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SANTRUMPU SARASAS

AA — akrilamidas;

APS — amonio persulfatas;

aps./min — apsisukimai per minute;

Arg — argininas;

Asp — asparto riigstis;

BAA — bisakrilamidas;

BMR - branduoliy magnetinis rezonansas;
CM - karboksimetil;

Gly — glicinas;

Glu — glutamo rugstis;

GPI — glikozilfosfatidilinozitolis;

GuHCI — guanidino hidrochloridas;

His — histidinas;

IDA — iminodiacetatas;

IK — intarpiniai kiineliai;

IMAC - giminingumo (afininé) chromatografija naudojant imobilizuotus metalo jonus (angl.
Immobilized-Metal Affinity Chromatography);
IPTG - izopropil-f-D-tiogalaktopiranozidas;
lacUV5 — lac tipo promotorius;

Lys — lizinas;

mAU — mili-absorbcijos vienetai;

0O.V. — optiniai vienetai;

Pro — prolinas;

PrP — priono baltymas (angl. Prion Protein);
NDS — natrio dodecilsulfatas;

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforeze;
Ser — serinas;

SHaPrP23-232 — ziurkéno priono baltymas;
S.0.C. — optimali mitybiné terpé (angl. Super Optimal broth with Catabolite repression);
TCA — trichloracto riigstis;

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

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



IVADAS

1982m. Stanley B. Prusiner iskélé hipoteze, kad uzkreCiamus Zmogaus ir gyviiny
galvos smegeny ir centrinés nervy sistemos susirgimus sukelia baltyminés kilmés infekcinés
dalelés ir pavadino jas prionais. 1997m. jam paskirta Nobelio premija uz priony atradimag
(Prusiner, 1998; Soto, 2010). Priono baltymai egzistuoja dviejy skirtingy formy: normali
lgsteliné izoforma ir infekciné izoforma. Normalig priono baltymo forma koduoja pradinis genas,
del kurio mutacijy atsiranda jvairius sutrikimus sukeliantys infekciniai prionai. Tokie baltymy
agregatai, pateke¢ ] organizmg pakei¢ia jame esanciy natyviy priono baltymy struktiira,
paversdami juos lygiai tokiais paciais prionais. Skirtingy struktiiry priony agregatai, dar
vadinami priony ,.kamienais”, sukelia jvairias prionines ligas, vadinamas kempinligémis (angl.
transmissible spongiform encephalopathy). Pateke j organizmg ir nukeliave iki galvos smegeny,
prionai gali mety metais kauptis, kol galiausiai, susidarius dideliam jy kiekiui, sukelia mirtj
(Aguzzi et al., 2009).

Norint tyrinéti skirtingy priony ,kamieny” susidarymg in vitro biofizikiniais
metodais reikia nemazo priono baltymo kiekio, kurj tikimasi pagaminti Sio darbo metu. Vienas i$
budy — rekombinantiniy baltymy raiska Escherichia coli bakterijose, kurios yra labai placiai
naudojamos rekombinantiniy baltymy gavimui. Taigi, parinkus tinkamus vektorius, raiskos
Seimininkus ir jy auginimo sglygas, gaunama biomasé, kurig suardZius, renatiravus bei
iSgryninus galima greitai ir gana pigiai gauti norimg baltyma.

Sio darbo tikslas yra pagaminti rekombinantinj Ziurkéno PrP23-232. Tad keliami
tokie uzdaviniai:

= Transformuoti PrP23-232 koduojancig plazmide j E. coli BL21 (DE3) ir BL21 Star
(DE3) kompetentines Igsteles.

=  Auginti biomase ir indukuoti tikslinio baltymo raiska.

= Renattruoti baltymga i§ intarpiniy kiineliy ir gryninti afininés chromatografijos metodu.

= Trombino proteazés pagalba nukirpti histidining uodegg ir galutinai iSgryninti baltyma

jony mainy chromatografijos metodu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Priono baltymai (PrP)

Remiantis pagrindine molekulinés biologijos dogma, aminortigs¢iy seka
polipeptidinéje grandinéje lemia informacinés ribonukleortigsties (mRNR) struktiira, o Sios
molekulés struktiira koduoja universali genetiné medziaga. Eukarioty lastelése — tai
deoksiribonukleortigstis (DNR). Baltymy biosintezé¢ vyksta transliacijos proceso metu, kai
mRNR baziy seka paverciama j aminoriig§ciy, sujungty j polipeptidine granding, seka. [prastai
pats baltymas nepasiZymi savybe informacija perduoti naujai susintetinamiems baltymams.
Taciau atradus prionus buvo nustatyta, kad Sios baltyminés dalelés gali iSsaugoti informacijg apie
savo strukttiros konformacinius pokycius ir perduoti jg naujai sintetinamiems baltymams (Lewin,
2002).

Normalus priono baltymas vadinamas PrP — lasteliné forma (angl. cellular) arba
PrP5" — jautrus (angl. sensitive) proteazéms. Priono baltymas, kurio konformacija yra pakitusi
vadinamas PrP* (angl. scrapie) arba PrP®® — atsparus (angl. resistant) proteazéms. PrP® ir PrP®
polipeptidinés grandinés, kurias sudaro identiskas aminortig§¢iy sastatas, skiriasi tik erdvine
struktiira, t.y. konformacijomis. Manoma, kad PrP® izoforma turi didelj a-spiraliy kiekj ir
nezymy p-kloséiy kiekj, o PrP priesingai, p-klos¢iy daugiau nei a-spiraliy (Prusiner, 2001), o
gal ir visai jy néra (Smirnovas, 2011). Panasi j grandining reakcija konversija i§ PrP j patologinj
PrP*, gali atsirasti spontaniskai arba jvykus kontaktui su prioniniu infekciniu baltymu taip pat
dél mutacijos koduojancioje priono baltymo sinteze¢ geno dalyje (Aguzzi et al., 2009; Wickner,
Edskes, Roberts et al., 2004).

Nustatyta, kad Igsteliné priono baltymo izoforma yra sintetinama, sulankstoma ir
glikozilinama endoplazminiame tinkle, o po to transportuojama j lgstelés pavirsiy — plazmine
membrang. Transportavimo metu vyksta baltymo brendimas, kurio metu atjungiama N galo
signaliné¢ polipeptido seka, prie dviejy aminortigsciy likuciy prijungiamos oligosacharido
grandings, atjungiama polipeptido C galo seka ir prie C galinio sutrumpinto peptido prijungiamas
glikozilfosfatidilinozitolis (prie 231 serino), kuris ir laiko priono baltymg lastelés membranos
pavirsiuje (Aguzzi et al., 2009).

Transliacijos produkta — pilng ziurkéno (Mesocricetus auratus) priono baltyma
koduojanti aminoriigs¢iy seka turi 254 aminortgstis, taciau subrendusioje — pilnai
susiformavusioje baltymo formoje, turincioje tik 23-231 transliacijos produkto aminoriigstis,
nerandama 22 N galo signaliniy ir 23 C galo aminoriigi¢iy (1 pav.) (Donne, 1997). Sis priono

baltymas turi vieng disulfidinj tiltelj, jungiantj 179 ir 214 cisteing (2 pav.). Infekciniuose
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prionuose proteazéms atspari dalis — 90-231 aminortigstys. Taigi, pagrindiné koduojanti prioninj

baltymg yra 23-231 aminortig§ciy seka, o jo molekuliné masé — apie 23 kD.

1|MANLSYWLLA LFVAMWTDVG LC|KKRPKPGG WNTGGSRYPG QGSPGGNRYP PQGGGTWGQP 60

61HGGGWGQPHG GGWGQPHGGG WGQPHGGGWG QGGGTHNQWN KPSKPKTNMK HMAGAAAAGA 120

121VVGGLGGYML GSAMSRPMMH FGNDWEDRYY RENMNRYPNQ VYYRPVDQYN NQNNFVHDCV 180

18INITIKQHTVT TTTKGENFTE TDIKIMERVV EQMCTTQYQK ESQAYYDGRR S[SAVLFSSPP| 240
241VILLISFLIF LWG|

1 pav. Pilna Ziurkéno (Mesocricetus auratus) priono baltymg koduojanti aminortig§¢iy seka
(Swiss-Prot Nr. P04273).

2 pav. Rekombinantinio ziurkéno (Mesocricetus auratus) PrP90-231 baltymo BMR antrine
struktiira (PrP izoforma). Trys a-spiralés pazymétos oranzine spalva; A ir B a-spirales jungia
geltona spalva pazymétas disulfidinis tiltelis (tarp 179 ir 214 cisteino); B-klostés — mélyna ir

zalia spalva (RCSB Protein Data Bank, Nr. 1B10).

