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IVADAS

Pavadinimas prionas (angl. prion) yra kilgs i$ angliSko termino proteinaceous infectious
particle (liet. uzkrediama baltyminé dalelé). Sis baltymas egzistuoja keliose formose, kurios
viena nuo Kitos skiriasi tretine struktiira. Visos formos yra suskirstytos j proteinazés K
skaidomas — PrP*" (nuo angl. sensitive), arba PrP® (nuo angl. cellular), ir j proteinazei K
atsparias — PrP"™ (nuo angl. resistant), arba PrPS¢ (nuo angl. scrapie). PrP¢ randamas jvairiy
audiniy lgsteliy plazminés membranos iSorinéje puséje, prie kurios yra prijungtas per
glikofosfatidilinozitolio inkarg. Nors jo funkcija néra galutinai suprasta, maza tarprii§iné geno
divergencija (van Rheede et al., 2003) bei grieztai reguliuojama geno raiska imuniniy lasteliy
diferenciacijos ir aktyvacijos laikotarpiais parodo $io baltymo fiziologine svarba. Baltymas taip
pat geba prisijungti vario jonus, todél gali dalyvauti vario jony homeostazés palaikyme. PrP>
turi pakitusiag treting struktiirg ir yra jvairiy ligy sukéléjas, kuriy bendras pavadinamas —
spongiforminés encefalopatijos (SE). Tarp SE patenka Creutzfeldt-Jakob liga (CJL),
Gerstmann-Strausser-Scheinker sindromas (GSS), Kuru ir mirtina nemiga (MN). PrPs
pasizymi iSskirtiniu gebéjimu pakeisti normalios konformacijos baltymg j proteinazei K
atsparig forma. Siuos konformacinius poky¢ius seka amiloidiniy agregaty susidarymas bei
neurony Ziitis. Amiloidiniy fibriliy, panasiy j PrP%, galima pasigaminti i§ rekombinantinio
baltymo, panaudojant denatiirantus (uréja arba guaniding). De novo pagamintos fibrilés taip pat
gali vykdyti savireplikacijg ir yra atsparios proteinazei K, ta¢iau dazniausiai yra neinfektyvios
(Weissmann, 2005).

Sio bakalaurinio darbo tikslas buvo istirti rekombinantinio Zmogaus priono baltymo
(huPrP23-231) fibriliy toksiskumg zmogaus véZinéms lgsteléms.

Darbo uzdaviniai:

1. Patobulinti huPrP23-231 baltymo gryninimo metodikg ir gauti didesne jo iSeiga.
2. Pasigaminti huPrP23-231 fibriliy jvairiomis sglygomis.

3. [Istirti fibriliy poveikj vézinéms lgsteléms.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Priono baltymo struktiira

Priono baltymo genas (PRNP — Zzmogaus, Prnp — pelés) zmoguje randamas 20-0je
chromosomoje, peléje — 2-0je chromosomoje. Genas sudarytas i§ dviejy egzony (peléje i$ trijy),
taciau visa 253-jy aminortigsciy baltymo seka koduojama 2-ajame egzone (Lloyd et al., 2011).
Posttransliaciniy modifikacijy metu, pirma nukerpamas signalinis peptidas nuo N galo (23
aminortgstys), o véliau, kai prikabinamas glikofosfatidilinozitolio inkaras, nukerpamas ir nuo
C galo (23 aminoragstys). Priono baltymas turi vieng disulfidin; tiltelj tarp Cys179 ir Cys214.
Subrendes lastelés pavirSiaus baltymas turi nestruktiirizuota domeng N gale, kuriame yra 5
oktapeptidiniai pasikartojimai, ir a-spiralizuota C galinj domeng su dviem glikozilinimo
taikiniais (Asn181 ir Asn197) (1.1 pav.). Glikozilinimas skiriasi tarp skirtingy lasteliy rsiy
(Lloyd et al., 2011).

