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SANTRUMPU SARASAS

AA/BIS — akrilamido ir N,N‘—metilen—bisakrilamido mi$inys

APS — amonio persulfatas

aps. — apsisukimai

BIS—akrilamidas — N,N‘—metilen—bisakrilamidas

IDA — iminodiacto rugstis

IMAC — imobilizuoty metalo jony afininé chromatografija

IPTG — izopropil-p—D-tiogalaktopiranozidas

LB — Luria Bertani mitybiné terpé

MoPrP23-230 — pelés prioninis baltymas

MoPrP23-230_R228T — pelés prioninis baltymas su mutacija 228 aminoriigstyje, argininas
pakeistas treoninu.

NDS — natrio dodecilsulfatas

NDS-PAAG — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé

NTA — nitrilotriacto ruigstis

O.T. — optinis tankis

O.V. — optiniai vienetai

PrP arba PrP® — natyvus lastelinis prioninis baltymas

PrP>® — patogeniniai prionai, Sc reikia Scrapie liga

TED - trikarboksimetiletilendiaminas

TEMED — N,N,N‘N‘—tetrametiletilendiaminas

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

TRIS-HCI — TRIS(hidroksimetil)aminometano hidrochloridas
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IVADAS

Prionai yra baltymai, kurie gali jgyti dvi formas: natyvig forma ir netinkamai susilanksc¢iusig
forma. Netinkamai susilanséiusi prioniniy baltymy forma yra patogeniné. Patogeniniai prionai
(PrP>, Sc reiskia Scrapie liga) — infekciniai baltymai, kurie pateke j Seimininko organizma
sukelia neurodegeneracija, t. y. pazeidzia Seimininko centring nervy sistema. Siai dienai yra
iStirta, jog ligos, kurias sukelia tokio tipo baltymai, atsiranda dél netinkamai susilanks¢iusios
prioninio baltymo struktiros. Netinkamai susilankste PrP>® yra susije su jvairiomis ligomis
tokiomis, kaip kempinligé, Creutzfeldt-Jakob liga (CJD), Gerstmann—Straussler—Scheinker
sindromas (GSS) (Aguzzi et al. 2009; Colby ir Prusiner 2011; Collinge 1997). Visos zinomos
prioninés ligos veikia smegeny struktiirg arba kitus nervinius audinius ir Siai dienai yra
nei§gydomos ir mirtinos. PrP*® patekes j sveika organizma indukuoja tinkamai susilanks&iusiy,
organizme natiiraliai egzistuojan¢iy, lasteliniy prioniniy baltymy (PrP arba PrP®) virsma j
patogening prioniniy baltymy forma PrP*, kuri sukelia liga. PrP*® veikia kaip $ablonas: jo
pagrindu natyviis lasteliniai prioniniai baltymai (PrP®) pakeitia konformacija ir tampa PrP>
(Colby ir Prusiner 2011; Goodsell 2008). Naujai susidare PrP*® gali toliau inicijuoti sveiky PrP®
virsmg j patogeninius prioninius baltymus, t. y. sukelti grandining reakcija, kurios rezultatas —
didziuliai kiekiai patogeniniy prioniniy baltymy (Goodsell 2008). Uz tyrimus susijusius su
prioniniais baltymais ir jy formos kitimu 1997 metais S. Prusiner gavo Nobelio premija. Nuo to
laiko buvo atlikta daugybé tyrimy, atrasti kiti baltymai, kurie veikia panasSiai kaip ir prionai in
vitro. Taciau iSlicka dar daug neaiskumy.

Tam, kad buty galima tyrinéti prionus biofizikiniais metodais, visy pirma reikia turéti
pakankama kiekj natyviy prioniniy baltymy (PrP). Kadangi tai néra daznai naudojamas baltymas,
jo pasitila yra labai maza, o kaina ganétinai didelé. Todé¢l Siuos baltymus tenka gamintis patiems.

Dél nesudétingo auginimo, pigios mitybinés terpés ir geros baltymy ekspresijos, Zarnyno
bakterijos Escherichia coli (E. coli) yra tinkamiausias mikroorganizmas rekombinantiniy
prioniniy baltymy (PrP) gamybai. Taciau, zinduoliy prioniniy baltymy ekspresija E. coli
bakterijose yra sudétinga, nes dél netinkamai susilanksc€iusiy rekombinantiniy baltymy daZnai
susidaro neaktyviis agregatai. Pavyzdziui, rekombinantiniai PrP yra dazniausiai ekspresuojami
kaip intarpiniai kiineliai (Abskharon et al. 2012; Baneyx 1999; Brondyk et al. 2009; Makrides
1996). Todél norint gauti tinkamai susilanksciusius rekombinantinius prioninius baltymus butina
atlikti baltymy renatiiracija.

Sio darbo tikslas yra rekombinantinio pelés prioninio baltymo (MoPrP23-230) gamyba.

Tad iSkeliami tokie uzdaviniai:
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ISsiaiSkinti, kuris kamienas geriau tinkamas MoPrP23-230 ekspresijai. Tam reikes
transformuoti pRSETB plazmidg su jklonuotu MoPrP23-230 prioniniu genu j E. coli
BL21(DE3) ir E. coli BL21 Star~(DE3) kamienus, auginti nedidelius tarius kulttiry,
indukuoti baltymo gamybg j kultiirg pridedant IPTG ir patikrinti baltymo ekspresija
natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezés metodu.

. I8sirinkus geriausia kamieng auginti didesnius kiekius biomasés kolbose arba
fermentatoriuje, pabandyti optimizuoti auginimo salygas.

. Priauginus pakankamai biomasés, renatiiruoti ir iSgryninti baltymg giminingumo
chromatografijos metodu.

. Nukirpti histidining uodegg panaudojant trombing bei atskirti baltyma nuo trombino

jony mainy chromatografijos metodu.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Natyvaus pelés prioninio baltymo (MoPrP) struktiira
Natyvy pelés prioninj baltymag (MoPrP23-230) sudaro 208 aminortigstys, i$ kuriy tik 110,
nuo 121 iki 230, sudaro erdvine baltymo struktiira. Sios aminorigstys suformuoja tris a spirales
bei dvi B klostes (1 pav.) (Riek et al. 1996).

-

Z}
'3

N

s —

a)
Dssp—n— F F F FY _r-\ F F F F F 4
FOBGLGGYMLGS AMS RPMIHFGNDWEDRYYRENMYRYPNOVYYRPVDOYSMNONNFVHDCVNIT
FDE g4 130 140 150 160 170 150 183
Dsspnnnnﬁ nnnnnnnnnnn_ﬁ_
FOE ITKQHTVTTTTKGENFTETDVEMMERVVEQMCVTOYOQKES QAYY
FDE ygq 190 ' 200 ' 210 ' 220 226

b klostés

" " Posilkis
r——— ] inifing strulcira
J WU\ aspiralé b)

1 pav. a) Erdviné pelés prioninio baltymo (MoPrP121-230) struktiira (PDB ID: 1AG2). b) MoPrP121-230 struktira
(pritaikyta i§ PDB ID: 1AG2)
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1.2.  Rekombinantiniy baltymy ekspresija Escherichia coli 1astelése

Augant vis didesniam rekombinantiniy baltymy, skirty moksliniams tyrimams, poreikiui
efektyvios rekombinantiniy baltymy gamybos strategijos sulaukia vis daugiau démesio. Norima
turéti didziulius kiekius rekombinantiniy baltymy, jy gamybai iSleidziant kuo mazesnes pinigy
sumas. (Palomares et al. 2004). Nuo to laiko, kai buvo atrasti prioniniai baltymai ir nustatytas jy
vaidmuo neurodegeneracijg sukelianCiose ligose, iSaugo poreikis turéti didelius kiekius S$iy
baltymy skirty moksliniams tyrimams (Abskharon et al. 2012). D¢l labai geros rekombinantiniy
baltymy ekspresijos Escherichia coli yra vienas i§ labiausiai vertinamy mikroorganizmy, Kuris
yra tinkamas prioniniy baltymy gamybai. Nagrinétuose literatiros Saltiniuose aprasoma prioniniy
baltymy ekspresija Escherichia coli Rosetta (DE3) (Abskharon et al. 2012), Escherichia coli XL
1-blue (Corsaro et al. 2002), Escherichia coli BL21 (DE3) (Zahn et al. 1997; Hornemann et al.
2009) kamienuose.

Siekiant gauti didelius biomasés ir rekombinantinio baltymo kiekius reikia parinkti

optimalias mikroorganizmy kultivavimo salygas.

1.2.1. Kultivavimo temperatiira

Vienas 1§ svarbiausiy parametry yra tinkama kultivavimo temperatiira. Literatiiros
Saltiniuose (Abskharon et al. 2012; Brondyk et al. 2009; Hornemann et al. 1997; Zahn et al.
1997) nurodoma, jog Escherichia coli bakterijos kultivuojamos 37 °C temperatiiroje, tuo metu
literatiros Saltinyje (Corsaro et al. 2002) aprasomas Escherichia coli kultivavimas 30 °C
temperatiiroje. Pastarieji autoriai teigia, jog E. coli auginimas 30 °C temperatiroje padidina
baltymo ekspresijos ir tirpumo lygj. Norint gauti didelius kiekius tinkamai susilanksciusio,
tirpaus rekombinantinio baltymo E. coli kultivavimo temperattra gali biiti sumazinta iki 15-30
°C temperatiros (Brondyk et al. 2009). Literatiros Saltinio (Abskharon et al. 2012) autoriai
nurodo, kad sumazino mikroorganizmy kultivavimo temperatiirg iki 30 °C po indukcijos, 0
literattiros Saltiniy (Hornemann et al. 1997; Zahn et al. 1997) autoriai temperatiiros po indukcijos

nesumazino.

1.2.2. Auginimo terpé
Kitas svarbus parametras yra terpé, kurioje yra kultivuojamas mikroorganizmas bei terpés
pH. E. coli bakterijy kultivavimui daznai naudojamos Sios terpés: LB (Luria Bertani) Miller
misinys: 1 % peptono, 0,5 % mieliy ekstrakto ir 1 % NaCl; LB (Luria Bertani) Lennox miSinys:
1 % peptono, 0,5 % miely ekstrakto ir 0,5 % NaCl; SOB terp¢ (Super Optimal Broth): 2 %
peptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSO4

(Expression Technologies Inc). Literatiros Saltiniuose (Abskharon et al. 2012; Corsaro et al.
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2002; Hornemann et al. 1997; Zahn et al. 1997) nurodoma, jog bakterijos auginamos Luria
Bertani mitybinéje terpéje, taciau jos sudétis néra pateikiama tiksliau.