Tyrimai parodé, kad priono baltymy sintez¢ kontroliuoja lastelés genai ir jy sintezé

vyksta daugelyje Zmoniy ir gyviiny audiniy bei organy (Aguzzi et al., 2009). Vis délto didziausi
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Sio baltymo kiekiai aptinkami smegenyse, centrin¢je nervy sistemoje (Wickner, Edskes, Ross ef
al., 2004).

Priono baltymy funkcija dar néra visiSkai zinoma. Manoma, kad jie veikia kaip
reguliatoriai lgsteliy metabolizme.

Infekciniai prionai sukelia kempinliges, kurios savo morfologinémis ir
patogeninémis-fiziologinémis savybémis panaSios j kitus progresuojancius galvos smegeny
sutrikimus, pvz. Alzheimerio ir Parkinsono ligas. Kita vertus, prioninés ligos yra unikalios tuo,
kad jos yra perduodamos (Aguzzi et al, 2009). Siems susirgimams bidingas labai ilgas
inkubacinis periodas (nuo ménesiy iki mety), ilga ligos trukme, pilkoji smegeny medziaga
jgauna kempinés struktiira, vyksta nepastebimi uzdegiminiai procesai, néra imuninio atsako
(lastelinio ar humoralinio) ir galiausiai iStinka neiSvengiama mirtis. Tai tokia Zmoniy liga kaip
kuru, gyvuliy ligos — kempinligé, aviy scrapie liga (Wickner, Edskes, Ross et al, 2004).
Creutzfeldt-Jakob, Gerstmann-Straussler-Scheinker ir Seimyniné nemiga (angl. Fatal familial
insomnia) yra paveldimos dominantinés zmoniy prioninés ligos, kurias sukelia mutacijos priono
baltyma koduojanc¢iame gene. 85 % Siuo metu Zinomy prioniniy ligy yra sukeliamos spontaninio
virsmo, o like atvejai — infekcinés ir paveldimos formos (Prusiner, 2001).

Infekciniy priony negalima sunaikinti jprastomis sterilizacijos priemonémis, pvz.
dideliais kiekiais jonizuojancios spinduliuotés ar ultravioletiniais spinduliais, kuriems itin

jautrios nukleoriigstis turincios infekcinés dalelés, virusai (Soto, 2010).

1.2. Rekombinantiniy baltymy gamyba

Geny inzinerijos metodais sukurti rekombinantiniai kamienai (bakterijy, mieliy) gali
gaminti jvairius zmogaus ir kity organizmy baltymus. IS biomasés gaunami dideli kiekiai zmogy
dominanc¢iy baltymy, tame tarpe ir farmaciniy, kaip pvz. zmogaus insulinas, Zmogaus augimo
hormonas, hepatito B vakcina, interferonai ir kt. (Palomares et al., 2004).

Siuo metu apie rekombinantiniy baltymy kirima Zinoma daug: yra daugybé
modeliniy organizmy, zinomas jy genomas, molekuliné biologija, fiziologija, biochemija,
sukurta daugybé geny raiskos sistemy, taciau rekombinantiniy baltymy kiirimas vis dar kelia
nemazai problemy (Sevastsyanovich et al., 2010).

Rekombinantiniams baltymams keliami reikalavimai — turi buti gaunamas
pakankamas jy kiekis, o baltymas turi atlikti savo funkcija. Svarbis veiksniai pasirenkant
baltymy raiskos sistemas yra baltymo mase, disulfidiniy tilteliy skai¢ius, norimos potransliacinés
modifikacijos baltyme, vieta, kurioje kaupsis susintetintas baltymas (Brondyk, 2010). Taip pat

bitina atsizvelgti j tai, kad rekombinantiniai baltymai yra linke kauptis bakterijy citoplazmoje
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netirpiy intarpiniy kiineliy pavidalu (Sevastsyanovich et al, 2010). Rekombinantiniy baltymy
gamyba yra svarbi vaisty, bioinsekticidy pramonéje, diagnostikoje, fermentinio aktyvumo
matavimams, biokatalizatoriy sintetinimui ir kt. Tai — pigesnis, greitesnis ir paprastesnis biidas
gauti didelius kiekius norimo baltymo, neiSskiriant i§ gamtinio Seimininko (Palomares et al.,

2004).

1.2.1. Geny raiska E. coli

Escherichia coli yra vienas i§ placiausiai naudojamy Seimininky rekombinantiniy
baltymy gamybai. Tai gramneigiamas, nepatogeninis ir gerai charakterizuotas mikroorganizmas.
Taciau §is producentas neatlieka potransliaciniy modifikacijy, t.y. daugeliu atvejy gaunami
tiksliniai baltymai neturi savo teisingos struktiiros ar reikiamo aktyvumo (Baneyx, 1999). Vis
délto E. coli naudojimas uztikrina paprastg ir spar¢ig rekombinantiniy baltymy raiska dél trumpo
lasteliy dvigubéjimo laiko. Auginimui nereikia brangiy terpiy, todél toks baltymy gavimas
palyginti pigus ir lengvai pagausinamas (Brondyk, 2010).

Efektyvi geny raiSka priklauso nuo transkripcijos efektyvumo, mRNR stabilumo ir
jos transliacijos daznio. Geriausi reguliatoriniai mechanizmai vyksta transkripcijos metu. Geny
raisSka E. coli reguliuoja du pagrindiniai elementai — represorius ir operatorius. Bakterijose veikia
laktozés (lac) operonas, kurj sudaro promotorius, operatorius ir trys struktiiriniai genai: lacZ,
lacY ir lacA, koduojantys atitinkamai [-galaktozidaze, B-galaktozido permeazg ir B-galaktozido
transacetilazg. Represorius, kuris aktyvioje formoje yra tetrameras, nesant induktoriaus, jungiasi
prie lac operatoriaus sekos ir neleidzia RNR polimerazei katalizuoti $iy trijy stuktiiriniy geny
transkripcijos. Tuo metu sintetinamos tik kelios lacZ, lacY ir lacA geny baltymy molekulés,
palaikancios gana Zema fermentinj efektyvumg, kuris yra biitinas /ac operono indukcijai, nes
tada nedidelis laktozés kiekis, patekes i lastele per membranoje esancias permeazes, [3-
galaktozidazés yra paverciamas alolaktoze (Lewin, 2002; Kadziauskas, 2008).

Remiantis /ac operono reguliacijos principu buvo sukurta rekombinantiniy baltymy
indukuojama E. coli raiskos sistema. Moksliniy eksperimenty metu /ac operono induktoriumi yra
daznai naudojamas nemetabolizuojamas, j alolaktoze struktiiriSkai panaSus junginys — izopropil-

B,D-tiogalaktopiranozidas (IPTG) (Kadziauskas, 2008).

1.2.2. Intarpiniai kaineliai

Esant didelei rekombinantiniy baltymy raiSkai, sukuriama nepalanki taisyklingam
baltymy susivyniojimui aplinka ir dalinai susivynioj¢ baltymai E. coli citoplazmoje ima jungtis j
amorfines baltymy granules, vadinamas intarpiniais kiineliais. Didele jtakg intarpiniy kiineliy

formavimuisi turi baltymo prigimtis ir raiSkos sistema. Kita vertus, esant dideliam baltymo
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raiSkos greiciui, intarpiniy kiineliy susidarymui beveik nebeturi jtakos baltymo savybés ar
raiSkos sistema, netgi endogeniniai baltymai gali sudaryti intarpinius kiinelius (Hanning et al.,
1998). Atsirandancios baltymo molekulés nespéja susivynioti j natyvig struktiirg ir citoplazmoje
susidarius didelei dalinai susivyniojusio baltymo koncentracijai, jis agreguoja. Rekombinantiniy
baltymy kiekis intarpiniy kiineliy pavidalu kai kuriais atvejais gali sudaryti 50% ir daugiau visy
lastelés baltymy.

Normaliai E. coli citoplazmoje dél redukuoto glutationo pertekliaus disulfidiniai
tilteliai bakterijy citoplazmoje nesusidaro, nors kai kuriais atvejais tai yra jmanoma. Tuo tarpu
palanki aplinka disulfidiniy tilteliy susidarymui yra bakterijy periplazmoje, taciau ten taip pat
gali biiti ekspresuojamas baltymas intarpiniy kiineliy pavidalu. Taip yra todel, kad bakterijy
periplazmos fermentas disulfidiniy tilteliy oksidoreduktazeé (DsbA) katalizuoja disulfidiniy
tilteliy susidarymg, o disulfidiniy tilteliy izomerazé¢ (DsbC) — juy persitvarkymg. Kita vertus,
bakterijy baltymai turi nedaug disulfidiniy tilteliy, o rekombinantiniams eukariotiniams
baltymams su dideliu disulfidiniy tilteliy skai¢iumi E. coli periplazmos fermentai yra ne tokie
efektyviis. Be to, esant didelei rekombinantinio baltymo raiskai, fermenty kiekis gali biti
nepakankamas (Lilie et al., 1998).

