 73 mm diametro,
0,22 um pory dydzio filtravimo indus ,,Millipore Stericup®. Filtrato optinis tankis iSmatuojamas
spektrofotometru (A = 280), koncentracija (mg/mL) skaifiuojama pagal formule, kuri remiasi
Sviesos sugert] aprasanciu Beer-Lambert désniu bei Zinant baltymo molekuling mase ir ekstinkcijos
koeficientg:

_AM
Cbaltymo T el (1)

kur A - baltymo optinis tankis, M — baltymo molekuliné mas¢ (g/mol), € — baltymo

ekstinkcijos koeficientas (20525 mol'x cm'l), 1 — optinio kelio ilgis (1 cm).

2.2.6. Histidino uodegélés nukirpimas ir jony mainy chromatografija

Zinant, jog 1 mL baltymo kirpimui reikia 5 vienety trombino, apskai¢iuojamas reikalingas
trombino tiiris. Reikiamas trombino tiiris jpilamas j afininés chromatografijos metodu iSgryninta
baltyma ir paliekamas per naktj 4 °C temperatiiroje.

Trombino paSalinimui naudojamas jony mainy chromatografijos metodas, kurio metu,
baltymas yra supilamas j CM-sefarozés sorbenta nupusiausvirinta buferiniu tirpalu 5 ir ant
magnetinés maiSyklés maiSomas 30 min 80 aps./min greiciu, 4 °C temperatiroje. Chromatografiné
kolon¢lé pakraunama sorbento ir baltymo tirpalu. Per pakrautg kolonélg¢ yra paleidZziamas 100 mL

(tekejimo greitis 3 mL/min) buferinis tirpalas 5, véliau baltymas atskiriamas nuo sorbento sudarant
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200 mL buferinio tirpalo 6 gradientg. IS kolonélés iSplauti baltymai renkami j frakcijas. Po trombino

atskyrimo gautas baltymas yra nudializuojamas 3 kartus, pakeiciant buferinj tirpalg 7.

2.2.7. Koncentravimas

Rekombinantiniai priono baltymai po dializés nufiltruojami ir sukoncentruojami
centrifugavimo metu, naudojant koncentravimo mégintuvélius, turin¢ius membrang, praleidZiancia
ne didesnius kaip 10000 Da junginius. Centrifuguojama kelis kartus po 10 min., 4000 aps./min, 4 °C
temperatiiroje, pastoviai papildant virSutinio mégintuvélio rezervuarg baltymo tirpalu. Po kiekvieno
baltymo centrifugavimo etapo yra patikrinama, kiek baltymas susikoncentravo, ir nusprendziama,
kiek dar reikés laiko centrifuguoti. Iki 3 + 0,5 mg/mL sukoncentruotas baltymas iSpilstomas j
ependorfinius mégintuvelius po 0,5 mg ir laitkomas Saldiklyje, kuriame temperatiira palaikoma apie -

20 °C.

2.2.8. Agregacija 37 °C temperatiiroje

Norint patikrinti spontaning baltymo agregacija, esant 2 M ir 4 M GuHCI koncentracijai,
paruoSiami tirpalai, | kuriy sudétj jeina 0,5 mg/mL BvPrP121-231 baltymo, 50 mM PB pH 6, 2 M
GuHCI pH 6 arba 4 M GuHCI pH 6. 2 M GuHCI ir baltymo tirpalas yra 8 val. paliekamas 37 C
temperatiiroje juos vartant 8 aps./min. 4 M GuHCI ir baltymo tirpalas tomis paciomis sglygomis yra
laikomas 5 dienas. Rekombinantinio prioninio BvPrP121-231 baltymo fibriliy formavimasis buvo
stebimas, | baltymy tirpalus pridéjus tioflavino T (ThT), specifiskai prie fibriliy besijungiancio daZo,
ir matuojant jo fluorescencija, kai suZadinimas vyksta prie 450 nm, o emisija — nuo 480 nm iki 520
nm bangos ilgio. Spontaniné agregacija buvo jvertinama stebint fluorescencijos pokycius, kuomet
ThT prisijungus prie fibriliy fluorescencija Zymiai padidéja. Fluorescencijos poky¢iai buvo stebimi,
naudojant fluorimetrg (fluorescencinj spektrofotometra) ,,Variant* Fluorescence Spectrophotometer

Cary Eclipse ir gautus duomenis analizuojant ir gluodinant.