1.1 pav. Dvi zmogaus prioninio baltymo formos. PrPC yra normalios konformacijos baltymas,
0 PrP¢ yra infektyvi baltymo forma, turinti zymiai daugiau B klos¢iy (pagal bio.davidson.edu,
2003)



1.1.1. Oktapeptidiniai pasikartojimai

Didziaja dalj N galo domeno sudaro oktapeptidiniai pasikartojimai, turtingi prolinu ir
glicinu. Sis regionas evoliucijos metu isliko konservatyvus, ta¢iau pasikartojimy skaidius gali
skirtis tarp rii§iy. Zmogaus PrP turi keturias idealiai sutampancias sekas PHGGGWGQ (60-91
aminoriigstis) ir penktaja, kurioje histidinas pakeistas glutaminu. Specifinése salygose (pvz. kai
yra susiri§¢ su ligandais) Sie pasikartojimai jgauna dalinai tvarkingg struktiirg. Tai leidzia

nustatyti jy treting strukttrg (Surewicz ir Apostol, 2011).

Tyrimuose buvo nustatyta, kad histidinas ir triptofanas, esantys pasikartojimuose, yra
biitini Cu?* jony prisijungimui. IStyrus peptido HGGGW kristaling struktiira rentgeno
spinduliais, nustatyta, kad susidaro B linkis, apsupantis ir koordinuojantis Cu?* jong per glicino
pagrindinés grandinés azoto ir deguonies atomus bei histidino ir triptofano Sonines grandines.
Spektroskopiné analiz¢ parodé, kad tokia HGGGW peptido struktira gali biiti pritaikyta

visiems keturiems histiding turintiems pasikartojimams.

Oktapeptidinis pasikartojimas be Cu?* taip pat gali prisijungti polianijonus, tokius kaip
glikozamino glikanai, heminas, oligonukleotidai ir nukleortigstys (Linden et al., 2008). Peptido
be ligando branduoliy magnetinio rezonanso (BMR) tyrimas parodé¢, kad fiziologinémis

salygomis nusistovi pusiausvyra tarp  linkio ir i§sivyniojusios struktiiros.

Oktapeptidinis pasikartojimas néra bitinas priono infektyvumui. Taciau yra duomeny
apie jo svarbg spontaninei agregacijai, nors jis ir nepatenka j infektyvaus PrP¢ B klosciy
regiong. Papildomo oktapeptido jterpimas baigiasi paveldimomis prioninémis ligomis. Tai
buvo patvirtinta Zzmogaus priono baltymg ekspresuojanciai pelei j geng jterpus papildoma
pasikartojimg koduojancig sekg. Pelé susirgo spontanine neurodegeneracine liga. Taigi, nors
oktapeptidai néra biitini PrPS¢ patogeniskumui, jie atlieka svarby vaidmenj spontaninéje

normalios baltymo konformacijos virsme j infektyvig (Surewicz ir Apostol, 2011).

1.1.2. C galo domenas

Jau i3spresta daugiau nei dvylika laukinio tipo ir jvairiy sutrumpinto PrP¢ baltymo BMR
bei rentgeno spinduliy difrakciniy vaizdy. Taip pat nustatyta bent 14-os kity stuburiniy PrP®
struktiiros naudojant BMR. Sios struktiiros parodo tris konservatyvias a spirales ir dvi  juostas,
kurios sudaro antiparalele B kloste. Antra ir trecia spiralés sudaro strukttiros pagrindg ir yra

sujungtos disulfidiniu tilteliu tarp Cys179 ir Cys214. PrP turi nejprastai maza hidrofobinj



centrg. PavirSiuje yra daug hidrofiliniy ir kriivj turin¢iy aminortagsciy (Surewicz ir Apostol,
2011).

Nepaisant to, kad skirtumai tarp jvairiy gyviny rasiy priono baltymo yra labai nedideli,
Kilpa, esanti tarp antrosios [3 juostos ir antrosios o spiralés (Zzmoguje 165-175 aminoragstys),
yra ganétinai variabili. Daugumos $i kilpa yra lanksti, tac¢iau elniniy Seimos atstovy baltyme ji
yra stabilios konformacijos. TarpriiSiniai tyrimai parodé¢, kad liga perduoti gali tik tie individai,

kuriy kilpos yra panasios (Gossert et al., 2005).