Yra keletas skirtingy strategijy leidzian¢iy iSvengti netaisyklingo baltymy
susivyniojimo ir jy agregacijos. Viena i§ jy paremta Saperony — citoplazmoje esanciy specialiy
lastelés baltymy, aktyviai dalyvaujanciy baltymy susivyniojimo procese, panaudojimu. Kita —
tinkamy baltymy gamybos salygy parinkimu. Paprastai tai — baltymy gamybos lygio
sumazinimas auginant zemesnéje temperatiiroje arba pridedant maZziau induktoriaus (Hanning et
al., 1998).

Vis délto rekombinantiniy baltymy gamyba intarpiniy kiineliy pavidalu turi keleta
privalumy, nes i$ intarpiniy kiineliy galima atgauti natyvios struktiiros, biologiskai aktyvy
baltyma, kurj lengva atskirti nuo tirpiy lgstelés baltymy, o tai leidzia palengvinti gryninimag
(Jonasson et al., 2002). Be to, baltymo molekulés intarpiniuose kiineliuose yra kompaktiskai
supakuotos ir tai apsaugo baltymg nuo proteaziy poveikio, o taip pat leidzia gauti
rekombinantinius baltymus, kurie yra toksiski Seimininko Igsteléms. Norint gauti biologiskai
aktyvy baltymg iS intarpiniy kiineliy, reikalingi efektyviis renatiiracijos metodai, o tai kartais gali

buti per brangu didelés apimties gamyboje (Hanning et al., 1998).

1.2.3. Baltymy renatiiracija iS intarpiniy kiineliy

Baltymai yra kaupiami intarpiniy kiineliy pavidalu lastelés citoplazmoje, todél
lasteles reikia suardyti — biomasé¢ iSmaiSoma buferiniame tirpale, turiniame denatiiranto ir

homogenizuojama. Labai svarbu pilnai suardyti lasteles, nes nesuardytos lgstelés ar didelés jy
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nuolauzos nuséda kartu su intarpiniais kiineliais ir uzterSia juos (Lilie et al, 1998). Ardant
lasteles iSsiskiria daug Silumos ir proceso metu baltymai gali sulipti (agreguotis), todél siekiant
to iSvengti, homogenizavimo procediiros atlickamos kaip galima greiCiau ir esant 0-4 °C
temperatiirai (Bagdoniené¢ et al., 2001). Intarpiniy kiineliy tirpinimui naudojami palyginti didelés
koncentracijos denatiranty tirpalai, 5-8 M GuHCI arba 6-8 M uréja, kurie ardo antring baltymo
strukttra (Fischer et al., 1993). Esant nedideléms denatiiranty koncentracijoms, padidéja dalinai
susisukusiy baltymo formy ar agregaty tirpumas.

Cisteino aminortig§¢iy turintys baltymai intarpiniuose kiineliuose dazniausiai sudaro
tarpmolekulinius disulfidinius tiltelius, kurie apsunkina intarpiniy kiineliy tirpinima. Siekiant
suardyti netaisyklingus tarpmolekulinius ir vidumolekulinius disulfidinius tiltelius dazniausiai
naudojami mazos molekulinés masés tioliniai reagentai, tokie kaip glutationo, cisteino ar
cistamino redukuotos ir oksiduotos formy miSinys (Lilie et al, 1998). DaZnai tam naudojamo
glutationo redukuotos formos optimali koncentracija yra apie 10 mM, o redukuotos bei
oksiduotos formy molinis santykis apie 10:1 (Fischer et al, 1993). Renatiiracija dazniausiai
atlickama silpnai Sarmingje terpéje (pH 8-9) tam, kad buty inicijuojamas tiolato anijono
formavimasis (Middelberg, 2002).

Chromatografinius baltymy renatiiracijos metodus galima suskirstyti j tris grupes: a)
molekuliy i$skyrimo chromatografija (gelfiltracija); b) adsorbciné renatiiracija; c) renatiiracija
panaudojant imobilizuotus taisyklingo baltymy susisukimo katalizatorius (Saperonus, foldazes)

(Lietal., 2004).

1.2.4. Afininé chromatografija naudojant imobilizuotus metalo jonus (IMAC)

Giminingumo (afininé) chromatografija — tai skys€iy chromatografijos metodas,
pagristas biospecifine, griztamaja saveika tarp biologiskai aktyviy arba erdviskai unikaliy
molekuliy su kitomis komplementariomis molekulémis (Sasnauskiené, 2008). Rekombinantiniai
baltymai, turintys histidining uodegg, gali biiti renatiiruojami ant afininés kolonos. Kadangi su
giminingu ligandu sgveikauja nedidelé¢ baltymo molekulés sritis, todél $i sgveika dazniausiai
netrukdo baltymo renatiiracijai (Middelberg, 2002). His funkcinés grupés jungiasi koordinaciniu
rySiu su metaly jonais deprotonizuotame biivyje ir taip sudaro patvary kompleksg su ligandais
netgi esant didelei ur¢jos arba GuHCl koncentracijai.

Didele jtaka metalo sgveikos su baltymu stiprumui bei specifiSkumui turi chelatorius.
Svarbu, jog metalo chelatinis kompleksas turéty laisvy orbitaliy koordinacinio rysio su baltymy
funkcinémis grupémis sudarymui ir biity pakankamai patvarus, kad kiek galima maziau metaly
jony patekty j eliuenta. Ni(Il), o taip pat ir Cu(Il), Zn(II), Co(II), kuriy koordinacinis skai¢ius 4-

6, labiausiai tinkami yra tridentatiniai ir tetradentatiniai chelatiniai sorbentai, kurie stipriausiai
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saveikauja su histidino ir cisteino aminoriigitimis. Sio darbo metu naudojamas iminodiacetatas
(IDA) yra labai daznai sutinkamas afininé¢je chromatografijoje tridentatinis chelatorius (3 pav.)

(Block et al., 2009).

Baltymas

Ni-IDA

3 pav. Ni(Il) ir chelatinio komplekso su His uodegéle sagveika (Block ir kiti, 2009).

Denattiruotas baltymas, turintis His seka, adsorbuojamas ant metalo chelatinio
sorbento, renatiiruojamas kolonéléje mazinant denatiiranto koncentracija ir po renatiiracijos
desorbuojamas imidazolo tirpalu (Lilie et al., 1998). Baltymo renatiiracijos inicijavimui, i$ jo
intarpiniy kiineliy tirpalo paSalinamas denatiirantas, kad vél galéty susidaryti vandeniliniai rysiai
ir baltymas jgyty natyvig struktiirg. Tuo tarpu imidazolas pakeic¢ia baltymo His uodegéle
koordinaciniuose rySiuose su metalo jonais ir taip iSlaisvina baltyma.

Renatiiracijos salygos turi biiti parenkamos atsizvelgiant j sgveikos tarp metalo jony
ir His sekos stabilumg (Block et al., 2009; Middelberg, 2002 ).

Po baltymy gryninimo IMAC metodu, reikia pasalinti i§ tirpalo druskas. Vienas i$
budy tai padaryti — dializuoti tirpalg prie§ buferj, kurio drusky koncentracija maza. Dializés
zarnelé praleidzia tik atitinkamo dydZzio molekules, o greitis priklauso nuo difuzijos, todél
buferinis tirpalas dializés metu nuolat maiSomas. Dializuojant tirpalus galima sumazinti druskos
koncentracija tirpale, gauti kitos sudéties baltymo tirpala, taip pat i§ dializuojamo tirpalo

pasalinti detergentus, polisacharidus (Bagdoniené¢ ef al., 2001).
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1.2.5. Histidino uodegélés pasalinimas

Yra keletas budy prie N galo prijungtoms sekoms pasalinti. Ji gali bati nukirpta
chemiskai, bet Sio proceso metu sukuriamos salygos gali destabilizuoti baltyma, o kai kurios
naudojamo buferinio tirpalo sudedamosios dalys — toksiskos. Kitas biidas — naudoti
endoproteazes, atpazjstancias specifines aminoriigs§¢iy sekas ir skaidancias molekulés viduje
esancius peptidinius rySius. Tokios endoproteazés: koaguliacijos faktorius Xa, trombinas,
enterokinazé, virusinés endoproteazés (TEV, rinovirusas). Po sekos nukirpimo naudojant kai
kurias endoproteazes, pvz. rinoviruso endoproteazg, aminortigStys, esancios Salia kerpamos
sekos baltymo N gale, lemia produkto su nenatiiralia N galo seka susidaryma. Be to, Sis
endoproteolitinis histidino sekos pasalinimas gali biiti sglyginai neefektyvus dél sunkaus

pri¢jimo prie kerpamos dalies (Schéfer et al., 2002).