2.2.9. Fibriliy stabilumo tyrimas
Suagregaves 2 M guanidino chlorido baltymo tirpalas (gautas naudojant 2.2.7. skyriaus
metodika) yra nucentrifuguojamas 20 min, 14000 aps./min. supernatantas nusiurbiamas, o
nusédusios fibrilés resuspenduojamos 1 mL 0,5 M guanidino tiocianato tirpale. Suagregaves 4 M
guanidino chlorido baltymo tirpalas (gautas naudojant 2.2.7. skyriaus metodikg) uzpilamas 1 mL

distiliuotu vandeniu ir centrifuguojamas 20 min. 14000 aps./min. Centrifugavimas kartojamas po 3
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kartus. Paruosti fibriliy tirpalai yra veikiami ultragarsu 10 min. (30 s/30 s ultragarsinimo/poilsio
ciklai ir amplitudé¢ 20 %), naudojant ultragarso homogenizatoriy su MS72 antgaliu). Visg laika
meéginiai buvo laikomi lede. Norint patikrinti paruoSty fibriliy stabiluma, skirtingose denattiranto
GuSCN koncentracijose paruoSiami tirpalai (2 lentel¢), kurie laikomi per nakt] kambario

temperatiiroje.

2 lentelé. Fibriliy stabilumui patikrinti ruo$iami méginiai:

Gaunama GuSCN
Konc., M Fibrilés, uL 6M GuSCN, uL. H,O, uL
0,5 83,3 116,7
0,75 27 173
1 37,5 162,5
1,25 48 152
1,5 58,3 141,7
1,75 68,8 131,2
2 79,2 120,8
2,25 89,6 1104
2,5 50 100 100
2,75 1104 89,6
3 120,8 79,2
3,25 131,3 68,7
3,5 142 58
3,75 152 48
4 162,5 37,5
4,25 172,9 27,1
4,5 183,3 16,7

Kitg dieng kvarcin¢je mikrokiuvetéje sumaiSoma 40 uL 50 uM ThT tirpalo su 10 puL paruosty
fibriliy miSinio ir naudojantis fluorimetru matuojama méginiy fluorescencija, kai suzadinimas
vyksta prie 450 nm, o emisija — nuo 480 nm iki 520 nm. Po kiekvieno matavimo mikrokiuveté yra

iSplaunama dejonizuotu vandeniu, 70 % etanolio tirpalu ir iSdZiovinama.
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2.2.10. Agregacija 60 °C temperatiiroje

Pastebe¢jus, kad baltymas agreguoja 37 °C temperatiiroje, nuspresta patikrinti, kaip peléno
prionininis baltymas sudaro fibriles 60 °C temperatiroje. Siam eksperimentui atlikti buvo naudojami
76 skirtinguose sglygose esantys baltymo tirpalai. Pirmiausia, ] 1¢kStel¢je esancius Sulinélius yra
sudedami stiklo rutuliukai, kurie skirti baltymo maiSymui. Sud¢jus Siuos rutuliukus, kiekviename
Sulinélyje yra ruoSiami skirtingi baltymo tirpalai, | kuriuos dedamas atitinkamas kiekis 50 mM pH 6
PB (3 lentel¢), 6 M GuHCI (4 lentel¢), 31 uL 3,23 mg/mL BvPrP121-231 baltymo bei 1 uL 10uM
dazo ThT.

3 lentelé. Eksperimentui reikalingi 50 mM PB kiekiai:

PBpH  Sulinélis 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH2 A 168 150,6 133,2 1159 98,5 81,1 68,8 46,7 29,1
pH3 B 168 151,1 134,3 1174 100,6 83.8 66,9 50,1 33,3
pH4 C 168 151,1 134,3 1174 100,6 83.8 66,9 50,1 33,3
pHS D 168 150,9 1339 116,9 99,9 82,9 65,95 48,9 31,9
pH6 E 168 150,9 1339 116,9 99,9 82,9 65,95 48,9 31,9
pH7 F 168 151,3 134,6 118,0 101,3 84,6 68,0 51,3 34,6
pH 8 G 168 150,6 133,2 1159 98,5 81,1 68,8 46,47 29,1
pHO H 168 149,2 130,4 111,6 92,8 74,0 55,2 36,4 17,6

4 lentelé. Eksperimentui reikalingi 6 M GuHClI kiekiai:

GuHCI gaunama

oM 0,5M 1M 1,5M 2M 25M 3M 35M 4 M

konc.
GuHCl
Sulinélis 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH

pH2 A - 17,4 34,8 52,1 69,5 86,9 104,2 121,3 138,9
pH3 B - 16,9 33,7 50,6 67,4 84,2 101,1 1179 134,7
pH4 C - 16,9 33,7 50,6 67,4 84,2 101,1 1179 134,7
pHS D - 17,1 34,1 51,1 68,3 85,1 102,1 119,1 136,1
pH6 E - 17,1 34,1 51,1 68,3 85,1 102,1 119,1 136,1
pH7 F - 16,7 334 50,0 66,7 83,4 100,0 116,7 1334
pH 8 G - 17,4 34,8 52,1 69,5 86,9 104,2 121,6 138,9
pH9 H - 18,9 37,6 56,4 75,2 94,0 112,8 131,6 150,4

ParuoSus méginius, plokStel¢ yra uZdengiama specialia sandaria plévele ir dedama |

»dynergy™ H4 with Hybrid Technology* fluorescencinj spektrofotometrg, kur suzadinimas vyksta
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prie 450 nm, o emisija — nuo 480 nm iki 520 nm bangos ilgio. Eksperimentas vykdomas 20 val.,

purtant Iékstele ir esant 60 °C temperatiirai.

2.2.11. Duomeny analizé
Fluorimetru gautos agregacijos kreivés yra eksportuojamos j Microsoft Exel programa, kur yra
normalizuojamos, kiekvieng gautg reikSme padalinant i§ eksperimento metu gautos didziausios
skaitinés reikSmés. Normalizuoti duomenys yra analizuojami ,,OriginPro 8.1 programa. Kreives

gluodinamos, naudojant eksponente funkcijg ,,Hill1*.

Sigmoidinés ,,Hill1* kreives lygtis:

xn

y =START + (END — START)

kKt +x™ (2)

kur START — minimali fluorescencija, END — maksimali fluorescencija, k — laikas, kaip

jvyksta pusé agregacijos.
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3. REZULTATAIIR JU APTARIMAS

3.1. Rekombinantinio BvPrP121-231 raiska

Atlikta gauto konstrukto transformacija j kompetentines lasteles (E. coli BL21 Star (DE3)) bei
transformanty auginimas termostate keturiose kolbose po 400 mL (5 lentel¢). Transformantai auginti
LB peptonas (Luria Broth) mitybin¢je terpéje bei auto-induktyvioje (ZYM-5052) mitybingje terpéje.
IS viso atlikti trys transformanty auginimai keturiose 400 mL kolbose ir i§ viso gauta 22,02 + 0,01 g

biomasés.

5 lentelé. Lasteliy augimo duomenys.

Auginimai Terpé Méginiy paémimas Auginimo laikas, min ~ O.V. (A=600nm)
X 0 0,076
X 60 0,537
1 90 0,945
A Luria Broth Indukcija, pridedant 1 mM IPTG
2 170 1,398
3 350 1,518
4 440 1,703

Gauta 3,52 g biomasés

1 420 1,112
Auto-indukcija
B ZYM-5052
2 1440 2,138
Gauta 10,16 g biomaseés
1 150 0,686
C Auto-indukcija
ZYM-5052
2 1440 2,169

Gauta 8,34 g biomasés

Naudojant Luria Broth terpe bakterijos iki indukcijos augintos 4 val. 37 °C temperatiiroje,
esant 220 aps./min., o pasiekus optinj tankj 0,945 O.V. (A = 600nm), pridéta IPTG induktoriaus ir
bakterijos augintos dar 4 val. Naudojant auto-induktyvig terpe, kompetentinés Igstelés auginamos
tomis paciomis salygomis, tacCiau induktorius nededamas ir bakterijos po uzs€jimo nuo lékstelés
auginamos 24 val. ir 20 val. . Abiem atvejais baltymy raiSka kompetentinése lastelése buvo

ivertinama NDS-PAAG metodu (5 pav.).
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M — markeris (BPE36036-1) M—markeris (EZ-RUNREC. M—markeris (EZ-RUNREC.
1 - méginys prie$ indukcija; PROT.L); PROT.L.);

2 - méginys pragus 2 val. po indukcijos; 1 - méginys pries indukcija; 1 - méginys pries indukcija;

3 - méginys pragjus 4 val. po indukcijos; 2 - méginvs po indukcijos. 2 - méginvs po indukcijos.

4 - méginys pragjus 3.5 val. po indukcijos.