Taip pat yra labai svarbu parinkti tinkama mitybinés terpés pH. Literatliros Saltinyje
(Expression Technologies Inc) nurodoma, kad optimalios pH reikSmés E. coli kultivavimui yra
nuo 55 iki 8,5 (2 pav.). Kultivuojant mikroorganizmus, ekspresuojancius rekombinantinj
baltyma, yra labai svarbu atlikti mikroorganizmy atranka. Siuo tikslu yra naudojami antibiotikai.
E. coli bakterijos turincios jvesta plazmide, kuri turi atsparumo antibiotikui gena, bus atsparios
antibiotiko poveikiui, tuo metu bakterijos, kurios neturés Sios plazmidés, bus neatsaparios
antibiotiko poveikiui ir galiausiai Zus. Literataros $altiniy (Abskharon et al. 2012; Corsaro et al.
2002; Hornemann et al. 1997; Hornemann et al. 2009; Zahn et al. 1997) autoriai nurodo, jog i
mitybing terp¢ pridedama antibiotiko. Verta pastebéti, kad literatiiros Saltinyje (Expression
Technologies Inc) kalbama apie tai, jog esant labai mazai deguonies koncentracijai mitybinéje
terpéje arba, kai visiskai jo néra, Escherichia coli lastelés pradeda gaminti didelius kiekius acto
rugsties. Dél to sulétéja arba sustoja lgsteliy augimas. Esant mazam pH ampicilinas yra

chemiskai skaidomas, todél lasteliy atranka nebevyksta (Expression Technologies Inc).

pH o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Lot v T T T | T

Lasteliuy gyvibingumas
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Plormidzia repticecya [T T T || [
R SpeeO OO ] 0 O O O s

Il Geriausios pH salygos [ | '‘Blogiausios pH salygos

2 pav. E. coli pH optimumas (pritaikyta i§ Expression Technologies Inc)

1.2.3. Kultiiros optinis tankis
Rekombinantiniai genai gali turéti jvairius promotorius. Priklausomai nuo promotoriaus tipo
geny ckspresija yra konstitutyvi arba indukuojama (Palomares et al. 2004). Konstitutyvi
ekspresija gali padidinti plazmidés nestabilumg. Pastoviai gaminant rekombinantinj baltyma
medziagy apykaitos sistema patiria didziulg¢ apkrova, dél to plazmidé tampa nestabili. Todél
dazniausiai yra naudojamos indukuojamos sistemos, kuriy indukcija yra atlickama susidarius tam
tikram lIgsteliy optiniam tankiui (O.T.) (3 pav.). Indukcija atliekama pridedant indukcinio agento,

pavyzdziui izopropil-p—D-tiogalaktopiranozido (IPTG). Literatiiros Saltiniuose (Abskharon et
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al. 2012; Corsaro et al. 2002; Hornemann et al. 1997; Hornemann et al. 2009; Zahn et al. 1997)
prioniniy baltymy ekspresijai yra naudojamos indukuojamos sistemos. Pastaruosiuose Saltiniuose
nurodoma, kad O.T. yra matuojamas spektrofotometru esant 600 nm bangos ilgiui, i$skyrus
literattiros Saltinj (Hornemann et al. 1997), kuriame nurodoma, kad O.T. yra matuojamas bangos
ilgiui esant 550 nm. Literattiros Saltinyje (Abskharon et al. 2012) mikroorganizmy kultaros O.T.
pasiekus 0,7 optinius vienetus (O.V.) i kultiirg yra pridedama 1 mM IPTG. Tuo metu literatiros
Saltinyje (Corsaro et al. 2002) mikroorganizmy kultiros O.T. pasiekus 0,6 O.V. | kultirg yra
pridedama 0,4 mM IPTG. Literatiros $altinyje (Zahn et al. 1997) mikroorganizmy kultaros O.T.
pasiekus 0,5 O.V. | kulttrg yra pridedama 1 mM IPTG. Literatiros Saltinyje (Hornemann et al.
1997) nurodoma, kad mikroorganizmy kultiiros O.T. pasiekus 1,0-1,3 optinius vienetus (O.V.) |
kulttirg yra pridedama 1 mM IPTG. Remiantis ank§¢iau minéty autoriy pateikiamais duomenimis
galime daryti prielaida, jog mikroorganizmy kultirg geriausia indukuoti 0,5-1 O.V. intervale
pridedant 1 mM IPTG. Toliau autoriai pateikia skirtingus mikroorganizmy kultivavimo po
indukcijos laikus: 16 val. (Abskharon et al. 2012; Hornemann et al. 1997), 4 val. (Corsaro et al.
2002), 8 val.(Hornemann et al. 2009).

Laikas, val.

E" '

2 A

~ |Indukcija

o

S B

.m ..........

kv

-

&

@ - C

= T

- | . L
S Biomasés surinkimas
= .
T

=

=

]

3 pav. E. coli, ekspresuojanciy skirtingus baltymus, augimo kreivés. A kreivé — E. coli, ekspresuojancios dauguma
baltymy. B kreivé — E. coli, ekspresuojancios baltymus, kurie trukdo lasteliy proliferacijai ir/ar diferenciacijai. C

kreivé — E. coli, ekspresuojancios ypac toksisSkus baltymus (pritaikyta i§ Expression Technologies Inc)

1.2.4. Biomasés atskyrimas nuo kultiirinio skyscio
Biomasé nuo mitybinés terpés yra atskiriama centrifuguojant. LiteratGros Saltinyje
(Abskharon et al. 2012) biomasé atskiriama centrifuguojant 15 min 15000 x g. Tuo metu
literatiiros Saltinyje (Corsaro et al. 2002) biomasé¢ atskiriama centrifuguojant 15 min 5000 x g 4
°C temperatiroje. Nei vienas i§ pastaryjy autoriy placiau nekomentuoja, kodél atskyrimas

vykdomas biitent tokiomis sglygomis.
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1.2.5. Biomasés auginimas fermentatoriuje ir kolbose
Biomasés kultivavimas gali buti atlieckamas tiek fermentatoriuje tiek kolbose. Fermentatoriy
(bioreaktoriy) privalumas yra tai, jog galima kontroliuoti mikroorganizmy kultivavimo salygas.
Naujos kartos bioreaktoriuose galima reguliuoti daugumg parametry: auginimo temperatirg, pH,
iStirpusio deguonies kiekj, aeracija, iStirpusio anglies dioksido kiekj, lgsteliy koncentracija,
substrato koncentracija, slégj, tarj (Makrides 1996; Palomares et al. 2004). Tuo metu auginant
termostatinéje purtykléje kolbose galima reguliuoti temperatiirg ir maiSymo greitj (Expression

Technologies Inc).

1.3. Rekombinantiniy baltymy gryninimas

Dideliy kiekiy rekombinantiniy baltymy ekspresija E. coli bakterijose daznai sukelia
netinkamg rekombinantiniy baltymy susilankstyma, arba netirpiy agregaty, dar zinomy kaip
intarpiniai kiineliai, susidaryma (Baneyx 1999). Intarpiniai kiineliai susiformuoja lastelés viduje
dél baltymo polinkio agreguoti arba dél lasteliniy procesy, kurie yra susije su tirpios baltymo
formos uztikrinimu, nestabilumo (Middelberg 2002). Intarpiniy kiineliy susidarymas gali
palengvinti rekombinantiniy baltymy gryninimg (Baneyx 1999). Taigi norint turéti gryna,
tinkamai susilanksCiusj (natyvy) baltyma yra bitina atlikti rekombinantinio baltymo

renatiiraCijos ir gryninimo procesus (4 pav).
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4pav. Rekombinantinio baltymo renatiiracijos ir gryninimo procesy schema (pritaikyta i§ Zahn et al. 1997)
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Baltymy gryninimui yra naudojami jvairts chromatografijos metodai, taciau placiausiai
naudojami yra giminingumo ir jony mainy. Toliau nagrinésime prioniniy baltymy gryninima bei

renatiiracijg naudojant $iuos chromatografijos metodus.

1.3.1. Baltymy renatiiracija
Norint atlikti baltymo renattracijg visy pirma baltyma reikia denataruoti, t. y. suardyti jo
antring struktiirg ir redukuoti disulfidinius tiltelius. Baltymo denatiiracijai yra naudojami stipras
denattrantai: uréja arba guanidino chloridas. Kartu su denatlirantais yra naudojamas ir
glutationas, kuris yra stiprus antioksidantas, neleidziantis susidaryti disulfidiniams tilteliams.
Baltymo renatiiracija vykdoma mazinant naudojamo denatiiranto ir glutationo koncentracija

(Middelberg 2002).