1.2.6. Jony mainy chromatografija

Si chromatografija pagrista saveika (trauka) tarp prieSingus krivius turinéiy
molekuliy, t.y. tarp molekuliy turin¢iy jonogenines grupes. Biologiskai aktyviis junginiai —
baltymai turi jonogenines funkcines grupes, kurios vandeniniuose tirpaluose gali jonizuotis.
Baltymy molekuléje esanciy aminortig§ciy: Arg, Lys, Glu, Asp, His radikaluose esancios
funkcinés grupés lengvai jonizuojasi neutralioje terpéje: Lys, Arg, His gali turéti teigiama, o
Asp, Glu — neigiamg kriivi. Baltymo saveika su jonitais priklauso nuo teigiamy ir neigiamy
kraviy skaiciaus, o konkretaus baltymo jonogeniniy grupiy disociacijos konstanta priklausys nuo
baltymo erdvinés struktiiros ir jonogeniniy grupiy apsupties. 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 neigiamaji krivj turinCios funkcinés grupés saveikauja su
chromatografuojamy medziagy katijoninémis grupémis. Sie neikliai dar vadinami ragstiniais
jony mainy neSikliais, nes jy neigiamas kriivis priklauso nuo rigstiniy funkciniy grupiy

jonizacijos. Katijony mainai:

RSO;...Na + NH;R'® <=——= RSO;..."NH;R’ +Na~

Mesiklis  Chromatuwografiiojama Neéiklio ir analités
medZiaga (analité) saveika

Jony mainai tarp neSiklio ir anali¢iy vyksta keliais etapais:

= Jony difuzija nesiklio pavirSiuje; homogeniniuose tirpaluose procesas vyksta labai greitai.
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Jony difuzija nuo nesiklio pavirSiaus prie pasikeitimo vietos. Tai priklauso nuo nesiklio
struktiiros ir buferio koncentracijos. Sis etapas kontruoliuoja visa jony pasikeitimo greitj.
Jony mainai pasikeitimo vietoje vyksta akimirksnj, tai pusiausvirasis procesas.
Pasikeitusiy jony difuzija prie neSiklio pavirSiaus.

Prisijungusiy jony eliucija nuo neSiklio, kuri pasiekiama keiciant joning jéga (drusky

koncentracijg) (Sasnauskiené, 2008).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Darbe naudoti prietaisai, medziagos, tirpalai ir kitos priemonés

2.1.1. Naudoti prietaisai

analitinés svarstyklés ,,KERN ABJ*;

autoklavas;

centrifuga ,,Beckmann” su JA 20 rotoriumi;

centrifuga ,,Hettich Zentrifugen Rotina 38R”;

centrifuga ,,SIGMA 6-16K”;

gryninimo sistema ,,AKTA explorer”;

kaitinanti magnetiné maisykle ,,Velp Scientifico ARE”;
kaitinimo plytele ,,ICKOPKA®;

laminarinis boksas;

magnetiné maisyklé ,,BIOSAN MSH-300";
mikrocentrifuga ,,Eppendorf 5424”;

pH-metras ,,OAKLON pH 1100”;

pH-metras ,,Thermo Scientific Orion dual star”;
poliakrilamidinio gelio elektroforezés aparatas ,,Biometra PS 300T” ir jo priedai;
purtyklé ,,BIOSAN Multi-vortex V-327;

rankinis homogenizatorius;

spektrofotometras ,,Genesys 10S UV-Vis”;
spektrofotometras ,,Agilent 8453¢;

svarstyklés ,,KERN PCB*;

ultragarso Saltinis ,,Bandelin Sonopuls* (VS 70 T antgalis);
termostatuojama magnetiné maisykle ,,JKA C-MAG HS 77;
termostatuojama purtyklé ,,Heidolph Unimax 1010”.

2.1.2. Naudotos medziagos ir rinkiniai pagal gamintoja

Acros Organics: GuHCI, CH3;COOH, HCI, NaOH.
AppliChem: glicinas, NDS.
Bio-Rad: APS, bisakrilamidas, Kumasi dazas (Coomassie Brilliant Blue 250R (CBB
250R)), TEMED.
Carl Roth GmbH+Co.: akrilamidas, ampicilinas, CH;COONa-H,O, GuHCI, K;HPO,,
KH,PO4, MgCl2, peptonas ir kazeinas, triptonas, Tris-HCI.
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= Fisher Scientific: glutationas, imidazolas, IPTG, Tris-bazeé, baltymy dydzio standartas
BPE3603-1.

* Fluka: mieliy ekstraktas, baltymy hidrolizatas, bromfenolio mélis, GuHCI.

= GE Healthcare: trombinas.

=  Merck: NaCl.

= PEAXWUM: glicerolis, TCA.

= Scharlau: gliukoz¢.

= SERVA: -merkaptoetanolis.

= SIGMA-ALDRICH: NiCl,-6H,0, KCI.

2.1.3. Bakteriju kamienai

Darbo metu baltymy raiSkai naudotos E. coli BL21 (DE3) ir BL21 Star (DE3)
kompetentinés lgstelés i§ INVITROGEN.
= E.Coli BL21 (DE3) kamienas yra iSvestas i§ laukinio E. coli B kamieno, neturi F
plazmidés, turi dem mutacija, nesintetina ompT ir lon proteaziy. Kamienas turi lizogeninj
A profaga DE3 ir lacUV5 promotoriumi valdomg T7 RNR polimerazés gena.
= E.Coli BL21 Star (DE3) kamienas skiriasi nuo BL21 (DE3) kamieno tuo, kad turi

mutavusj rne gena, koduojantj sutrumpinta RNazés E fermenta.

2.1.4. Genetiniai konstruktai

pRSETB-6xHis-ShaPrP23-232 plazmidés, turincios jvestg SeSiy His sekg N gale ir
atsparumo ampicilinui geng, gautos i§ prof. W. Surewicz laboratorijos, Case Western Reserve
University, Cleveland, Ohio, JAV.

Genetinio konstrukto N gale jterpta uodegélé susideda i$ 18 aminoriigsciy sekos (4
pav.). Trombino kirpimo vieta yra tarp 18 arginino ir 19 glicino. Galutiné baltymo seka turi

prailginima Gly-Ser-Asp-Pro aminoriig§timis N gale.

1 |MRGSHHHHHH GMASLVPR|GS DPKKRPKPGG WNTGGSRYPG QGSPGGNRYP PQGGGTWGQP 60

61 HGGGWGQPHG GGWGQPHGGG WGQPHGGGWG QGGGTHNQWN KPSKPKTNMK HMAGAAAAGA 120
121VVGGLGGYML GSAMSRPMMH FGNDWEDRYY RENMNRYPNQ VYYRPVDQYN NQNNFVHDCV 180

18INITIKQHTVT TTTKGENFTE TDIKIMERVV EQMCTTQYQK ESQAYYDGRR SS 232

4 pav. Rekombinantinj ziurkéno (Mesocricetus auratus) PrP23-232 koduojanti aminoriagsciy

seka su His uodegéle (pazyméta geltonai).
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2.1.5. Terpés

Skysta mitybiné LB (Luria/Miller) terpé: 10 g peptono ir kazeino miSinio, 5 g mieliy
ekstrakto, 10 g NaCl istirpinama 1 1 dejonizuoto vandens, pH 7. Terpé autoklavuojama
30 min 1 atm slégyje.

S.0.C. mitybiné terpé: 20 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto, 10 mmol NaCl, 3,5 mmol
KCl istirpinama 1 1 dejonizuoto vandens. Paruosta terpé autoklavuojama 20 min 1 atm
slégyje. AtSaldzius pridedama 10 mmol MgCl, ir 20 mmol gliukozés. Terpé steriliai
filtruojama, iSpilstoma j ependorfinius mégintuvélius po 1 ml ir laikoma -20 °C

temperattroje.

2.1.6. Buferiniai ir Kkiti tirpalai

AA (40%): 12 ml dejonizuoto vandens iStirpinama 8 g akrilamido.

Ampicilino tirpalas (100 pg/pl.) : 1 g ampicilino tirpinama 10 ml dejonizuoto vandens.
Amonio persulfato tirpalas (APS) (10%): 0,9 ml dejonizuoto vandens istirpinama 100
mg amonio persulfato.

BAA (2%): 12 ml dejonizuoto vandens tirpinama 0,24 g bisakrilamido.