1.2.  Prionizacijos mechanizmai

Siuo metu egzistuoja du pasiiilyti mechanizmai, kaip galéty vykti natyvaus PrP baltymo
prionizacija (PrP€ virtimas PrP¢). Pagal heterodimerinj modelj (heterodimer refolding model),
dar zinoma kaip paremtz 3ablonu, PrPS¢ egzistuoja kaip monomeras, termodinamigkai
stabilesnis uz PrPC. Sis termodinamiskai stabilesnis konformeras yra kinetikai nepasiekiamas.
Tokio mechanizmo kritinis etapas yra PrP*¢ ir PrP¢ (arba dalinai destabilizuoto PrPC)
heterodimero susidarymas (Prusiner, 1991). Tokiu atveju PrPS biity kaip $ablonas,
katalizuojantis PrP® virtima j termodinamiskai stabilesnj PrPS¢. Nors toks mechanizmas yra
jmanomas, néra jokiy duomeny apie stabilaus PrP>® monomero egzistavimg. PrieSingai, visi

duomenys rodo, kad prionizacijg inicijuojanti dalelé yra oligomerinés kilmes.

Modelis, suderinamas su PrPS¢ oligomerine prigimtimi, yra vadinamas nukleacinés
polimerizacijos mechanizmu (nucleated polymerization mechanism). Pagal jj, konformaciniai
pokygiai tarp PrPC ir PrPS¢ yra grjztami, ta¢iau PrPS monomeras yra daug maziau stabilus uz
PrP€. PrP¢ stabilizuojasi tik susidarius oligomeriniam branduoliui, nors pati nukleacija yra
termodinamiSkai nepalanki. Nepaisant to, susiformavus branduoliui prie jo gali jungtis
monomerinis PrP®, keisdamas konformacija j PrP>°. Tokio mechanizmo greitj ribojanti stadija
yra ne konformaciniai poky¢iai, bet nukleacijos procesai. Sios stadijos, atsakingos uz lag faze,
svarbg galimg panaikinti pridedant PrPS s¢klos (kitame eksperimente susidariusiy PrPS
oligomery) (Surewicz ir Apostol, 2011). Prionizacija in vivo ir in vitro gali biiti pagreitinta,
didelius PrPS¢ agregatus suardant j mazesnius. In vitro atveju, tam galima panaudoti ultragarso
aparata, o Igsteléje tokig funkcijg atlicka Saperonai (Shorter ir Lindquist, 2006, Knowles et al.,
2009).
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1.3.  PrPsc struktiiros modeliai

Furje transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos (FTIR) ir apskritiminio
dichroizmo tyrimais nustatyta, kad didele dalj PrP>¢ sudaro B klostés. Anks¢iau FTIR duomeny
interpretacijos rodé¢, kad PrP> islaiko didiaja dalj o spiralinés struktiiros, ta¢iau naujausi
tyrimai, atlikti Smirnovo et al. parodé, kad FTIR spektro juosta ties ~1660 cm™ priskirta o
spiraléms yra ir rekombinantinio (rPrP) baltymo fibriliy spektre. Pastarosios fibrilés neturi o

spiraliy, todél nuspresta, kad ir PrPC virsmo j PrPS° metu jy nebelicka (Requena ir Wille, 2014).

Tiesioginiy duomeny apie pacios fibrilés ketvirting struktiirg néra daug. Kryptingo vietos
zyméjimo sukiniu (site-directed spin labeling) kartu su elektrony paramagnetinio rezonanso
(EPR) spektroskopija buvo parodyta, kad fibril¢je, susidariusioje i§ rekombinantinio baltymo,
monomery P klostés iSsidésto lygiagre€iai ir paraleliai viena kitai (1.3 pav.) (Cobb et al., 2007).
EPR tyrimas parodé, kad B klostyta struktiira rPrP> prasideda tik nuo ~160 aminoriigsties ir
tesiasi iki C galo, tuo tarpu i§ smegeny i$skirto PrPS° B klostyta struktiira prasideda nuo ~90
aminorigsties (Lloyd et al., 2011, Surewicz ir Apostol, 2011). Sie duomenys patvirtino
vandenilio pakeitimo deuteriu greicio tyrimy atlikty masiy spektrometru rezultatus (Smirnovas
et al., 2009). Tokie skirtumai gali buti kriiviy persiskirstymo pasekmé, nes rPrP néra

glikozilintas, o taip pat neturi ir glikozilfosfatidilinozitolio inkaro. Arba tokiai strukttrai

susidaryti neleidzia in vitro fibriliy gamyboje naudojami denattrantai (uréja arba guanidino
hidrochloridas).