S pav. Prioninio peléno (BvPrP121-231) baltymo raiskos jvertinamas.

Remiantis elektroforeogramomis, kuriuose tikslinis baltymas (M = 15296 Da) yra ties 15 kDa
baltymy dydZio standarto juostele, galima teigti, kad E. coli BL21 Star (DE3) kamiene vyksta gera

rekombinantinio BvPrP121-231 raiska ir galima atlikti tolimesnes baltymo gryninimo stadijas.

3.2. Rekombinantinio BvPrP121-231 gryninimas

Rekombinantinio BvPrP121-231, auginto E. coli lastelése, bet skirtingose terpése, gautos
biomasés yra gryninamos tuo paciu renatiiracijos ir gryninimo giminingumo chromatografijos
metodu. Baltymo tirpalas buvo suriSamas, panaudojant Ni** jonais pakrauta Ni Sepharose™ 6
sorbentg. Baltymas desorbuotas, naudojant 700 mM imidazolo koncentracijos buferinj tirpala.
Desorbcijos procesas fiksuojamas chromatogramose, stebint absorbcijg 280 nm bangoje. Taip pat,
stebimi drusky koncentracijos poky¢iai, kuriuos parodo laidumo kreivé. Chromatogramoje matyti,
kad gryninimo metu baltymas iSeina viena smaile ir surenkamos frakcijos, kuriuose daugiausiai

baltymo. Buvo atlikti trys gryninimai IMAC metodu ir 6 paveiksle pavaizduota viena i§ gauty

chromatogramy.
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6 pav. Chromatograma gauta grynininat, peléno prioninj baltymg giminingumo chromatografijos

metodu.

IS surinkty frakcijy buvo imidazolas paSalinamas, dializuojant tirpalg 5 buferiniame tirpale. Po
dializés baltymo tirpalas buvo filtruojamas panaudojant filtravimo indus ,,Millipore Stericup® ir

jvertinami afininés chromatografijos metu gauti rezultatai, kurie pateikti 3 lentel¢je.

3 lentelé. Tikslinio baltymo renatiiracijos ir gryninimo giminingumo chromatografijos metu gauto rezultatai.

Koncentracija,
Naudota terpé Gauta biomasé, g Frakcijy taris, mL Gauta baltymo, mg
mg/mL
LB Luria Broth 3,52 £ 0,01 32,00 = 1,00 1,10 = 0,03 35,22 + 0,96
ZYM-5052 10,22 + 0,10 50,00 = 1,00 1,97 + 0,03 98,50 + 1,51
ZYM-5052 8,35 + 0,01 60,00 + 1,00 1,38 + 0,03 80,82 + 1,80

Baltymo His uodegélés kirpimui naudotas trombinas. Zinant, kad 1 mg baltymo kirpimui

reikia 5 vienety trombino, apskaiCiuotas reikalingas trombino kiekis (4 lentel¢).
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4 lentelé. Reikalingas trombino kiekis baltymo His uodegéléms nukirpti.

Turimas baltymo kiekis, mg Karpomas baltymo kiekis, mg Reikalingas trombinas, vnt.
98.50 + 1.51 98,50 £ 1,51 493
40,41 £ 0,18 202
80,82 + 1,80 40,41 + 0,18 202

Norint nustatyti ar nusikirpo His uodegélé, masiy spektrometrijos metodu patikrinta baltymo

molekuliné masé. Nustatyta, jog baltymo molekuliné mas¢ — 13228,1 + 1 Da. Nuo teorinés

rekombinantinio BvPrP121-231 masés (13229,6 Da) skiriasi per 1,5 +

disulfidinio tiltelio susidaryma.

1 Da. Sis skirtumas parodo

Norint i§ baltymo tirpalo paSalinti trombing, His uodegéles ir kitas priemaiSas buvo atliekama

jony mainy chromatografija. Rekombinantiniam baltymui su trombino proteazés priemaiSomis

suriSti buvo naudojamas CM-sefarozés sorbentas, baltymo desorbcijai naudotas NaCl gradientas.

Baltymas buvo gryninamas tris kartus, taciau, kaip matoma 1§ chromatogramos (7 pav.), jony mainy

chromatografijos procesas buvo nesékmingas, nes gauta maZai baltymo.

Buferinio tirpalo, kuriame yra
natrio chlorido gradientas;
Renkamos tirpalo frakcijos;
Sugertis (4 = 280 nm);

Laidumas.