Buferinis tirpalas 1 (pH 8): Dejonizuotame vandenyje tirpinama 401,2 g GuHCI, pilama
70 ml 1 M K,HPO4, 7 ml 1 M TRIS. Turis privedamas iki 650 ml. Tirpalas
nufiltruojamas per du filtrinio popieriaus lapelius. Chromatografijos leidimo dieng
pridedama 2,15 g glutationo. Tirpalo pH 8. Prireikus pH pakoreguojamas su 0,5 M
NaOH. Taris privedamas iki 700 ml. Tirpalas laikomas lede.

Buferinis tirpalas 2 (pH 8): | dejonizuotg vandenj pilama 5 ml 1 M TRIS, 50 ml 1 M
mM K,HPO,. Tirpalo pH 8. Prireikus pH pakoreguojamas su 0,5 M NaOH. Tiiris
privedamas iki 500 ml. Tirpalas nufiltruojamas.

Buferinis tirpalas 3 (pH 8): Dejonizuotame vandenyje tirpinama 1,7 g imidazolo,
pilama 5 ml 1 M TRIS, 50 ml 1 M K,;HPO,. Tirpalo pH 8. Prireikus pH pakoreguojamas
su 0,5 M NaOH. Tiris privedamas iki 500 ml. Tirpalas nufiltruojamas.

Buferinis tirpalas 4 (pH 5,8): Dejonizuotame vandenyje tirpinama 23,83 g imidazolo,
pilama 5 ml 1 M TRIS, 50 ml 1 M KH,PO,. Tirpalo pH 8. Prireikus pH pakoreguojamas
su 0,5 M NaOH. Tiiris privedamas iki 500 ml. Tirpalas nufiltruojamas.

Buferinis tirpalas 5 (pH 5,8): | 0,8 1 dejonizuoto vandens jpilama 9,2 ml 1 M KH,PO,. |
tirpalg lasinama 1 M K,HPOu, kol pH pasiekia 5,8. Ttiris privedamas iki 1 1.

Buferinis tirpalas 6 (pH 5,8): | 0,4 1 dejonizuoto vandens jpilama 9,2 ml 1 M KH,POy, ir
iStirpinama 58,5 g NaCl. | tirpalg laSinama 1 M K,HPO,, kol pH pasiekia 5,8. Turis
privedamas iki 0,5 1. Tirpalas nufiltruojamas.
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= Buferinis tirpalas 7 (pH 4): | 3,5 1 dejonizuoto vandens jpilama 32 ml 1 M CH3;COOH ir
lasinama 1 M CH3COONa , kol pH pasiekia 4. Tiris privedamas iki 4 1.

= PTG tirpalas (1 M): 5 g IPTG tirpinama 21 ml dejonizuoto vandens.

=  Kumasi R-250 dazo tirpalas: 0,62 g Kumasi Brilliant Blue R-250 istirpinama 113 ml
95% etanolio, pridedama 23 ml ledinés acto rugsties. Tiiris privedamas su dejonizuotu
vandeniu iki 250 ml.

= Pavyzdzio buferinis tirpalas (6 kartus koncentruotas): Dejonizuotame vandenyje
tirpinama 1,2 g NDS, 60 mg bromfenolio mé¢lio, pilama 300 pl 1 M TRIS, 600 pl B-
merkaptoetanolio, 6 ml glicerolio. Turis privedamas iki 10 ml. Dazas iSpilstomas
nedideliu tiriu ir laikomas -20 °C temperatiroje.

= Natrio dodecilsulfatas (NDS) (10%): 5 g natrio dodecilsulfato istirpinama 45 ml
vandens.

= TRIS-glicino-NDS elektroforezés buferinis tirpalas (10 karty koncentruotas):
Dejonizuotame vandenyje tirpinama 10 g NDS, 30,3 g TRIS bazés, 144 g glicino. Tiris
privedamas iki 1 1. Buferis laikomas 4 °C temperattroje. pH 8,3-8,6 (nekoreguojamas).

* 1,5 M TRIS-HCI: 18,15 g TRIS istirpinama 70 ml dejonizuoto vandens. [ tirpala
laSinama HCI, kol pH pasiekia 8,8. Tiiris privedamas iki 100 ml. Tirpalas laikomas 4 °C
temperatiiroje.

= 1 M TRIS-HCI: 12,1 g TRIS istirpinama 50 ml dejonizuoto vandens. | tirpala laSinama
HCI, kol pH pasiekia 6,8. Tiris privedamas iki 100 ml. Tirpalas laikomas 4 °C

temperattroje.

2.2. Metodai

2.2.1. Transformacija i kompetentines lgsteles

I 30 ul atSildyty ant ledo kompetentiniy lasteliy pridedama 1 pl i§ bakterijy iSskirtos
plazmidés ir atsargiai sumaiSoma nepipetuojant. Kompetentiniy lgsteliy ir plazmidés misinys
inkubuojamas 30 min. ledo vonioje. Vykdomas temperatiirinis Sokas, kai mégintuvélis 90 s
laikomas 42 °C temperatiiroje, o po to 2 min. inkubuojamas ant ledo. Lasteliy gaivinimui
pridedama 400 pl skystos S.O.C. terpés ir 45 min. laikoma 37 °C temperatiiroje, jas purtant 220
aps./min grei¢iu. 100 pl transformuoty lasteliy steriliai uzs¢jama ant prie§ tai 37 °C
temperatiiroje pasildyty Petri I¢kSteliy su agarizuota terpe bei ampicilinu ir per naktj auginama

37 °C temperatiiros termostate.
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2.2.2. Bakteriju paruoSimas ilgalaikiam saugojimui

I$ uzaugusiy pavieniy transformanty kolonijy atrenkama viena kolonija ir steriliai
perkeliama j kolbg su 200 ml LB terpés ir ampicilinu. Lastelés auginamos per naktj 37 °C
temperatiiroje purtant 220 aps./min grei¢iu. Ryte po 5 ml per naktj augintos bakterijy kultiiros
steriliai jpilama j kolbas su 200 ml LB terpés ir ampicilinu. Bakterijos auginamos 37 °C
temperatiiroje purtant 220 aps./min greiciu, kol jy optinis tankis (A=600 nm) pasiekia 0,8-1 O.V.
Lasteliy suspensija perpilama j sterilius centrifugavimo indus ir centrifuguojama 10 min, esant
5000 aps./min., (3326 x g). Supernatantas nupilamas, o nusodintos Iastelés steriliame bokse
suspenduojamos 5 ml sterilios LB terpés ir uzpilama 5 ml sterilaus 40% glicerolio tirpalo. Taip
paruosta lasteliy suspensija laminariniame bokse iSpilstoma | sterilius ependorfinius

megintuvélius ir jie dedami j Saldiklj, kuriame temperattira palaikoma apie -30 °C.

2.2.3. Rekombinantinio SHaPrP23-232 raiskos gavimas E. coli lastelése

1 ml rekombinantiniy bakterijy, paruosty ilgalaikiam saugojimui, atSildoma ir
steriliai perkeliama j kolbg su 200 ml LB terpés ir ampicilinu. Lastelés auginamos per naktj 37
°C temperatiiroje purtant 220 aps./min grei¢iu. Ryte po 20 ml per nakt] augintos bakterijy
kultiiros steriliai jpilama j kolbas su 200 ml LB terpés ir ampicilinu. Bakterijos auginamos 37 °C
temperattiroje purtant 220 aps./min greiciu, kol jy optinis tankis (A=600 nm) pasiekia 0,6-0,8
0O.V. Tuomet rekombinantinio PrP23-232 geno raiska indukuojama laminariniame bokse
pridedant 1 mM IPTG. Bakterijos toliau auginamos 37 °C temperatiiroje purtant 220 aps./min
greiCiu apie 18 valandy. Gauta Igsteliy biomasé perpilama j centrifugavimo indus ir 10 min
centrifuguojama 9000 aps/min, (13500 x g). Supernatantas nupilamas. Biomasé laikoma -20 °C
temperatiroje iki baltymo gryninimo.

Rekombinantinio baltymo raiSkai patikrinti ruoSiami lgsteliy lizaty méginiai, kurie
analizuojami atliekant elektroforez¢ poliakrilamido gelyje. Lasteliy auginimo metu joms
pasiekus optinj tankj (A=600 nm) 0,6-0,8 O.V., steriliai paimamas kontrolinis lgsteliy méginys
pries tikslinio baltymo indukcijg. Norint jsitikinti, kad j terpe pridéjus tikslinio baltymo raiskos
induktoriaus vyko raiska lgstelése, pasibaigus lgsteliy auginimo laikui vél imama lgsteliy
suspensija ir matuojamas jos optinis tankis. Méginyje prie§ tikslinio baltymo raiskos indukcija
paimty lasteliy kiekis turi biti toks pats, kaip ir po jos. Apskaiciuotas Igsteliy optiniy tankiy po ir
pries tikslinio baltymo indukcija santykis parodo, kiek karty daugiau lasteliy yra suspensijoje,
pasibaigus jy auginimo laikui po indukcijos, lyginant su lasteliy kiekiu pries indukcija. Paimtas
apskaiCiuotas lasteliy suspensijos tiiris nucentrifuguojamas 5 min, 10000 aps./min, (9391 x g),
supernatantas nupilamas, biomasé tirpinama 10 pl 6x pavyzdzio buferiniame tirpale ir 50 pl
vandens, bei kaitinama 5 min. 97 °C temperatiroje.