1.3.2. Giminingumo chromatografija

Giminingumo (afininé) chromatografija — chromatografijos metodas, pagrjstas specifine,
griztama sgveika tarp biologiSkai aktyviy arba erdviskai unikaliy molekuliy su kitomis
komplementariomis molekulémis. Sis chromatografijos metodas naudojamas selektyviai
molekuliy ekstrakcijai, i$skyrimui, gryninimui, i§ grubiy, neiSgryninty biologiniy miSiniy
(Cuatrecasas 1970; Sasnauskiené 2008). Imobilizuoty metalo jony afininé chromatografija
(IMAC) yra giminingumo chromatografijos metodas, paremtas pereinamyjy metaly jony (Zn*",
Cu?*, Ni**, Co®") giminingumu histidinui ir cisteinui vandeniniuose tirpaluose (Block 2009;
Porath et al. 1975). Stipriai pritvirtinus metalo jonus prie matricos galima i$frakcionuoti
baltymus. Kaip chelatuojantis ligandas, tinkantis metalui suristi su agaroze, gali biiti naudojama
iminodiacto rugstis (IDA), nitrilotriacto rugstis (NTA) arba trikarboksimetiletilendiaminas
(TED) (Block 2009). Baltymy, turin¢iy hitidinines uodegas, sgveika su imbilizuotu metalo jonu
pateikta 5 pav. Labiausiai paplitgs IMAC taikymas yra rekombinantiniy baltymy, prie kuriy yra
prijungta histidinin¢ uodega, sudaryta i§ SeSiy ar daugiau histidino liekany, gryninimas. Del
baltymg IMAC metodu daZniausiai yra gaunamas pakankamai grynas baltymas (Block 2009).
Maza kaina, paprastumas, galimybé dirbti tiek nattiraliomis, tiek denatiiruojanciomis salygomis,
kai yra naudojami 8 M uréja arba 6 M guanidino chlorido tirpalai, bei galimybé atlikti

renatiiracijos procesg yra vieni i$ pagrindiniy IMAC privalumy.
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A — Ni*" jonai prijungti prie IDA ligando. B — Ni** jonai prijungti prie NTA ligando. C — Ni** jonai prijungti prie
TED ligando (pritaikyta i§ Block 2009)

1.3.3. Jonuy mainy chromatografija

Jony mainy chromatografijos metodas yra pagristas sgveika tarp prieSingus krivius turiniy
molekuliy. Baltymai turi jonogenines funkcines grupes, kurios vandeniniuose tirpaluose gali
jonizuotis, t. y. igyti teigiamg arba neigiama kriivi. ,,Baltymo sgveika su jonitais priklauso nuo
teigiamy ir neigiamy kriiviy skaiCiaus, konkretaus baltymo jonogeniniy grupiy disociacijos
konstanta priklausys nuo baltymo erdvinés struktiiros, jonogeniniy grupiy apsupties.‘
(Sasnauskiené 2008). Jony mainy chromatografijoje yra naudojami sorbentai, kurie taip pat turi
jonogeniniy grupiy: Katijonitai pakeicia katijonus, o anijonitai — anijonus. ,,Katijony mainy
nesikliy neigiamajj kruvj turin¢ios funkcinés grupés saveikauja su chromatografuojamy
medZiagy katijoninémis grupémis. Sie nesikliai dar vadinami riigstiniais jony mainy nesikliais,
nes jy neigiamas kruvis priklauso nuo riigStiniy funkciniy grupiy jonizacijos. Anijony mainy
nesikliai turi teigiama kriivi, jie vadinami baziniais neSikliais, nes teigiama kriivi generuoja
protong prisijungusios bazinés funkcinés grupés. Baltymy chromatografijoje labai retai
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naudojami sorbentai, turintys tiek katijonines, tiek anijonines grupes — amfoteriniai jonitai.*
(Sasnauskiené 2008).

Proteazé trombinas atpazjsta Leu—Va—Pro—Arg-Gly—Ser aminortigsciy sekas ir nutraukia
peptiding jungtj tarp Arg ir Gly. Trombinas daznai naudojamas vektoriuose, kuriuose yra $i
proteaziy kirpimo sritis, tai leidzia atskirti histidinines uodegas nuo baltymo. Dazniausiai yra
naudojama nuo 1 iki 10 vienety trombino vienam miligramui baltymo. Kirpimo reakcija
rekomenduojama atlikti 37 °C temperatiiroje. Norint patikrinti ar trombinas atskyré histidining
uodegg nuo baltymo, reikia imti méginius kas tam tikrus laiko intervalus bei juos tikrinti natrio
dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezés (NDS-PAAG) metodu arba masiy
spektrometru. Baltymo, nuo kurio buvo nukirpta histidininé uodega, molekuliné masé turi bati

apie 2 kDa mazesné (Structural Biology @ Vanderbilt 2000).

1.3.5. Baltymuy renatiiracija ir gryninimas

Baltymy renatiiracijg galima atlikti kartu su pirminiu baltymy gryninimu (Hornemann et al.
1997; Hornemann et al. 2009; Middelberg 2002; Zahn et al. 1997). Rekombinantiniy prioniniy
baltymy renatiiracija bei gryninimas literatiros Saltiniuose (Abskharon et al. 2012; Hornemann
et al. 2009; Zahn et al. 1997) atliekamas giminingumo chromatografijos metodu, naudojant
imobilizuotai metaly afininei chromatografijai tinkantj sorbentag Ni-NTA (Ni2+—nitrilotriacetatiné
rug$tis prijungta prie agarozés), kuris jungiasi su prijungta prie baltymo histidinine uodega (5
pav.).

Literattros Saltiniy (Block 2009; Hornemann et al. 1997; Hornemann et al. 2009;
Middelberg 2002; Zahn et al. 1997) autoriai nurodo, kad pries§ pradedant baltymy renattiracija ir
pirminj gryninimg IMAC metodu reikia nucentrifuguota biomase suspenduoti/nomogenizuoti su
buferiniu tirpalu Al (8 M ur¢jos 10 mM TRIS-HCI, 100 mM natrio dihidrofosfato, 10 mM
redukuoto gliutationo, pH 8) (Block 2009; Hornemann et al. 1997; Hornemann et al. 2009;
Middelberg 2002) arba buferiniu tirpalu B1 (6 M guanidinio chlorido, 10 mM TRIS-HCI, 100
mM natrio dihidrofosfato, 10 mM redukuoto gliutationo, pH 8) (Block 2009; Middelberg 2002;
Zahn et al. 1997) bei suardyti ultragarsu (UG) (Corsaro et al. 2002; Zahn et al. 1997) arba
naudojant French presa (Abskharon et al. 2012; Hornemann et al. 1997). Verta pastebéti, kad
literatiiros Saltinyje (Block 2009) yra minima, jog baltymai, kurie turi prijungtas histidinines
uodegas ir formuoja intarpinius kiinelius, prastai tirpsta ur¢jos denatiirante, todél yra
rekomenduojama uréja pakeisti guanidino chloridu. Po ardymo gautas Igsteliy lizatas turi biiti
nucentrifuguojamas. Po centrifugavimo proceso surenkamas supernatantas, kuriame yra

denatiiruotas baltymas. Sorbentg uzpylus supernatantu, misinys yra létai maiSomas 10 min, tam,
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kad baltymas spéty gerai prisijungti prie sorbento ligandy (Zahn et al. 1997). Véliau sorbento ir
supernatanto miSinys yra pakraunamas j chromatografing kolonélg (Abskharon et al. 2012; Zahn
et al. 1997). Tuo metu literatiiros Saltinyje (Block 2009) yra nurodoma, kad supernatantas gali
buti uzpilamas ant sorbento, kuris jau yra chromatografinéje kolonél¢je, tuomet supernatantui yra
leidziama tekeéti per kolonélg. Né vienas 1§ pastaryjy autoriy nenurodo, kodél yra naudojamas
vienas ar kitas chromatografinés kolonélés pakrovimo metodas.

Literattiros Saltinyje (Abskharon et al. 2012) apraSomas natyviy baltymy gryninimas IMAC
metodu. Baltymai, kurie nesgveikavo su sorbentu atplaunami 5 kolonélés tariais buferinio tirpalo
C1 (50 mM Kalio fosfato, 1 M NaCl, 50 mM imidazolo, pH 7,5) bei 10 kolonélés turiy buferinio
tirpalo D1 (50 mM Kalio fosfato, 1 M NaCl, 50 mM imidazolo, pH 6). Tikslinis baltymas yra
atskiriamas nuo sorbento naudojant buferinj eliucijos tirpalg (0,05-1 M imidazolo, 50 mM kalio
fosfato, pH 7,5).

Literattiros Saltinyje (Zahn et al. 1997) aprasytas baltymy gryninimas atlickamas kartu su
baltymo renatiiracija. Baltymo renatiiracija vykdoma sudarant 200 mL buferinio tirpalo Bl ir
buferinio tirpalo E1 (10 mM TRIS-HCI, 100 mM natrio fosfato, pH 8) gradienta (buferin; tirpalg
B1 pakei¢iant buferiniu tirpalu E1). Toliau baltymas yra gryninamas per kolonél¢ praleidziant 75
mL buferinio tirpalo E1, kuriame yra 50 mM imidazolo. Galiausiai tikslinis baltymas yra
atskiriamas naudojant buferin;j eliucijos tirpalg (10 mM TRIS, 100 mM natrio fosfato, 500 mM
imidazolo, pH 5,8).

Literatiros Saltiniuose (Hornemann et al. 2009; Zahn et al. 1997) aprasomas galutinis
tikslinio baltymo gryninimas (antrasis etapas) jony mainy chromatografijos metodu. Po
giminingumo chromatografijos surinktas tikslinis baltymas yra dializuojamas buferiniame tirpale
F1 (10 mM natrio fosfato, pH 5,8), véliau vandenyje. Histidininé uodega atskiriama nuo tikslinio
baltymo naudojant trombina (0,1 U/mL). Si reakcija atliekama buferiniame tirpale G1 (5 mM
TRIS-HCI, pH 8,5). Véliau trombinas atskiriamas nuo tikslinio baltymo naudojant jony mainy
chromatografijos metoda. Baltymo atskyrimas nuo sorbento vykdomas sukuriant NaCl gradienta
(keic¢iant NaCl koncentracijg). Nukirptos histidininés uodegos atskiriamos dializuojant baltymo
tirpalg (Hornemann et al. 2009; Zahn et al. 1997). Nei vienas i§ pastaryjy autoriy nenurodo nei

kokj sorbentg naudojo, nei apraSo tokio gryninimo biido privalumus.
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2.1.

2. MEDZIAGOS IR METODAI

Naudoti reagentai, laboratoriniai jrenginiai, terpés, buferiniai tirpalai

2.1.1. Naudoti reagentai
AB Vilniaus degtiné etanolis 96 %.
Acros Organics: acto ragstis 99,5 %; HCI 37 %; natrio Sarmas 50 %; nikelio (I1)
chlorido heksahidratas .
AppliChem: glicinas 99,5 %; natrio dodecil sulfatas 85 %; TRIS 99,9 %.
Bio—Rad: amonio persulfatas; bis—akrilamidas; kumasi R—250 dazas (Coomassie
Brilliant Blue 250R); TEMED.
Carl Roth GmbH+Co.: akrilamidas 98 %; ampicilinas, natrio druskos pavidale,
99 %; guanidino chloridas 99,7 %; kalcio chloridas 98 %; kalio dihidrofosfatas
99 %; kalio hidrofosfatas 99 %; magnio sulfato heptahidratas 99 %;
natrioacetatas-trihidratas 99,5 %; peptonas; TRIS-HCI 99 %.
Fisher Scientific: etilendiamintetraacto riigstis (EDTA) 99 %; glutationas;
imidazolas 99 %; izopropiltio—-B—galaktozidas; molekuliniai markeriai:
BPE3603-1 ir SM0431; TRIS 99,8%.
Fluka: baltymy hidrolizatas; bromfenolio mélis; guanidino chloridas 98 %;
mieliy ekstraktas.
GE Healthcare: trombinas.
MERCK: natrio chloridas.
PEAXZM: amonio chloridas; glicerolis; natrio hidrofosfatas; trichloracto riigstis.
Scharlau: gliukozé.