500 1,5 M Natrio chloridas
400
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g 300
Z;n
= 200]
N
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0

0 50 100 150 200 250 300
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7 pav. Chromatograma gauta gryninant peléno rekombinantinj baltymg jony mainy
chromatografijos metodu.
Gauti rezultatai po jony mainy chromatografijos patvirtino, kad Sis gryninimo etapas buvo

nesékmingas ir nuostolingas, gauta labai maza baltymo iSeiga (5 lentelé¢).

5 lentelé. Po jony mainy chromatografijos gauti rezultatai

o Baltymo kiekis po jony mainy )
Baltymo kiekis po IMAC, mg ISeiga, %
chromatografijos, mg

98,50 + 1,51 5,82 +£0,21 6
40,41 + 0,18 2,60 £ 0,19 6
40,41 + 0,18 2,33+0,19 6

Matoma, kad buvo prarasti dideli baltymo kiekiai, tai gal¢jo nutikti, d¢l netinkamai paruosty
buferiy, sumazéjusio sorbento efektyvumo arba tiesiog baltymas suagregavo kolonoje, kol buvo
laikomas kambario temperatiroje.

Kadangi, jony mainy chromatografijos gryninimo etapas kelis kartus buvo nesékmingas,
nuspresta  baltymo agregacijos eksperimentus atlikti su baltymu iSgrynintu tik afininés

chromatografijos metu. Po giminingumo chromatografijos gautas baltymo (35,22 + 0,96 mg/mL) yra

+

dializuojamas buferyje 7, tuomet nufiltruojamas, sukoncentruojamas iki 3,23 + 0,06 mg/mL ir

supilstomas i 1,5 mL talpos ,,Eppendorf* mégintuvélius.

3.3. Agregacija 37 °C temperatiiroje
Siame darbo etape buvo stebima, kaip 37 °C temperatiiroje agreguoja rekombinantinis peléno

prioninis baltymas esantis 2 M ir 4 M guanidino chlorido tirpaluose (8 pav.).
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8 pav. Prioninio baltymo agregacija 2 M GuHClI tirpale.

IS 8 paveiksle pateikto grafiko, galima teigti, jog baltymas esantis 2 M GuHCI tirpale
pradeda agreguoti po 4 val., taciau pilnai fibrilés susiformuoja pra¢jus 6 val. Pasteb&jus, kad 2 M
guanidino chlrorido fibrilés susiformuoja per 6 val., nuspresta patikrinti, kaip baltymas agreguoja 4
M guanidino chlorido tirpale ir pastebéta, kad Sis baltymas agreguoja labai létai, todel nepavyko
padaryti tokiy pat matavimy, kaip su 2 M GuHCI baltymo tirpalu. ISsiaiSkinta, kad prioninis

baltymas, esantis 4 M GuHCI tirpale fibriles suformuoja per 5 dienas.

3.4. Fibriliy stabilumas

Gauty fibriliy (pagaminty pagal 2.2.9. metodikg) stabilumas buvo patikrinamas

fluorescenciniu spektrofotometru, kuomet baltymo tirpalas jungési su fluorescuojanciu ThT dazu (9

pav.).
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9 pav. Juoda spalva — 2 M guanidino chloride esancios fibrilés, veikiamos skirtingy guanidino
tiocianato koncentracijy; raudona spalva — 4 M guanidino chloride, esancios fibrilés, veikiamos

skirtingy guanidino tiocianato koncentracijy.

Gauti rezultatai parode, jog 2 M ir 4 M GuHCI tirpale, esancios fibrilés pradeda tirpti esant 2
M GuSCN, taip pat matoma, kad 4 M guanidino chloride esancios fibrilés yra stabilesnés nei 2 M

guanidino chlroride esancios.

3.5. Agregacija 60° C temperatiiroje
Pasteb¢jus, kad peléno prionino baltymo fibrilés susidaro 37 °C temperatiroje, nuspresta
patikrinti, kaip Sis baltymas agreguoja 60 °C temperatiiroje, kintant pH ir GuHCI koncentracijai (10
pav.; 11 pav.; 12 pav.). Kadangi Siam eksperimentui atlikti reikia beveik 17 mL baltymo, todél dé¢l
ekonominiy aspekty, nuspresta §j eksperimentg atlikti tik vieng kartg. Eksperimento metu gautos 72
kreives, kurios parodo, kaip baltymas agreguoja, esant skirtingoms sglygoms, kai denatiiranto

koncentracija kinta nuo 0 M iki 5 M, o pH kinta 2-9 pH ribose.
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10 pav. Melyna spalva — 2 M guanidino chloride ir skirtinguose tirpaly pH, esancios fibrilés,

raudona spalva — 4 M guanidino chloride ir skirtinguose tirpaly pH, esancios fibrilés.