24



2.2.4. Elektroforezé poliakrilamido gelyje (NDS-PAGE)

Lastelés baltymai iSskirstomi atliekant elektroforeze denatiiruojanc¢iomis sglygomis.

Ruosiamas gelis:

Apatinis frakcionuojantis 12% gelis (5ml): Virsutinis koncentruojantis 4% gelis (2,5ml):
= 1,46 ml 40% AA * 0,24 ml 40% AA
= 0,8ml2%BAA = 0,13ml2 % BAA
= 1,25ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 = 0,63ml1M Tris-HCI, pH 6,8
= 1,42 ml H,O = 1,46 ml H,O
= 50 pul 10% NDS = 25ul10% NDS
= 2,5ul TEMED = 2,5u TEMED
= 25ul10% APS = 12,5 ul 10% APS

VirSutinio 12 % PAGE paruoSimui stiklinéléje sumaiSomi auk$¢iau nurodyti tirpaly
tiriai: AA, BAA, 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, NDS ir vanduo. Prie§ pat tirpalo pylima j gelio formag
pridedama APS ir TEMED. 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. Polimerizacija vyksta apie 40 min. kambario
temperatiiroje. Sustingusio gelio pavir§ius praplaunamas vandeniu ir nusausinamas filtriniu
popieriumi.

Apatinio 4 % gelio paruoSimui stiklinéléje sumaiSomi aukS¢iau nurodyti tirpaly
turiai: AA, BAA, 1 M Tris-HCI pH 6,8, NDS ir vanduo. Pries pat tirpalo pylima j gelio forma,
pridedama APS ir TEMED. Gerai iSmaiSius, tirpalas pilamas ant apatinio gelio iki formos
virSaus. I§ karto jstatomos Sukutés, kad po dantimis nelikty oro burbuly. Polimerizacija trunka
apie 40 min.

Surenkamas elektroforezés aparatas, pripilama elektroforezés buferinio tirpalo ir i$
gelio iSimamos Sukutés. | Sulin¢lius po 10 pl jneSami anksc¢iau apraSytu budu paruosti lasteliy
lizatai. Elektroforezé vykdoma esant 70 mA stiprumo srovei, kol dazo frontas pasiekia
frakcionuojancio gelio apacig. Po elektroforezés gelis 15 min. dazomas Kumasi R-250 geliy
dazais 25 °C temperatiroje jj purtant 60 aps./min. grei¢iu. Po to 10 min. blukinamas

verdan¢iame distiliuotame vandenyje.

2.2.5. Baltymo koncentracijos nustatymas spektrofotometriskai

Baltymo tirpalo sugertis matuojama 280 nm bangoje. Jei optinis tankis didesnis nei

1, tirpalas skiedZiamas. Véliau skaiciuojant baltymo koncentracija, baltymo sugertis
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padauginama i§ skiedimo koeficiento. Baltymo absorbcija matuojama 1 c¢cm plocio kvarcinio
stiklo kiuvete.

Remiantis $viesos sugert] aprasan¢iu Beer-Lambert désniu bei Zinant baltymo
molekuling mase ir ekstinkcijos koeficientg prie§ ir po kirpimo trombinu (1 lentele),

koncentracija skai¢iuojama pagal formulg:

_ ODM
baltymo =~ .|

cia:

OD - sviesos sugertis, O.V.,

M - baltymo molekulin¢ mas¢ (Da),

& — ekstinkcijos koeficientas (M -cm™),

1 — kiuvetés plotis, (cm).

1 lentelé. Rekombinantinio SHaPrP23-232 parametrai.

Pries His uodegélés | Po His uodegélés

kirpimag kirpimo
Molekuliné masé, Da 25483,0 23416,7
e, M -cm’ 62005 62005

2.2.6. Renatiiracija ir gryninimas IMAC metodu

Uzauginta biomasé¢ atSildoma ir suspenduojama ja iSmaiSant buferiniame tirpale 1,
turinéiame 6 M GuHCl bei 10 mM glutationo. Gautas tirpalas supilamas ] rankinj
homogenizatoriy. Homogenizuojama sukant ir spaudziant prigludusj prie stiklinio indo sienelés
stimoklj tol, kol gaunama vientisa biomasé¢, kuri véliau perpilama ] stiklinéle ir ardoma
ultragarsu ledo voneléje 20 min, kas 60 s darant 60 s pertrauka, esant amplitudei 70%. Biomasé
iSpilstoma j centrifugavimo mégintuvélius ir centrifuguojama 40 min. 15000 aps./min, (27143 x
g), 4 °C temperatiiroje. Supernatantas atskiriamas nuo nuosédy ir imamas jo méginys SDS-
PAGE elektroforezei.

Supernatantas sumaiSomas su sorbentu (IDA-sefaroze, pakrauta Ni(Il) jonais),
nupusiausvyrintu buferiniu tirpalu 1. MiSinys pusvalandj 1étai maiSomas 4 °C temperatiiroje, kad

prie metalo jony koordinaciniais rySiais prisikabinty baltymo His uodegélés molekulés. Po to,
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sorbentas su baltymu pakraunamas j 20 cm aukscio ir 26 mm skersmens kolonéle XK 26/20, kuri
prijungiama prie chromatografinés sistemos. Baltymo tirpalo tekéjimo greitis praplovimo metu —
3 ml/min. Kolonéléje vykdoma sorbuoto baltymo renatiiracija linijiniu GuHCI gradientu, t.y.
GuHCI koncentracija mazinama nuo 6 M iki 0 M per 200 ml (tekéjimo greitis 1 ml/min). Tuomet
praleidziama 65 ml buferinio tirpalo 2 (tekéjimo greitis 3 ml/min), kad visiskai atsiplauty
GuHCIL. Po to — 65 ml buferinio tirpalo 3, (turi 50 mM imidazolo, tekéjimo greitis 3 ml/min), kad
iSeity baltymai, silpniau besijungiantys prie nikelio. Galiausiai tikslinis baltymas desorbuojamas
130 ml buferinio tirpalo 4 (turi 700 mM imidazolo, tekéjimo greitis 3 ml/min). Imidazolas veikia
kaip konkurentinis ligandas, pakeiciantis baltyma saveikoje su Ni(Il) jonais ir taip baltymas
atsikabina nuo sorbento. IS kolonélés iSplauti baltymai renkami | frakcijas. Jeigu dalis baltymo
nerenatiiruoja ir lieka ant kolonos, §is ciklas gali buiti kartojamas.

Po chromatografijos baltymo tirpalas dializuojamas 4 °C temperatiiroje 3 kartus
pakeiCiant buferinj tirpalg 5, po to steriliai filtruojamas. Baltymo koncentracija matuojama
spektrofotometriskai 280 nm bangoje. Baltymas saugomas -20 °C temperatiiroje.

Norint nustatyti, ar baltymas buvo sorbuotas ir patikrinti jo kiekj surinktose
frakcijose, atlickama NDS-PAGE. Pries tai, sickiant nusodinti baltymus, j méginius, paimtus po
lasteliy ardymo ir pakrovus chromatografing kolonéle (juose yra GuHCI, kuris reaguoja su NDS
sudarydamas nuosédas), pilama po 1 ml 5 % TCA. Palaukiama 10 min, kol baltymai iskris i
baltas nuosédas, tuomet 1 min. centrifuguojama 10000 aps./min, (9391 x g), supernatantas
nusiurbiamas, nuosédos nusausinamos filtriniu popieriumi. Ant nuosédy uzpilama apie 100 pl
0,1 M NaOH tirpalo. I§ kiekvieno pavyzdzio paimama po 30 pl ir uzpilama 7,5 pL 6x pavyzdzio

buferinio tirpalo. Méginiai kaitinami 10 min. 98 °C temperatiiroje.

2.2.7. Histidino uodegélés nukirpimas ir jony mainy chromatografija

Suskai¢iuojamas trombino turis, kurj reikia jpilti j afininés chromatografijos metodu
i8grynintg baltymo tirpala, zinant, kad 1 ml baltymo kirpimui reikia 3 vienety trombino. Ipylus,
trombino tirpalas paliekamas per naktj - 4 °C temperattiroje.