SERVA: 2—merkaptoetanolis.

2.1.2. Naudota laboratoriné jranga
Bioreaktorius sudarytas i§ valdymo bloko ,,BIOSTAT BPLUS Sartorius Stedim
Biotech® ir 5 L bei 2 L talpos indy.
Biuchnerio piltuvai.
Centrifugos (Saldomos): ,,Sigma 6—16K*“ (12500 rotorius); ,,Eppendorf 5424 “
(F-45-18-11-Kit rotorius); ,Eppendorf 5810R*“ (Swing—bucket A-4-81
rotorius); ,,Hettich zentrifugen ROTINA 38R* (6 Place Angle Rotor rotorius);
,Beckman J2-21M* (Ja—20 rotorius).
Chromatografiné kolonélé ,,GE Healthcare XK 26/20%.

Chromatografinés sistemos: ,,Akta explorer; ,,Akta purifier.
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e Dializés Zarnos: 32 ir 50 mm diametro ,,Zella Trans Roth®, kuriy pralaidumas yra
6-8 kDa.

e FElektroforezés aparatai: ,,Fisher Scientific Verti Gel mini“ su ,,CONSORT EV
265 sroveés Saltiniu ir ,,BioRad Mini Protean 3 su ,,CONSORT EV 243 srovés
Saltiniu.

e Filtrai: 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro ,,Millipore*; stiklo pluosto 0,45
um pory dydzio, 47 mm diametro ,,Fisher Scientific*.

e Filtravimo indai: ,,Millipore Stericup* 150 ir 250 ml, 73 mm diametro, 0,22 pm
pory dydzio.

e Homogenizatorius Potter—Elvehjem ,,Sigma—Aldrich®.

e Koncentratoriai ,,Amicon® Ultra—15, kuriy pralaidumas yra 10 kDa.

e Magnetinés maisSyklés: ,,BioSAN Magnetic stirrer MSH 300; ,,IKA C-MAG
HS7%; ,,IKA LABORTECHNIK RCT basic*.

e pH metrai: ,,OAKTON pH 1100 Series*; ,,JnoLAB WTW series®.

e Spektrofotometrai: ,, GENESYS 10S UV-VIS®; ,,Agilent 8453

e Sukurinés maiSyklés: ,,VELP SCIENTIFICA VORTEX MIXER®; ,IKA MS3
digital®.

e Svarstyklés: ,,KERN ABJ“; ,KERN PCB 400-2% ,KERN PLJ 6000-1GM*;
»KERN EW 600-2M*; , KERN GJ*.

o Svirkstiniai filtrai ,,Carl Roth GmbH+Co.“ 0,22 pm pory dydzio, 33 mm
diametro.

e Termostatas ,,Eppendorf Thermostat plus®.

e Termostatiné vonelé ,,.SELECTA PRECISDIG*.

e Termostatinés purtykles: ,,NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC Co. 625%
»Heidolph INKUBATOR 1000 UNIMAX 1010 ,,GFL 1083% ,Biosan
Enviromental Shaker—Incubator ES-20%.

e Ultragarsinis homogenizatorius ,,Bandelin Sonopuls®.

e Vakuuming filtravimo sistema ,,Sigma—Aldrich®.

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

Sepharose Fast Flow*.
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2.1.4. Naudoti kamienai
Baltymy ekspresijai naudotas kamienas E. coli BL21(DE3), kuris turi tokias genetines
charakteristikas: F— ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3). Kamienas gautas i$ Biotechnologijos
instituto Vilniaus universiteto.
Baltymy ekspresijai 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.

2.1.5. Naudoti konstruktai
PRSETB plazmidé su N— galo histidinine uodega, atsparumo ampicilinui genu ir jklonuotu
MoPrP23-230 prioniniu genu.
PRSETB plazmidé su N— galo histidinine uodega, atsparumo ampicilinui genu ir jklonuotu
MoPrP23-230_R228T prioniniu genu.
Plazmidés sukonstruotos Fiziologijos ir Biofizikos skyriuje, Case Western Reserve

universitete, Klyvlende, JAV (prof. Witold K. Surewicz 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 1L dejonizuoto vandens, pH 7. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje.

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

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

Minimali mitybiné terpé: 5 g gliukozés, 6 g NaHPO,, 3 g KH,PO4, 1 g NH,4CI, 0,5 g NaCl,
0,12 g MgSQO,, 0,01 g CaCl,. Viskas, isskyrus gliukozg, iStirpinama 900 mL dejonizuoto
vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje. Gliukozé iStirpinama 100 mL
dejonizuoto vandens ir autoklavuojama 15 min 121 °C temperatiroje. Galiausiai gliukozés
tirpalas sumaiSomas su likusiu turpalu.

S.0.C. mitybiné terpé: 2 g peptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 10
mM MgCl;, 10 mM MgSO,, 20 mM gliukozés. Peptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KCI
tirpinami 97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje. AtauSinus

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

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

100 mL.
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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.

0,5 M TRIS, pH 6,8: 7,88 g TRIS-HCI tirpinama 60 mL dejonizuoto vandens. Tirpalo pH
koreaguojamas 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;HPO,: 87,09 g KoHPO, istirpinami 0,5 L dejonizuoto vandens.

1 M KH,POq4: 68,05 g KH2PO4 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
koreaguojamas 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
koreaguojamas 0,5 M HCI tirpaliu iki 8,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedZiamas
dejonizuotu vandeniu iki 100 mL.

AA/BIS 30 %: 29,2 g akrilamido ir 0,8 g N,N—metilen—bisakrilamido istirpinama 70 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
3,75mL 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 nekoreaguojamas). 288 g glicino, 60.4 g TRIS, 20 g NDS

tirpinami 2 L dejonizuoto vandens.

2.1.8. Buferiniai tirpalai naudoti baltymy gryninime

A. 10 mM TRIS, 100 mM K;HPQOy4, pH 8.

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

B. 50 mM Imidazolo, 10 mM TRIS, 100 mM K;HPQO,, 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 koreaguojamas 0,5 M
HCI tirpalu iki 8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedZiamas dejonizuotu vandeniu iki 1000 mL.
Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

C. 500 mM Imidazolo, 10 mM TRIS, 100 mM KH,POy, pH 5,8.

10 mL 1M TRIS tirpalo sumaiSoma su 100 mL 1 M KH,PO, tirpalo, pridedama 34,4 g
imidazolo ir praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalo pH koreaguojamas 0,5 M
HCI 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 filtra.

D. 600 mM Imidazolo, 10 mM TRIS, 100 mM KH,PQO,, pH 5,8.

10 mL 1 M TRIS tirpalo sumaiSoma su 100 mL 1 M KH,PO, tirpalo, pridedama 40,85 g
imidazolo ir praskiedZziama dejonizuotu vandeniu iki 700 mL Tirpalo pH koreaguojamas 0,5 M
HCI 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 filtra.

E. 700 mM Imidazolo, 10 mM TRIS, 100mM KH,PO,, pH 5,8.

10 mL 1 M TRIS tirpalo sumaiSoma su 100 mL 1M KH,PO, tirpalo, pridedama 47,66 g
imidazolo ir praskiedZiama dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalo pH koreaguojamas 0,5 M
HCI tirpalu iki 5,8. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 1000
mL. Buferinis tirpalas filtruojamas per 0,22 pum pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

F. 6 M guanidino chlorido, 10 mM TRIS, 100 mM KH,PQO,, 10 mM glutationo, pH 8.

402,3 g 99,7 % guanidino chlorido uzpilama 7 mL 1 M TRIS tirpalo ir 70 mL 1M KH,PO,
tirpalo, uzpilamas pakankamas kiekis dejonizuoto vandens (bendras tirpalo taris apie 650 ml) ir
maisant ant magnetinés maiSyklés laukiama, kol iStirps guanidino chloridas. Buferinis tirpalas
filtruojamas per 0,22 pum pory dydzio filtrg. 2,15 g glutationo jdedama pries pat naudojima.

Tirpalo pH koreaguojamas su 1 M NaOH ir 0,5 M HCI iki 8. Matavimo cilindre tirpalas
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praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 700 mL. Tirpalas su glutationu turi biti laikomas ant
ledo.

G. 10 mM fosfatinis buferinis tirpalas, pH 5,8.

36,8 mL 1M KH,PO4, sumaisoma su 3,2 mL K;HPO,, praskiedziama vandeniu iki 3800
mL. pH koreaguojamas 1 M NaOH ir 0,5 M HCI (jeigu reikia) iki 5,8. Matavimo cilindre tirpalas
praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 4000 mL.

H. 1 M NaCl, 10 mM PO,*", pH 5,8.

92 mL 1 M KH,PO4 sumaiSoma su 0,8 mL K,HPO, pridedama 58,44 g NaCl,
praskiedziama vandeniu iki 900 mL. pH koreaguojamas 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 filtrg.

I. 1,5M NaCl, 10 mM PO,*", pH 5,8.

92 mL 1 M KH,PO4, sumaiSoma su 0,8 mL K,HPO,, pridedama 87,66 g NaCl,
praskiedziama vandeniu iki 900 mL. pH koreaguojamas 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 pm pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

J. 2 M NaCl, 10 mM PO,*, pH 5,8.

92 mL 1 M KHyPO,, sumaisoma su 0,8 mL K;HPO,, pridedama 116,88 g NaCl,
praskiedziama vandeniu iki 900 mL. pH koreaguojamas 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.

K. 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 koreaguojamas 1 M NaOH ir 0,5 M HCI (jeigu reikia) iki
4. Matavimo cilindre tirpalas praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 4000 mL.