1.3 pav. Zmogaus prioninio baltymo fibrilés struktiira, sumodeliuota pasinaudojus EPR
spektroskopijos duomenimis (pagal Cobb et al., 2007).

1.4.  Priony kamienai

Prionai pasizymi Ssavybe sudaryti kamienus. Kamienai — tai skirtingos amiloidinés

fibrilés, turinCios tg pacig pirmine struktiirg. Kiekvienas kamienas sukelia kitokias SE ligas,
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pasizymin¢ias savo inkubaciniu periodu, simptomais bei neurodegeneraciniu pobiidziu
(Gambetti et al., 2011, Safar et al., 1998). Atliekant tyrimus su Sirijos ziurkénais, buvo
parodyta, kad egzistuoja 8 kamienai, kuriais uzkrétus gyviing iSsivysto skirtingos SE formos
(Safar et al., 1998). Atliekant kamieny tyrimus tarprasiniuose eksperimentuose, pastebétas
inkubacinio periodo pailgéjimas. I§ A riisies iSskirtu PrP*¢ uzkrétus B riiies gyviing, jam
simptomai pasireik§davo véliau, nei uzkrétus tos pacios rusies gyviing. Taciau 1§ taip uzkrésto
B gyviino i§skyrus PrP* ir juo uZkrétus jo rii§ies atstova, inkubacinis periodas sutrumpédavo.
Taip parodyta, kad tarpraisinio uzkrétimo metu kamienas mutuoja ir tik tada gali efektyviai vykti
prionizacijos (fibriliy augimo) procesas (Afanasieva et al., 2011). Idomu tai, kad daznai
informacija apie pirming kamieno struktiirg iSlieka. I§ B riiSies gyviino i$skyrus PrP*¢ ir juo
uzkrétus A ruSies atstova, jo organizme pradeda augti fibrilés, savo struktiira identiSkos

pirminiam uzkratui (Collinge ir Clarke, 2007).

1.5.  Prioninés ligos

Priono baltymas, sudarydamas amiloidines fibriles, gali tapti toksiskas. Siuo metu jau
Zinoma ne viena liga, kurig sukelia neteisingai susilankstes priono baltymas. Jos vadinamos
spongiforminémis encefalopatijomis arba kitaip — kempinlige. Kempinligés pavadinimas kilo
i§ atsirandanciy morfologiniy pakitimy, kurie padaro smegenis panaSias j kemping. Ligos
skirstomos j spontanines (85-90 %), paveldimas arba genetines (10-15 %) ir uzkre¢iamasias
(1-3 %). Spontaniné forma dar vadinama spontanine CJL (SCJL). Genetinés formos skaidomos
1 gCJL, GSS sindromg bei MN. UZkre¢iamosioms ligoms priskiriama Kuru, jatrogeniné (JCJL)
ir naujo varianto CJL (vCJL) (Takada ir Geschwind, 2013). Visoms ligoms budingi
spongiforminiai pokyciai, neurony Ziitis, astrocitozé ir amiloidinés démés. D¢l morfologiniy
pakitimy i$sivysto jvairts psichikos sutrikimai. Paskutingje stadijoje i$sivysto silpnaprotysté ir

mioklonijos (trumpi kiino ar jo daliy trikéiojimai) (Collinge, 2001).
1.5.1. Spontaniné Creutzfeldt-Jakob liga