Gauti rezultatai 60 °C temperatiiroje sutampa su 37 °C temperatiiroje gautais duomenimis, nes
abiem atvejais baltymas greiciau agreguoja 2 M GuHCI tirpale , negu 4 M GuHCI tirpale. Taip pat,

galima teigti, jog esant Sioms denatliranto koncentracijoms ir didinant pH — greit¢ja baltymo

agregacija.
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11 pav. Baltymo agregacijos priklausomybé nuo GuHCI koncentracijos, esant skirtingoms pH

reikSméms. Juoda spalva — pH 2, raudona spalva — pH 3, mélyna spalva — pH 4, roziné spalva — pH
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5, Zalia spalva — pH 6, tamsiai mélyna spalva — pH 7, violetiné spalva — pH 8, tamsiai violetiné

spalva—pH .

Ivertinus gautus rezultatus, galima teigti, kad kai GuHCI koncentracija yra 0 M baltymas
agreguoja léciau, nei esant maZoms jo koncentracijoms. Taip pat pastebéta, kad prioninio baltymo
agregacija greit¢ja, didinant denatiiranto koncentracijg iki 2 M, bet pasiekus §ig koncentracija
fibriliy susidarymo procesas pradeda lététi. Galima daryti iSvada, kad prioninis baltymas

sparCiausiai agreguoja esant 2 M GuHCI koncentracijai, nepriklausomai nuo tirpalo pH.
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12 pav. Baltymo agregacijos priklausomybé nuo pH reikSmés, esant skirtingoms GuHCI
koncentracijoms. Juoda spalva — 0,5 M, raudona spalva — 1 M, mélyna spalva — 1,5 M, roziné spalva
— 2 M, zalia spalva — 2,5 M, tamsiai mélyna spalva— 3 M, violetiné¢ spalva — 3,5 M, ruda spalva — 4

M.

Sios kreivés parodo, kad didinant pH iki 6 , baltymo agregacija greitéja ir daugeliu atveju
pasiekus $ig pH reikSme fibriliy susidarymo procesas pradeda 1ététi. Bet kaip matoma is grafiky, kai
kuriais atvejais baltymas greiiausiai agreguoja esant pH 8. Pastebéta, kad nesant denatiirantui,
baltymas sparciausiai agreguoja, kai pH reikSmeé yra 9, ir mazéjant Siai reikSmei procesas létéja.

Atlikus 8] eksperimenta, galima daryti iSvada, kad prioninis baltymas tikrai agreguoja
daugelyje stebéty salygy, taCiau norint turéti tikslesnius duomenis reikty atlikti dar bent 2

eksperimento pakartojimus.
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ISVADOS

. Atlikta plazmidés, koduojancios peléno prioninio baltymo geng, transformacija | E.
coli bakterijas. Kompetentinés lgstelés buvo auginamos skirtingose terpése ir
iSsiaiSkinta, jog daugiau biomasés yra gaunama naudojant auto-induktyvig ZYM-5052
mitybing terpe.

. Rekombinantinis peléno prioninis baltymas (BvPrP121-231) buvo renatiiruotas ir
iSgrynintas giminingumo chromatografijos metodu. 1§ viso gauta 214,54 + 0,21 mg
BvPrP121-231 (su histidinine uodega).

. Histidininé uodega buvo atskirta nuo BvPrP121-231, tafiau jony mainy
chromatografijos metodu baltymas buvo nesékmingai iSgrynintas, nes gauta baltymo
iSeiga yra 6 %. Po Sio gryninimo etapo gauta 10,75 + 0,06 mg baltymo.

. Atlikti BvPrP121-231 (su histidinine uodega) agregacijos tyrimai parode, kad Sis
baltymas gali sudaryti fibriles esant jvairioms denattiranto GuHCI koncentracijoms. 2
M ir 4 M GuHCI tirpaluose susidariusiy fibriliy stabilumas patikrintas j jas pridedant
denaturanto GuSCN ir iSsiaiSkinta, kad 4 M GuHCI tirpale esancios fibrilés yra
stabilesnés nei 2 M GuHCl tirpale.

Dovilé Janusaité
(Parasas (Vardas ir pavarde)
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