L. 0,1 MEDTA, 6 M guanidino chlorido, 10 mM TRIS, 100 mM KH,POy,, pH 8.

586,43 g 98 % guanidino chlorido uzpilama 10 mL 1 M TRIS tirpalo ir 100 mL 1M
KH,PO; tirpalo, uzpilamas pakankamas kiekis dejonizuoto vandens (bendras tirpalo taris apie
700 ml) ir maiSant ant magnetinés maiSyklés laukiama, kol iStirps guanidino chloridas.

Pridedama 26,06 g EDTA. Tirpalas skiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 1000 mL.
2.2.  Metodai

2.2.1. Transformacija | kompetentines lasteles
1. Paruostos Petri 1éksteles su agarizuota LB terpe, kurioje yra ampicilino (100 pg/mL),

Sildomos 37 °C temperatiiroje apie 1 val.
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I 30 uL kompetentiniy Igsteliy jdedama 1 pL plazmidés, sumaiSoma lengvai purtant.
Transformacijos miSinys laikomas 30 min. ledo vonioje.

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

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

50-150 pl transformanty steriliai uzséjama ant paSildytos Petri lékstelés. Lékstele

inkubuojama termostate 37 °C temperatiroje 16 val.

2.2.2. Ekspresija
I mitybing terpeg, kurioje yra ampicilino (100 pg/mL), uzsé¢jama viena kolonija nuo
Petri 1€kstelés su transformantais ir auginama per naktj (16 val.) 37 °C temperatiiroje
purtant (220 aps./min).
. Naktiné kultiira perséjama j nauja terpe, kurioje yra ampicilino (100 pg/mL), skiedZiant
santykiu 1:40.
. Auginama 37 °C temperatiroje purtant (220 aps./min), kol optinis tankis (A = 600)
pasiekia 0,6—1 optinius vienetus.
Prie§ indukcja paimamas méginys. Paimama 0,5-1 mL Iasteliy suspensijos,
nucentrifuguojama 5 min 8050 X g, supernatantas nupilamas, biomasé tirpinama 10 pL
6X pavyzdzio buferiniame tirpale ir 50 pL dejonizuoto vandens, kaitinama 98 °C
temperattroje 10 min.
Indukuojama pridedant 1 mM IPTG. Biomasé¢ auginama 16-20 val. 37 °C
temperattiroje purtant (220 aps./min).
. Paimamas méginys po 16-20 val. auginimo. Méginys paruoSiamas skiedziant Igsteliy
suspensijg taip, kad jos optinis tankis buty lygus prie$ indukcija paimto méginio
optiniam tankiui. Méginys centrifuguojamas 5 min 8050 x g, nuosédos tirpinamos 10
uL 6X pavyzdzio buferiniame tirpale ir 50 uL dejonizuoto vandens, kaitinama 98 °C
temperattiroje 10 min.
Bakterijy kultiira centrifuguojama 15 min 15000 x g, supernatantas paSalinamas.
Biomasé laikoma —20 °C temperaturoje.

. Méginiai, paimti pries ir po indukcijos, analizuojami NDS-PAAG metodu.
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2.2.3. Baltymuy elektroforezé
Elektroforezei ruosiami geliai:

Apatinis frakcionuojantis 12 % gelis: | VirSutinis koncentruojantis 4 % gelis:

,,BioRad Mini Protean 3 elektroforezés aparatui

30 % AA/BIS 4 mL 30 % AA/BIS 1,34 mL
1,5M TRIS-HCI pH 8,8 2,5 mL 1 M TRIS-HCI pH 6,8 2,5 mL
10 % NDS 100 puL 10 % NDS 100 puL
dH,0 3,17 mL dH,0 6 mL
10 % APS 50 uL 10 % APS 50 uL
TEMED 5 uL. TEMED 10 pL

,,Fisher Scientific Verti Gel mini‘ ekektroforezés aparatui
40 % akrilamidas 5,84 mL 40 % akrilamidas 0,48 mL
2 % bis—akrilamidas 3,2 mL 2 % bis—akrilamidas 0,26 mL
1,5M TRIS pH 8,8 5mL 0,5M TRIS pH 6,8 1,26mL
dH,0 5,66 mL dH,0 2,92 mL
10 % NDS 200 uL 10 % NDS 50 pL
TEMED 10 pL TEMED 5 pL
10 % APS 100 pL 10 % APS 100 uL

Frakcionuojantis gelis ruo$iamas sumaiSant nurodytus reagentus. TEMED ir 10 % APS
jpilami pacioje pabaigoje, prie§s pat gelio supylimg tarp elektroforezés ploksteliy, nes jie
inicijuoja polimerizacijos reakcijg. ParuoStas miSinys supilamas tarp elektroforezés ploksteliy ir
uzsluoksniuojamas vandeniu. Gelio polimerizacijos reakcija vyksta apie 40 minuciy. Geliui
sustingus vanduo nupilamas, gelio virSus nusausinamas filtriniu popieriumi. Véliau
frakcionuojantis gelis uzpilamas koncentruojanciu geliu ir tarp ploksteliy jdedamos ,,Sukos®.
Koncentruojantis gelis stingsta apie 30 min. Geliui sustingus, plokstelés jStatomos j elktroforezés
aparata. Elektroforezés aparatas uzpildomas vienkartiniu elektroforezés buferiniu tirpalu, tuomet
iSimamos ,,Sukos®. I gelio takelius jvedami pavyzdziai. Elektroforezé vykdoma <70 mA srov¢je,
nevirSijant 200 V jtampos, kol dazo frontas pasiekia frakcionuojancio gelio apacig. Gelis

dazomas 20 minuc¢iy kumasi R—250 dazu 30 °C temperatiiroje purtant (80 aps./min).
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2.2.4. Baltymy gryninimas ir renatiiracija

Biomas¢ sumaiSoma su buferiniu tirpalu F santykiu 1:5 ir homogenizuojama Potter—
Elvehjem homogenizatoriumi. Gautas homogenizatas toliau ardomas ultragarsu, ledo voneléje,
30 min, kas 60 s darant 60 s pertrauka, esant 70 % amplitudei. Suardyta biomasé
centrifuguojama 40 min 27143,1 x g, 4 °C temperatiroje.

Ni Sepharose™ 6 arba Ni?* jonais pakrautas Chelating Sepharose sorbentas (20 mL)
nulygsvarinamas buferiniu tirpalu F. Nulygsvarintas sorbentas uzpilamas supernatantu, gautu po
suardytos biomasés centrifugavimo, miSinys maiSomas 30 min 80 aps./min grei¢iu, 4 °C
temperatiroje. Chromatografiné kolonélé pakraunama sorbento ir supernatanto misiniu.

Kolonélé praplaunama 100 mL buferinio tirpalo F (3 mL/min grei¢iu). Baltymas
renatiiruojamas per 200 min (1 mL/min greic¢iu) buferinj tirpalg F pakei¢iant buferiniu tirpalu A.

Baltymas toliau yra gryninamas per kolonélg praleidziant 75 mL buferinio tirpalo A (2
mL/min grei¢iu), véliau 90 mL buferinio tirpalo B (3 mL/min greiciu) ir galiausiai atskiriamas
nuo sorbento leidziant buferin;j tirpalag C, D arba E.

Baltymo renatliracijos ir gryninimo giminingumo chromatografijos metodu procesai
atlickami du kartus i$ eilés, nes po pirmo ranattiracijos proceso dalis baltymo vél suagreguoja ir
lieka ant kolonélés.

C arba D buferiniai tirpalai naudojami su Ni** jonais pakrautu Chelating Sepharose
sorbentu, D tirpalas naudojamas kai norima sukelti staigesnj baltymy atskyrimg nuo sorbento.

E buferinis tirpalas naudojamas su ,Ni Sepharose™ 6 Fast Flow*“ sorbentu, kadangi
remiantis pateikiamais gamintojo duomenimis $is sorbentas stipriau, nei kiti, riSasi su baltymais.

Bendra renatiiracijos ir gryninimo, giminingumo chromatografijos metodu, proceso eiga

pavaizduota 6 pav.
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6 pav. Baltymo renatdracijos ir gryninimo, giminingumo chromatografijos metodu, proceso eiga. F — buferinis

tirpalas F. F/A — buferiniy tirpaly F ir A gradientas. A buferinis tirpalas A. B — buferinis tirpalas B. C — buferinis

tirpalas C. D — buferinis tirpalas D. E — buferinis tirpalas E

Surinktos baltymo frakcijos yra dializuojamas 4L buferinio tirpalo G, kas 3 valandas
pakeiiant buferinj tirpalg. Po dializés baltymo tirpalas filtruojamas panaudojant 150 arba 250
ml, 73mm diametro, 0,22um pory dydZzio filtravimo indus ,,Millipore Stericup®. Filtrato optinis
tankis iSmatuojamas spektrofotometru (A = 280), koncentracija (mg/mL) apskai¢iuojama pagal
formulg:

C=((AxMm)/(ex]) 1)

kur A — baltymo tirpalo optinis tankis, Mm — baltymo molekuliné masé (g/mol) , € — baltymo ekstinkcijos
koeficientas (63495 mol™ x cm™), | — optinio kelio ilgis (1 cm).

| gautg filtratg pridedama trombino, tam, kad nuo baltymo bty atskirta histidininé uodega.
Kirpimas trombinu atliekamas 4 °C temperattiroje per naktj, kirpimo efektyvumas jvertinamas
pagal masiy spektrometrinés analizés rezultatus.

CM Sepharose sorbentas (15 mL) nulygsvarinamas buferiniu tirpalu G, lygsvarinama
buferiniu tirpalu G tol, kol sorbento tirpalo pH bus ~ 5,8. Nulygsvarintas sorbentas sumaiSomas
su baltymo tirpalu, kuriame yra trombino, misinys maiSomas 30 min 80 aps./min grei¢iu, 4 °C
temperatiiroje. Chromatografiné kolon¢lé pakraunama sorbento ir supernatanto misiniu.