Trombino pasalinimui, baltymas supilamas j buferiniu tirpalu 5 nupusiausvyrintg
sorbentg — CM sefaroze ir pusvaland] maiSomas ant maisyklés, kad baltymas prisikabinty prie
sorbento daleliy. Po to, miSinys pakraunamas j koloné¢le XK 26/20, kuri prijungiama prie
chromatografinés sistemos. Nesisorbave baltymai i§ kolonélés iSplaunami 3 ml/min greiciu
praleidziant 5 kolonélés turius buferiniu tirpalu 5. Sorbuotas baltymas tuo paciu greiciu
desorbuojamas linijiniu NaCl gradientu, naudojant buferinj tirpalg 6 (2 M NaCl). IS kolonélés
iSplauti baltymai renkami j frakcijas. Po chromatografijos baltymo tirpalas dializuojamas 3

kartus pakeiciant buferinj tirpala 7.
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2.2.8. Rekombinantinio SHaPrP23-232 koncentravimas

Rekombinantiniai priono baltymai po dializés nufiltruojami ir sukoncentruojami
centrifugavimo metu, naudojant koncentravimo meégintuvélius, turinius membrang
praleidziancig ne didesnius kaip 10000 Da junginius. Centrifuguojama 20 min. 6000 aps./min,
(2850 x g), 4 °C temp., pastoviai papildant virSutinj mégintuvélio rezervuarg baltymo tirpalu. Iki
34+0,5 mg/ml sukoncentruotas baltymas iSpilstomas j ependorfinius mégintuvélius po 0,5 mg ir

jie laikomi Saldiklyje, kuriame temperattra palaikoma apie -20 °C.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Rekombinantinio SHaPrP23-232 raiska

Atlikus DNR plazmidés transformacija j kompetentines E. coli BL21 (DE3) ir E. coli
BL21 Star (DE3) lasteles, patikrinta rekombinantinio SHaPrP23-232 raiska.

Atlikta po du auginimus kiekviename kamiene, panaudojant vienodg metodikg (2.2.3
metodiné dalis). Baltymai iki indukcijos auginti apie 4 val. 37 °C temperatiiroje, o pasiekus
optinj tankj 0,6-0,8 O.V (A=600nm), pridéta IPTG induktoriaus ir auginta apie 18 val. toje
pacioje temperatiiroje.

Auginant lgsteles E. coli BL21 Star (DE3) kamiene i§ 4 1 lgsteliy kultiiros gauta
14,47 g biomases, o auginant lgsteles E. coli BL21 (DE3) kamiene — i§ 4 1 gauta 19,79 g
biomasés.

Rekombinantiniy SHaPrP23-232 baltymy raiSkos NDS-PAGE geliy nuotraukos
pateiktos 5 paveiksle.

A -

33 kDa

24kDa' '

1 2 M 3 4 M 5§ 6 7 8§ M 9 10

5 pav. Rekombinantinio SHaPrP23-232 raiskos patikrinimas NDS-PAGE (rodyklés rodo apie 25
kDa dydzio rekombinantinj SHaPrP23-232). M — baltymy dydzio standartas; A, B — auginant E.
coli BL21 Star (DE3) kamiene: 1, 2, 5, 6 — méginiai prie§ indukcija; 3, 4, 7 — méginiai po
indukcijos; C, D — auginant E. coli BL21 (DE3) kamiene: 8, 11 — méginiai prie$ indukcija; 9, 10,

12 — méginiai po indukcijos;

Remiantis 5 paveikslo A ir B elektroforeogramomis galima teigti, kad E. coli BL21
Star (DE3) kamiene vyksta gera rekombinantinio SHaPrP23-232 raiska ir galima atlikti
tolimesnes baltymo gryninimo stadijas. C elektroforeogramoje manomo tikslinio baltymo

juostelé yra zemiau baltymy dydzio standarto 24 kDa masés, o jos intensyvumas prie§ ir po
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raiSkos beveik vienodas. Rekombinantinio SHaPr23-232 molekuliné masé¢ yra vir§ 25 kDa, todeél
gali buti, kad tikslinio baltymo raiska nevyko. D elektroforeogramoje matyti, kad raiska,
auginant BL21 (DE3) kamiene, yra mazesné¢ nei BL21 Star (DE3) kamiene, bet pakankama
baltymo gryninimui. Kita vertus, didesné biomasés iSeiga gauta E. coli BL21 (DE3) kamiene,
nes auginant tg patj lasteliy kultiiros tiirj, biomasés kiekis gautas E. coli BL21 (DE3) kamiene
yra 27 % didesnis nei E. coli BL21 Star (DE3) kamiene. Remiantis §iais duomenimis buvo
nuspresta gryninti biomaseg, augintg abiejuose kamienuose, ir taip patikrinti, ar tikrai vyko

rekombinantinio SHaPrP23-232 raiska.

3.2. Rekombinantinio SHaPrP23-232, auginto E. coli BL21 Star (DE3),

gryninimas

Rekombinantinio SHaPrP23-232, auginto E. coli BL21 Star (DE3) kamiene
denatiiracijai, 14,47 g biomasés suspenduota 50 ml buferinio tirpalo 1 ir homogenizuota.
Baltymo suriSimui naudota 30 ml IDA-sefarozés sorbento su imobilizuotais Ni (II) jonais.
Baltymas desorbuotas 700 mM imidazolo koncentracija. Desorbcijos procesg galima sekti
chromatogramoje (6 pav.), stebint absorbcijg 280 nm bangoje. Drusky koncentracijos pokycius
parodo laidumo kreivé. Laidumo kreivés poslinkis lyginant su GuHCI gradiento kreive stebimas
todél, kad uztrunka Siek tiek laiko, kol gradientas iSeina i§ kolonélés (gradiento poslinkis lygus
laisvajam kolonos tiiriui). Chromatogramoje matyti, kad gryninimo metu baltymas iSeina dviem
pikais. Taip daroma todél, kad pirmo renatiiracijos ciklo metu dalis baltymo susivynioja i
teisinga struktiira, o kita dalis — suagreguoja ant kolonélés. Renatiiruotas baltymas yra
desorbuojamas imidazolu, o likes baltymas denatiiruojamas, renattiruojamas ir desorbuojamas
antro ciklo metu. Remiantis chromatograma, surinktos frakcijos, turincios didziausig baltymo
koncentracijg pirmame (bendras tiiris 115 ml) ir antrame pike (bendras tiiris 100ml). Kadangi
gautas didelis kiekis baltymo ir, sprendziant pagal chromatogramga, renattracijos bei desorbcijos
procesai vyko s¢kmingai, NDS-PAGE nedaryta.

Norint pasalinti imidazola, abiejy piky surinktos frakcijos per naktj dializuotos prie$
buferinj tirpala 5. Po dializés gautas bendras pirmo piko frakcijy ttris — 111 ml, koncentracija —
0,52 mg/ml, baltymo kiekis — 57,48 mg. Bendras antro piko frakcijy turis — 98 ml, koncentracija
— 0,45 mg/l, baltymo kiekis — 44,31 mg. IS 14,47 g biomasés §ioje gryninimo stadijoje gauta
101,79 mg baltymo.

Tolimesniam gryninimui naudotos rekombinantinio SHaPrP23-232, auginto E. coli

BL21 Star (DE3) kamiene, sujungtos pirmo piko frakcijos.
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6 pav. Chromatograma gauta gryninant rekombinantinj SHaPrP23-232, auginta E. coli BL21
Star (DE3) kamiene afininés chromatografijos metodu. Zalia spalva — GuHCI gradientas, %;
melyna spalva — baltymo absorbcija 280 nm bangoje, mAU; ruda spalva — laidumas, mS/cm;

raudona spalva sunumeruotos frakcijos; roziné spalva — 0 reikSmé y asyje.

Baltymo His uodegélés kirpimui naudotas trombinas. Zinant, kad 1 mg baltymo
kirpimui reikia 3 vienety trombino, apskaiciuotas reikalingas trombino kiekis, karpant 57,48 mg
baltymo yra 173 vienetai. Po kirpimo, norint nustatyti ar nusikirpo His uodegélé, masiy
spektrometrijos metodu patikrinta baltymo molekuliné masé. Nustatyta baltymo molekuliné
masé¢ — 23415,2+1 Da. Nuo teorinés rekombinantinio SHaPrP23-232 masés (23416,7 Da)
skiriasi per 1,51 Da. Sis skirtumas patvirtina disulfidinio tiltelio susidaryma.