Baltymo gryninimas, t. y. atskyrimas nuo trombino, jony mainy chromatografijos metodu
atlickamas per kolonéle praleidziant 100 mL (3 mL/min grei¢iu) buferinio tirpalo G, véliau
baltymas atskiriamas nuo sorbento sudarant 200 mL buferiniy tirpaly G ir H, I arba J gradienta
(buferinj tirpalg G pakeiciant buferiniu tirpalu H, | arba J) (7 pav.). H, I, J buferiniai tirpalai

naudojami priklausomai nuo to ar norima gauti labiau ar maziau koncentruotg baltymo tirpalg.
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Surinktos baltymo frakcijos yra dializuojamas 4L buferinio tirpalo K, kas 3 valandas

pakeiciant buferinj tirpala. Po dializés baltymo tirpalas filtruojamos panaudojant filtravimo indus

,»Millipore Stericup®. Filtrato optinis tankis iSmatuojamas spektrofotometru (A = 280),

koncentracija (mg/mL) apskai¢iuojama pagal 1 formule. Nufiltruotas baltymo tirpalas

koncentruojamas iki ~3 mg/mL panaudojant koncentratorius ,,Amicon® Ultra-15%, kuriy

pralaidumas yra 10 kDa. Galiausiai sukoncentruotas baltymo tirpalas iSpilstomas ] mégintuvélius

po 0,5 mg baltymo. Mégintuvéliai su baltymu saugomi Saldytuve —20 °C temperatiroje.

100

80

60

40

120

20

3 mL/min.

100%H, | arba )

G/H, | arba J
3 mL/min.

G

50 100 150 200 250 300 350

Taris, mL

7 pav. Baltymo gryninimo, jony mainy chromatografijos metodu, proceso eiga. G — buferinis tirpalas G. G/H, I, J

buferiniy tirpaly G ir H,I arba J gradientas

2.2.5. Sorbenty regeneravimas

,,N1 SepharosewI 6 Fast Flow*“ arba ,Chelating Sepharose Fast Flow* sorbento

regeneravimas:
1.

2
3
4.
5
6
7

8.

Sorbentas laikomas 1 val. buferiniame tirpale L.

Sorbentas atplaunamas nuo buferinio tirpalo L dejonizuotu vandeniu.

Sorbentas laikomas 1 val. 0,1 M NaOH tirpale.

Sorbentas atplaunamas nuo 0,1 M NaOH.

Sorbentas laikomas 1 val. 0,1 M HCI.

Sorbentas atplaunamas nuo 0,1 M HCI dejonizuotu vandeniu.

Sorbentas laikomas 20 % etanolio tirpale 4 °C temperatiiroje iki tolimesnio
naudojimo.

Prie$ naudojimg sorbentas uzpilamas nikelio (II) chlorido heksahidrato tirpalu.

,,CM Sepharose Fast Flow* sorbento regeneravimas:

1.
2.
3.

Sorbentas laikomas 1 val. 0,1 M NaOH tirpale.
Sorbentas atplaunamas nuo 0,1 M NaOH.
Sorbentas laikomas 20 % etanolio tirpale 4 °C temperatiroje iki tolimesnio

naudojimao.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. MoPrP23-230_R228T konstrukto nustatymas
Atlikta gauto konstrukto transformacija j kompetentines lasteles (E. coli BL21(DE3)) bei
transformanty auginimas fermentatoriuje (1 lentelé.). Transformantai auginti LB peptonas (Luria
Broth) mitybingje terpéje. I viso atlikti du transformanty auginimai 5 L fermentatoriuje, bei du 2

L fermentatoriuje. Gauta apie 45 g biomasés.

1 lentelé. Lasteliy auginimo fermentatoriuje duomenys

M.égi.niq Auginimo laikas, min | O.V.(A=600) | pH | temp, °C | pO,, % | MaiSymo greitis, aps./min
paemimas
X 0 0,076 7,05 37 98 200
X 52 0,090 7,05 37 90,9 199
X 80 0,102 7,05 37 92,6 199
X 113 0,177 7,01 37 82,6 199
1 160 0,400 6,95 37 85 255
2 220 0,216x5 7,06 37 31 255
Indukcija, pridedant 1 mM IPTG
3 295 0,282x10 7,06 371 62,8 500
4 325 0,299%x10 7,05 37 77,6 500
Gauta 18 g biomasés

Kaip matome i§ 1 lenteléje pateikty duomeny transformanty kultira buvo auginama
optimaliomis E. coli Igsteléms sglygomis: palaikoma pastovi 37 °C temperatiira; palaikomas
pastovus pH ~ 7; istirpusio deguonies kiekis reguliuojamas didinant arba mazinant maiSymo
greitj, bei aeracijg. Kultiira indukuota pridedant 1 mM IPTG. Prioninio baltymo ekspresija
patikrinta NDS-PAAG metodu (8 pav.).

MM 1 2 3 4
kDa MM - baltymu molekulinés masés markeris
116
66.2 (SM0431).
1, 3 - méginiai pries indukcija.
;: | | 2. 4 —méginiai po indukcijos.
=
184
14.4

8 pav. Prioninio pelés baltymo ekspresijos patikrinimas

Remiantis duombazés ,,UniProt* bei programos ,,ProtParam* pateikiamais duomenimis,
MoPrP23-230 (su His uodega), kurio seka yra pateikta 9 pav., molekuliné masé turéty bati lygi
25354,9 Da. Kaip matome i$ 8 pav. transformantai ekspresavo baltyma, kurio molekuliné masé

buvo apie 25000 Da is to sprendziame, jog tai ir yra miisy tikslinis baltymas.
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9 pav. MoPrP23-230, prie kurio prijungta histidininé uodega, aminorigséiy seka (pritaikyta i§ UniProtKB ID:
P04925)

18 g biomasés suardyta ultragarsu. Kadangi tikslinis baltymas turi histidining uodega, jo
renatiiracija ir gryninimas atliktas giminingumo chromatografijos metodu, panaudojant Ni*
jonais pakrautg Chelating Sepharose sorbentg. Gauti rezultatai pateikti 2 lentelé¢je. Remiantis
chromatograma (10 pav.) didziausig tikslinio baltymo koncentracija turincios frakcijos
apjungiamos kartu. Apjungtos frakcijos buvo dializuojamos buferiname tirpale G. Po dializés

baltymo tirpalas filtruojamas panaudojant filtravimo indus ,,Millipore Stericup®.

2 lentelé. Tikslinio baltymo renatiiracijos ir gryninimo giminingumo chromatografijos metodu, duomenys

Biomasé, Kompetentinés Gauta
Renatiiracijos salygos Eliucijos salygos
g Iastelés baltymo, mg

6->0 M Guanidino o
. ) 0,5 M imidazolo, 10 mM TRIS, 100 mM
18 E. coli BL21(DE3) chlorido 130

) PO, ,pH 58
10->0 mM Glutationo.

NS NNSEENRENREAERAERNEL| E (N ENERNEEMENIEYRENE]NE )|
“Io = == e -

10 pav. Chromatograma gauta gryninant pelés prioninj baltyma giminingumo chromatografijos metodu. Zalia linija

— buferinio tirpalo F gradientas. Mélyna linija — sugertis (4 = 280). Raudona — renkamos tirpalo frakcijos

SeptyniasdeSim¢iai mililitry baltymo tirpalo (0,93 mg/mL) atliktas histidininés uodegos
atskyrimas nuo tikslinio baltymo panaudojant 7 vienetus trombino 1 mg tikslinio baltymo
Kirpimui. Kirpimas atlickamas per naktj 4 °C temperatiroje. Po Kirpimo trombinu paimtas
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méginys buvo perduotas atlikti masiy spektrometring analiz¢. Masiy spektrometrinés analizés

duomenys sukélé abejoniy dél atsiysto konstrukto (3 lentelé).

3 lentelé. Masiy spektrometrinés analizés duomenys

Teoriné MoPrP23-230 molekuliné masé po kirpimo

trombinu, Da

Prakti$kai iSmatuota MoPrP23-230 molekuliné masé

po kirpimo trombinu, Da

23288,5

23233,4+1

Remiantis 3 lenteléje pateikiamais duomenimis buvo padaryta iSvada, kad atsiystas
konstruktas buvo ne MoPrP23-230, nes atlickant masiy spektrometring analize teoriné
molekuliné masé, del susidariusio disulfidinio tiltelio, nuo gautos praktiSkai gali skirtis tik per 2
Da. Todél norédami suzinoti, koks konstruktas buvo gautas nusiuntéme uzklausa dr. Witold K.
Surewicz. Gautas atsakymas patvirtino iSvadas, jog atsiystas konstruktas yra ne MoPrP23-230.
Per klaidg buvo iSsiystas konstruktas MoPrP23-230_R228T, kuris turi mutacijg ties 228
aminortugstimi, argininas pakeistas treoninu.

Nezitrint to, kad buvo dirbama su netinkamu konstruktu, tikslinis baltymas is tirpalo,
kuriame yra trombino, buvo isgrynintas jony mainy chromatografijos metodu, panaudojant CM
Sepharose sorbentg. Gauti rezultatai pateikti 4 lentel¢je. Remiantis chromatograma (11 pav.)
didziausig tikslinio baltymo koncentracijg turinCios frakcijos apjungiamos kartu. Apjungtos
frakcijos buvo dializuojamos buferiname tirpale K. Po dializés baltymo tirpalas buvo
filtruojamas panaudojant filtravimo indus ,,Millipore Stericup®. Nufiltruotas baltymo tirpalas

saugomas —20 °C temperatiiroje.

4 lentelé. Tikslinio baltymo gryninimo, jony mainy chromatografijos metodu, duomenys

UzZnesta baltymo, mg Eliucijos sqlygos Gauta baltymo, mg
0->1 M NaCl, 10 mM TRIS, 100mM
60 s 58
PO, ,pH 5,8

N
-l - \_\\\’ﬁ

. .-

1
= = iajd =it I = 4 babzohohabobobrhohokbols babokabobobkrbobobobsbolalbalasihall

11 pav. Chromatograma gauta gryninant MoPrPR23-230_228T giminingumo chromatografijos metodu. Zalia linija

— buferinio tirpalo H gradientas. Mélyna linija — sugertis (A = 280). Raudona — renkamos tirpalo frakcijos
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3.2. Transformanty atranka
Gavus reikiama konstruktg atlikta MoPrP23-230 transformacija j kompetentines E. coli
BL21(DE3) ir E. coli BL21 Star™ (DE3) lgsteles. IS abiejy transformanty issirinkta po 5
kolonijas, kurios buvo persétos j kolbas su 20 mL LB peptonas (Luria Broth) mitybinés terpés.
Transformanty auginimas atliktas 37 °C temperatiiroje purtant (220 aps./min). Kultira indukuota
pridedant 1 mM IPTG. Auginimo duomenys pateikti 5 ir 6 lentelése.

5 lentelé. MoPrP23-230 + E. coli BL21(DE3) transformanty auginimo duomenys. Oranzine spalva pazyméti laikai
kuomet transformanty kultira indukuota pridedant 1 mM IPTG

Transformantas | Transformanto kolonijos nr. | Kultivavimo laikas, val | O.V. (A =600)

1 4,25 0,351
2 4,25 0,315
3 4,25 0,996

—_ 4 4,25 0,558

m

a) 5 4,25 0,858

g

N 1 7,5 1,200

[}

= 2 7,5 1,256

8

wi 3 75 Nematuota

é 4 75 Nematuota

% 5 75 Nematuota

o

% 1 21,5 0,358x10

= 2 215 0,627x10
3 215 0,520%10
4 21,5 0,593x10
5 215 0,537x10

6 lentelé. MoPrP23-230 + E. coli BL21 Star™(DE3) transformanty auginimo duomenys. OranZine spalva pazyméti
laikai kuomet transformanty kultra indukuota pridedant 1 mM IPTG

Transformantas | Transformanto kolonijos nr. | Kultivavimo laikas, val | O.V. (A =600)

1 4,25 0,458

2 4,25 0,466

3 4,25 0,103
g 4 4,25 0,439
E:. 5 4,25 0,291
c‘;‘: 1 75 1,141
§ 2 75 1,179
[~
§ 3 75 0,720
L 4 75 1,130
% 5 75 1,126
§ 1 21,5 0,439 x10
c 2 215 0,440x10
= 3 215 0.267x10

4 21,5 0,686x10

5 21,5 0,394x10

36



Prioninio baltymo ekspresija transformantuose patikrinta NDS-PAAG metodu (12 pav.).

A MM 1 B MM o

D2
170
120

95
36
43

by
'

12 pav. A — prioninio baltymo ekspresija E. coli BL21(DE3) lgstelése. B — prioninio baltymo ekspresija E. coli
BL21 Star™(DE3) lgsteléese. MM — baltymy molekulinés masés markeris (BPE3603-1), 1, 3, 5, 7, 9 — méginiai
prie§ ekspresija, 2, 4, 6, 8, 10 méginiai po ekspresijos. 1, 2 — pirma transformanty kolonija, 3, 4 — antra
transformanty kolonija, 5, 6 — trecia transformanty kolonija, 7, 8 — ketvirta transformanty kolonija; 9, 10 — penkta

transformanty kolonija. O — tuséias takelis

Kaip matyti 12 pav. visi transformantai ekspresavo baltyma, kurio molekuliné mas¢ buvo
25-26 kDa. IS to sprendziame, jog transformantai ekspresavo pelés prioninj baltyma, kurio
teoriné molekuliné masé yra 25354,9 Da. Remiantis 12 pav. bei 5 ir 6 lenteliy duomenimis
tolimesnei MoPrP23-230 gamybai buvo pasirinktos antra MoPrP23-230 + E. coli BL21(DE3) ir
ketvirta MoPrP23-230 + E. coli BL21 Star™(DE3) transformanty kolonijos. Atrinkti tie
transformantai, kurie ekspresavo tikslinj baltymg ir kuriy uzaugusios kultiiros optinis tankis buvo

diZiausias.

3.3. Tinkamiausios mitybinés terpés atranka
Siekiant nustatyti, kurioje mitybingje terpéje geriausiai auga transformantai, atliktas LB
peptonas (Luria Broth), LB baltymy hidrolizatas (Luria Broth) ir minimalios mitybiniy terpiy
palyginimas (1 grafikas). Transformanty auginimas atliktas 37 °C temperatiroje purtant (220
aps./min). Kultara indukuota pridedant 1 mM IPTG. Kultiros O.T. matuojamas esant 600 nm

bangos ilgiui.
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1 grafikas. MoPrP23-230 + E. coli BL21 Star™(DE3) transformanty O.T. priklausomybé nuo mitybinés terpés ir
kultivavimo laiko. X — indukcija IPTG

Remiantis 1 grafike pateikiamais duomenimis darome isvada, kad transformantus geriausia
yra kultivuoti mitybinéje terpéje LB peptonas (Luria Broth). Prioninio baltymo ekspresija
patikrinta NDS-PAAG metodu (13 pav.).

kDa 1 2MM3 4 5 6 7 8 9 10
116 e MM — baltymu molekulinés
66,2 masés markeris (SM0431).
1, 2 — LB Peptonas, pries ir po
45 indukcijos
35 5. 6 — LB baltymu hidrolizatas,
?.5_> pries ir po indukcjijos
9. 10 —minimali mitybiné terpé.
18.4 pries ir po indukcijos
14,4 k. 3, 4, 7, 8 —méginiai nesusije su darbu

13 pav. MoPrP23-230 ekspresija E. coli BL21 Star™(DE3) lgstelése, auginant skirtingose mitybinése terpése

Kaip matome i§ 13 pav. mitybinése terpése LB peptonas ir LB baltymy hidrolizatas auginti
transformantai ekspresavo pelés prioninj baltymg tiek pries, tiek po indukcijos, tuo metu
minimalioje mitybinéje terpéje, kol nebuvo pridéta 1 mM IPTG, tikslinis baltymas nebuvo
ekspresuojamas. Darome priclaidg, kad LB peptonas ir LB baltymy hidrolizatas terpése yra

junginiy, veikiané¢iy transformantus panasiai kaip naudojamas induktorius.

3.4. Pelés prioninio baltymo (MoPrP23-230) ekspresija
Pelés prioninio baltymo (MoPrP23-230) ekspresija E. coli BL21(DE3) ir E. coli BL21
Star™(DE3) kamienuose atlikta transformantus auginant 37 °C temperatiiroje purtant (220
aps./min) mitybinéje terpéje LB peptonas (Luria Broth). Kultiros indukuotos 0,7-1 O.V.
intervale, pridedant 1 mM IPTG. MoPrP23-230 baltymo ekspresijos rezultatai pateikti 7

lentel¢je.
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7 lentelé. Pelés prioninio baltymo (MoPrP23-230) ekspresijos E. coli BL21 Star™(DE3) ir E. coli BL21(DE3)
kamienuose duomenys

Auginimo . Kultivavimo laikas po indukcijos IPTG, | Biomasé, | Mitybinés terpés tiris,

Naudotas kamienas

nr. val g L

1 17 9,31 2

2 E. coli BL21 20 18,46 4

3 Star™(DE3) 19 13,50 2

4 20 11,50 2

5 22,5 11,26 2

6 . 18 10,30 2
E. coli BL21(DE3)

7 18,5 9,30 2

8 19,5 10,59 2

Kaip matyti i§ 7 lenteléje pateikiamy duomeny abu bakterijy kamienai gamino panasy kiekj
biomasés.

Pelés prioninio baltymo ekspresija E. coli BL21 Star™(DE3) (14 pav.) ir E. coli
BL21(DE3) (15 pav.) kamienuose patikrinta NDS-PAAG metodu.

A a1 2 3 4 5 6 7 Byt ¥ 23 456 78 9
F- ' T
729 .ii 7208 j §
- T — 3“_—“ - - -
34 — — — - .- 34 ..‘ » &
926 &l o q il i *26 -
17 17
—— d
& AL 1 2 3 4 5 1y SBE |3 2 3 4 5
72 . 72
34 34
S 26 =26
17 17

14 pav. Pelés prioninio baltymo ekspresija E. coli BL21 Star™(DE3) lastelése. MM — baltymy molekulinés masés
markeris (BPE3603-1). A — 1 auginimas, 1, 2, 5 — méginiai prie$ indukcija, 3, 4, 6, 7 — méginiai po indukcijos. B —
2 auginimas, 1, 2, 3, 4, 5 — méginiai prie§ indukcija, 6, 7, 8, 9 — méginiai po indukcijos. C — 3 auginimas, 1, 3,5 —
méginiai prie$ indukcijg, 2, 4 — méginiai po indukcijos. D — 4 auginimas, 1, 3, 5 — méginiai prie§ indukcija, 2, 4 —

méginiai po indukcijos
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15 pav. Pelés prioninio baltymo ekspresija E. coli BL21 (DE3) lastelése. MM — baltymy molekulinés masés
markeris (BPE3603-1). A — 5 auginimas, 1, 3, 5 — méginiai prie§ indukcija, 2, 4 — méginiai po indukcijos. B — 6
auginimas, 1, 3 — méginiai pries indukcija, 2, 4 — méginiai po indukcijos. C — 7 auginimas, 1, 3, 5, 6 — méginiai prie$
indukcija, 2, 4, 7 — méginiai po indukcijos. D — 8 auginimas, 1, 3, 5, 7 — méginiai prie§ indukcija, 2, 4, 6 — méginiai

po indukcijos

Atlikus pelés prioninio baltymo ekspresijos patikrinimg NDS-PAAG metodu (14 pav., 15
pav.) jsitikinta, kad E. coli BL21 Star™(DE3) Igstelés ekspresuoja pelés prioninj baltyma, kurio
molekuliné masé yra 25354,9 kDa (14 pav.), tuo metu E. coli BL21 (DE3) lastelés panasaus
dydzio baltymo neckspresavo arba ekspresavo labai mazg jo kiekj (15 pav.). Taip pat yra
pastebimas keistas reiskinys: baltymo, kurio molekuliné masé yra 25-26 kDa, E. coli BL21
(DE3) lastelés ekspresuoja daugiau pries indukcija, nei po jos. Pastarieji rezultatai sukélé daug
abejoniy, kadangi atliekant transformanty atrankg pelés prionininio baltymo ekspresija buvo
stebima (12 pav. A).

Remiantis pastaraisiais rezultatais buvo nuspresta iSgryninti pelés prioninj baltyma i§ 1-4
auginimy biomasiy. Taip pat, siekiant jsitikinti ar pelés prioninis baltymas buvo ekspresuojamas

E. coli BL21 (DE3) lastelése, pabandyti iSgryninti tikslinj baltyma i§ 5—6 auginimy biomasiy.
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3.5.