Siekiant i$ tirpalo pasalinti trombina, dalj His uodegéliy ir kitas priemaiSas, gryninta
jony mainy chromatografijos metodu. Tam naudota ~20 ml CM-sefarozés sorbento ir 111 ml
rekombinantinio SHaPrP23-232 su trombino proteazés miSiniu. SHaPrP23-232 desorbuotas
naudojant NaCl gradientg. IS chromatogramos (7 pav.) galima apskaiciuoti, kad baltymas
elivojamas prie ~0,69 M NaCl. Laidumo kreivés poslinkis lyginant su teorine NaCl gradiento

kreive stebimas todél, kad uztrunka Siek tiek laiko, kol gradientas iSeina i§ kolonélés. Remiantis
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chromatograma surinktos frakcijos, turin¢ios didziausig baltymo koncentracijg (frakcijos 21-29,
frakcijos tiiris — 5 ml).

Gautas bendras frakcijy tiiris — 45 ml, koncentracija — 0,68 mg/I. I 57,48 mg afininés
chromatografijos metodu iSgryninto baltymo, $ioje gryninimo stadijoje gauta 30,6 mg baltymo.
Baltymo iSeiga §iam gryninimo etapui yra 57,93 %. Sis nemazas baltymo praradimas galimas dél

baltymo agregacijos tirpalo atSildymo metu.
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7 pav. Chromatograma gauta gryninant rekombinantinj SHaPrP23-232, auginta E. coli BL21
Star (DE3) kamiene jony mainy chromatografijos metodu. Zalia spalva pazyméta linija — NaCl
gradientas, %; ruda spalva — laidumas, mS/cm; mélyna — baltymo absorbcija 280 nm bangoje,

mAU; raudona spalva sunumeruotos frakcijos.

45 ml rekombinantinio SHaPrP23-232 po gryninimo jony mainy chromatografijos
metodu nufiltruojami per 0,22 um pory dydzio filtrag ir sukoncentruojami centrifuginiame
koncentratoriuje. Baltymg sukoncentravus gautas tiiris — 10,62 ml, koncentracija — 2,79 mg/ml,
baltymo kiekis — 29,62 mg. Sukoncentruotas baltymas iSpilstomas j ependorfinius mégintuvélius

po 180 pl ir jie laikomi -20 °C temperatiiroje.
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I8 30,6 mg jony mainy chromatografijos metodu i§gryninto baltymo, §ioje gryninimo
stadijoje gauta 29,62 mg baltymo. Baltymo iSeiga koncentravimo procesui yra 96,79 %, o
skaiCiuojant afininés chromatografijos gryninimo procesui — 51,53 %.

Is 1 1 Iasteliy kultiros gauta 25,44 mg renatiruoto baltymo su His uodegéle arba
13,11 mg, galutinai iSgryninto, rekombinantinio SHaPrP23-232 be His uodegélés.

3.3. Rekombinantinio SHaPrP23-232, auginto E. coli BL21 (DE3),

gryninimas

Rekombinantinio SHaPrP23-232, auginto E. coli BL21 (DE3) kamiene denatiiracijai,
20 g biomasés suspenduota 70 ml buferinio tirpalo 1 ir homogenizuota.

Baltymo suri§imui naudota 30 ml IDA-sefarozés sorbento su imobilizuotais Ni(II)
jonais. Baltymas desorbuotas 700 mM imidazolo koncentracija. Chromatogramoje (8 pav.)
sekant baltymo absorbcija 280 nm bangoje matoma, kad desorbcijos metu buvo desorbuotas
labai mazas kiekis baltymo. Remiantis chromatograma surinktos frakcijos, turincios didZiausig
baltymo koncentracijg pirmame pike.

Gautas bendras pirmo piko frakcijy turis — 115 ml, koncentracija — 0,07 mg/ml,
baltymo kiekis — 8,05 mg. Gavus labai maza baltymo kiekj, antro piko frakcijos nerinktos, o
pirmo piko frakcijos toliau negrynintos.

Norint jsitikinti, kad baltymas buvo suriStas su sorbentu, atlickama NDS-PAGE.
Paimti ir paruosti (2.2.6 metodiné dalis) méginiai po lasteliy ardymo, taip pat i§ skyscio, likusio
pakrovus chromatografing kolonéle bei pirmo ir antro piko baltymy frakcijos. Rekombinantinio
SHaPrP23-232 gryninimo afininés chromotografijos metodu rezultatai NDS-PAGE pateikti 9

pav.
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8 pav. Chromatograma gauta gryninant rekombinantinj SHaPrP23-232, augintg E. coli BL21
(DE3) kamiene afininés chromatografijos metodu. Zalia spalva — GuHCI gradientas, %; mélyna
spalva — baltymo absorbcija 280 nm bangoje, mAU; ruda spalva — laidumas, mS/cm; raudona

spalva sunumeruotos frakcijos; roziné spalva — 0 reikSme y asyje.

33 kDa

24 kDa

1 2 3 4 5 6 7 8 M
9 pav. Rekombinantinio SHaPrP23-232, auginto E. coli BL21 (DE3) kamiene, raiskos
patikrinimas NDS-PAGE (rodyklés rodo apie 25 kDa dydZio rekombinantinj SHaPrP23-232). 1,

2, 3 — pirmo piko baltymy frakcijos; 4, 5, 6 — antro piko baltymy frakcijos; 7 — skyscio, likusio
po kolone¢lés pakrovimo méginiai; 8 — méginiai po lasteliy suardymo stadijos; M — baltymy

dydzio standartas.
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Remiantis baltymy elektroforezés rezultatais matyti, kad méginiuose po Iasteliy
homogenizavimo, rekombinantinio SHaPrP23-232 baltymo yra, nors ir nedidelis kiekis (8
takelis). Pagal tai, jog skystyje, likusiame po kolon¢lés pakrovimo, baltymo néra, galima spresti,
kad visas baltymas buvo suristas sorbento su imobilizuotais Ni (II) jonais. Pirmo ir antro piko
baltymy frakcijose Siek tiek baltymo taip pat matoma. Baltymo gryninimui buvo naudota dviejy
baltymo auginimy biomasé, todél sunku tiksliai pasakyti, ar abiem atvejais vyko tikslinio
baltymo raiska, ar tik vienu.

Viena i§ priezasCiy, kod¢l gautas mazas baltymo kiekis galima ta, kad
rekombinantinio SHaPrP23-232 raiSkos gavimo E. coli BL21 (DE3) kamiene stadijos metu,
augdamos bakterijos skaido ampiciling. Greitai jj suskaidzius terpéje gali pradéti augti ir
atsparumo antibiotikams neturincios lgstelés. Taigi pamatavus optinj tankj atrodo, kad biomasés
daug, nors baltymg koduojancio geno raiska yra maza arba jos beveik nematyti.

Kita jmanoma mazos baltymo raiskos priezastis — RNR degradacija. Kaip anksciau
buvo minéta Siame darbe, efektyvi geny raiska priklauso nuo mRNR stabilumo. Pagrindinj
vaidmen] mRNR degradacijoje vaidina endonukleazé RNazé E ir dvi egzonukleazés — RNaz¢ell ir
poliribonukleotidtransferaze. Sio darbo metu naudotos kompetentinés Igstelés BL21 Star (DE3)
turi mutavusj rel31 gena, kuris koduoja sutrumpinta RNazés E fermenta. Sios Rnazés E déka
sumazéja mRNR degradavimo galimybé, todél mRNR yra stabilesné. BL21 (DE3) kamienas
neturi rnel31 geno, todél gali biiti, kad mRNR néra pakankamai stabili ir tod¢l tikslinio baltymo

raiSka vyksta prasciau.
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ISVADOS

Sio darbo metu nustatyta, kad rekombinantinio Ziurkéno PrP23-232 raiska priklauso nuo
kompetentiniy Igsteliy, | kurias buvo transformuotas genetinis konstruktas. Baltymo
raiSka ekspresuojant BL21 Star (DE3) kamiene gauta didesné nei BL21 (DE3).

Baltymga renatiiravus ir iSgryninus afininés ir jony mainy chromatografijos metodais buvo
gauta 29,6 mg gryno rekombinantinio Ziurkéno priono baltymo ir 44,31 mg baltymo su

nenukirpta His uodegéle.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovui dr. Vytautui Smirnovui uz visapus¢ pagalba
atliekant ir rasant baigiamgjj darbg, naudingus patarimus ir neiSsenkancig kantrybe. Esu dékinga
baigiamojo darbo konsultantui Ricardui MaliSauskui uz pagalba eksperimentinio darbo metu.
Taip pat dékoju visiems Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy laboratorijos bei VGTU Chemijos ir

bioinzinerijos katedros darbuotojams ir studentams, padéjusiems Sio darbo metu.
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