Pelés prioninio baltymo gryninimas

Ultragarsu suardytos 1-4 bei 5-6 auginimo metu gautos biomasés. Atlikta tikslinio baltymo

renatiiracija ir gryninimas giminingumo chromatografijos metodu, panaudojant Ni** jonais

pakrauta Chelating Sepharose ir Ni Sepharose™ 6 sorbentus. Renatiiracijos ir gryninimo,

duomenys pateikti 8 lenteléje. Remiantis chromatogramomis (16 pav.) didziausig tikslinio

baltymo koncentracijg turinéios frakcijos apjungiamos Kkartu. Apjungtos frakcijos buvo

dializuojamos buferiname tirpale G. Po dializés baltymo tirpalas buvo filtruojamos panaudojant

filtravimo indus ,,Millipore Stericup®.

8 lentelé. Tikslinio baltymo renatiracijos ir gryninimo giminingumo chromatografijos metodu duomenys

L o Biomasé, | Kompetentinés Naudoras Renatiiracijos Eliucijos Gauta
Auginimai | Gryninimas baltymo,
g Igstelés sorbentas sqlygos sqlygos mg
0,7M
Ni imidazolo, 10
1,4 A 20,81 Sepharose™ 6 mM TRIS, 40
Fast Flow 100 mM PO/,
E. coli BL21 pH 5,8
Star™(DE3) 650 M 0,6 M
Chelating Guanidino imidazolo, 10
2,3 B 31,96 Sepharose chlorido mM TRIS, 65
Fast Flow 100 mM 100 mM PO/,
Glutationo pH 5,8
0,7M
. Ni imidazolo, 10
5,6 C 21,56 E. coli BL21 Sepharose™ 6 mM TRIS, 0
(DE3) Fast Flow 100 mM PO/,
pH 5.8
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C 16 pav. Chromatogramos gautos gryninant pelés prioninj

- e baltyma giminingumo chromatografijos metodu. Zalia
B V\ linija — buferinio tirpalo F gradientas. Mélyna linija —
ﬁ sugertis (L = 280). Raudona — renkamos tirpalo frakcijos.
A — 1, 4 auginimy biomasés gryninimas. B — 2, 4
auginimy biomasés gryninimas. C — 5, 6 auginimy

" biomasés gryninimas

Kaip matyti chromatogramose (16 pav. A ir B), E. coli BL21 Star™(DE3) Iastelés
ekspresavo tikslinj baltyma, kurj pavyko renatiiruoti ir iSgryninti giminingumo chromatografijos
metodu. Taciau kaip ir buvo galima numanyti sprendziant i§ 15 pav., E. coli BL21 (DE3)
neekspresavo tikslinio baltymo arba ekspresavo labai maza kiekj, kg ir patvirtina chromatograma
(16 pav. C), kurioje néra matoma tikslinio baltymo smailé. Siai dienai yra nezinomos priezastys,
kodél E. coli BL21 (DE3) neekspresavo pelés prioninio baltymo.

Nufiltruotuose baltymy tirpaluose, gautuose po gryninimy A ir B, atliktas histidininés
uodegos atskyrimas nuo tikslinio baltymo panaudojant 3 vienetus trombino 1 mg baltymo
Kirpimui. Kirpimas atlickamas per naktj 4 °C temperatiiroje. Po kirpimo trombinu paimti

méginiai perduoti atlikti masiy spektrometring analize (9 lentelé).

9 lentelé. Masiy spektrometrinés analizés duomenys

Grvnin Teoriné MoPrP23-230 molekuliné masé po Praktiskai iSmatuota MoPrP23-230 molekuliné
ryninimas
karpymo trombinu, Da masé po karpymo trombinu, Da
23286,9+1
23288,5
B 23287,1+1

Remiants 9 lenteléje pateiktais duomenimis darome iSvada, jog buvo gautas reikiamas
baltymas, kuris toliau gali buti gryninamas jony mainy chromatografijos metodu.

Po kirpimo trombinu gauti tikslinio baltymo tirpalai iSgryninti jony mainy chromatografijos
metodu, panaudojant CM Sepharose sorbentg. Gauti rezultatai pateikti 10 lenteléje. Remiantis
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chromatogramomis (17 pav.) didziausig tikslinio baltymo koncentracijg turinCios frakcijos
apjungiamos kartu. Apjungtos frakcijos buvo dializuojamos buferiname tirpale K. Po dializés
tikslinio baltymo tirpalai, gauti po gryninimy AJ ir BJ, buvo filtruojami panaudojant filtravimo
indus ,,Millipore Stericup®. Nufiltruoti baltymo tirpalai sukoncentruoti iki 2,685 mg/mL (AJ) ir
2,930 mg/mL (BJ) koncentracijos panaudojant ,,Amicon® Ultra—15“ koncentratorius.
Sukoncentruoti baltymo tirpali i$pilstyti ] mégintuvélius po 0,5 mg baltymo ir yra saugomi —20

°C temperatiiroje.

10 lentelé. Tikslinio baltymo gryninimo jony mainy chromatografijos metodu, duomenys

Gryninimas | UZneS$ta baltymo, mg Eliucijos salygos Gauta baltymo, mg
Al 65 0->1,5 M NaCl, 10 mM TRIS, 100mM PO,>, pH 5,8 40
BJ 40 0->2 M NaCl, 10 mM TRIS, 100mM PO,*, pH 5,8 30
Al lgryninimas | BJ 2gryninimas
e ~—_/ i \ _J// -

17 pav. Chromatogramos gautos gryninant pelés prioninj baltyma giminingumo chromatografijos metodu. Zalia

linija — buferinio tirpalo H gradientas. Mélyna linija — sugertis (A = 280) Raudona — renkamos tirpalo frakcijos

Remiantis 10 leneléje pateikiamais duomenimis ir chromatogramomis (17 pav.) galime
teigti, jo gavome gryna pelés prioninj baltyma (MoPrP23-230), kuris bus naudojamas
tolimesniuose tyrimuose.

Literatiiros $altinyje (Abskharon et al. 2012) nurodoma, kad i$ 1L kultiirinés terpés gauta 1
mg MoPrP23-230. Tuo metu literattros $altinyje (Hornemann et al. 2009) nurodoma, jog i§ 1L
kultiirinés terpés gauta 10 — 20 mg MoPrP23-231. Sio darbo metu i§ 1L kultiirinés terpés gauta 7
mg pelés prioninio baltymo (MoPrP23-230).
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3.6. Ekonominé nauda
Apskaiciuota preliminari 1 mg pelés prioninio baltymo (MoPrP23-230) gamybos kaina (11
lentelé). Kaina apskai¢iuota pagal brangiausius reagentus ir prietaisus. Kiti reagentai ir prietaisai
sudaro iki 10 % sumos, kurig sudaro brangiausi reagentai ir prietaisai. Prietaisy kaina
apskaiCiuota remiantis naudoto prietaiso nusidévéjimu t. y. jeigu naujas prietaisas kainuoja
100000 Lt, o nusidévéjimo laikotarpis yra 8 metai, vadinasi per 1 dieng naudojamas prietaisas
praranda ~ 34 Lt vertés.

11 lentelé. Brangiausiy reagenty ir prietaisy, naudoty pelés prioninio baltymo gamyboje duomenys

Reagentas ir Prietaisas Viso sunaudota Kaina Viso kaina, Lt

0,22 pm pory dydzio filtrai 20 4,75 Lt/vnt. 95
AA/Bis 40 % 60 mL 0,27 Lt/mL 16,2

Akta Explorer 7 dienos 108 Lt/diena 756

Akta Purifier 1 diena 54 Lt/diena 54

Ampicilinas 3449 3,5 Lt/g 11,9
Elektroforezés dazas 240 mL 0,31 Lt/mL 74,4
Giminingumo chromatografijos sorbentai 5mL 38,88 Lt/mL 1944
Glutationas 8,69 215 Lty 184,9

Guanidino chloridas 98 % 8209 0,1Lt/g 82
Guanidino chloridas 99,7 % 8049 0,98 Lt/g 787,92
Imidazolas 1709 0,78 Lt/g 132,6

PTG 811g 30,95 Lt/g 251

Jony mainy chromatografijos sorbentas 3,75 mL 8 Lt/mL 30

Mitybiné terpe 4L 6,8 Lt/L 231

Molekulinis markeris 48 uL 0,38 Lt/ uLL 18,24

NDS 129 0,70 Lt/g 8.4

Stericup 150 1vnt. 23,67 Lt/vnt. 23,67
Stericup 250 7 vnt. 41,67 Lt/vnt. 291,69

Trombinas 710 vnt. 0,84 Lt/vnt. 596,4

I§ viso: 3839,72
Kiti reagentai ir prietaisai sudaro 10 % nuo galutinés sumos: 383,97Lt
70 mg pelés prioninio baltymo (MoPrP23-230) gamyba kainavo: 4223,69 Lt, 1mg baltymo kaina: 60,33 Lt

Pelés prioninj baltymg galima nusipirkti ir i§ jmoniy, taciau jo kaina yra labai didelé (12
lentelée).

12 lentelé. Prioniniy baltymy kainos

Imoné Produkto kodas 1 mg MoPrP23-230 kaina, Lt
Abcam® ab74056 19965
Jenabioscience | NM_011170 / P04925 15525

Kaip matome i$ 12 lentelés, pirkti pelés prioninj baltymg yra labai brangu, todél ir tenka jj

gamintis patiems.
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4. ISVADOS

1. E. coli BL21 Star "(DE3) kamienas yra labiau nei E. coli BL21(DE3) kamienas tinkamas
MoPrP23-230 gamybai.

2. Atrinktos transformanty kolonijos, kurios ekspresavo MoPrP23-230 ir kuriy kultiiros
optinis tankis buvo didziausias. LB peptonas (Luria Broth) mitybiné terpé yra geriausia
transformanty auginimui.

3. Pelés prioninis baltymas (MoPrP23-230) renatiiruotas ir iSgrynintas giminingumo
chromatografijos metodu. Gauta 105 mg MoPrP23-230 (su histidinine uodega).

4. Histidininé uodega atskirta nuo MoPrP23-230, baltymas galutinai iSgrynintas jony
mainy chromatografijos metodu. Gauta 70 mg MoPrP23-230.
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