Spontanine Creutzfeldt-Jakob liga susergama ne dél genetiniy mutacijy ar uzkrato i$
1Sorés. Ji i8sivysto dél atsitiktiniy baltymo konformacijy kitimo ir organizmo nesugeb¢jimo
laiku suardyti besiformuojandiy prionizacijos centry (Takada ir Geschwind, 2013). Zmoniy
jautrumg $iai ligai lemia PRNP geno, koduojancio priono baltyma, 129 kodono polimorfizmas.
Heterozigotai, turintys 129 kodone valing (V) arba metioning (M), ir valino homozigotai yra
atsparesni uz metionino homozigotus (Lloyd et al., 2011, Tahiri-Alaoui et al., 2004). sCJL

skirstoma j du tipus pagal proteinazei K (PK) atsparaus PrP*¢ dydj. Pirmo tipo PrPS¢ PK atsparus
12



regionas prasideda nuo 82 aminortigsties ir turi mase lygiag ~21 kDa. Antro tipo prasideda nuo

97 aminortigsties ir yra ~2 kDa lengvesnis (Cali et al., 2006).

Vidutiniskai liga trunka 7 ménesius. 90 % pacienty mirSta per pirmuosius metus. Ilgiau
iSgyvena jauni, moteriSkos lyties ir heterozigotiniai (M/V 129-ame kodone) pacientai.

Dazniausiai suserga 50-70 mety asmenys.

1.5.2. Genetiné Creutzfeldt-Jakob liga

Siuo metu yra Zinoma daugiau nei 40 PRPN geno mutacijy, sukelianéiy prionines ligas.
Viena i§ jy yra genetiné Creutzfeldt-Jakob liga, kurios simptomai labai panasus j sCJL, taciau
ja susergama anks¢iau ir ligos trukmé yra didesné. Sig liga dazniausiai sukelia E200 K mutacija
(Brendel et al., 2013). D178N mutacija priklausomai nuo 129-o0 kodono polimorfizmo gali
sukelti tiek gCJL tiek mirting nemiga. D178N kartu su V129 sukelia gCJL, o esant M129
sukelia mirting nemigg. Kitos refiau pasitaikancios mutacijos: V1801 M129, T183A M129,
R208H M/V129, V2101, M232R (Brown ir Mastrianni, 2010). Oktapeptidy skaiéiaus
padidéjimas baltyme taip pat tiesiogiai siejamas su gCJL. Natiraliai baltymas turi 5
pasikartojimus, ta¢iau pacientuose, sergan¢iuose gentine Creutzfeldt-Jakob liga, buvo aptikta
nuo 2 iki 9 papildomy seky (Colby ir Prusiner, 2011). Smegeny skys¢io tyrimai parodé apie tris
kartus sumazéjusia PrP® koncentracija, palyginus su kontrole, bei apie du kartus maZzesne,

palyginus su sCJL pacietais (Schmitz et al., 2014).

1.5.3. Gerstmann-Strausser-Scheinker sindromas

1989 metais buvo nustatyta, kad PRNP geno 102-0s baziy poros mutacija, dél kurios
prolinas pakei¢iamas j leucing, sukelia GSS sindromg. Tai buvo pirmas svarus jrodymas, kad
prioninés ligos gali buti ne vien infekcinés, bet ir genetinés kilmés (Colby ir Prusiner, 2011,
Riudavets et al., 2013). Véliau nustatyta ir daugiau mutacijy, siejamy su GSS sindromu. Keletas
i§ jy bty Sios taskinés mutacijos: P105L(T/S), A117V, F198S, Q217R. Visais atvejais 129 cis
kodonas turi koduoti valing (Brown ir Mastrianni, 2010). Kita jdomi mutacija yra 144 baziy
pory jsiterpimas j atvirojo skaitymo rémelio koduojamg oktapeptidy regiong (Poulter et al.,
1992, Xiao et al., 2013). GSS sindromas yra autosominis dominantinis sutrikimas (Collinge
2001). Pacientams dazniausiai padidéja 14-3-3 baltymo koncentracija smegeny skystyje, o taip
pat susidaro didelés netirpaus PrP¢ baltymo sankaupos. Pirminiai simptomai yra ataksija ir

parkinsonizmas, o ligos trukmé yra apie 5 metai (Takada ir Geschwind, 2013).
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1.5.4. Mirtina nemiga

Mirtina nemiga yra reta liga, daZniausiai prasidedanti progresyvia nemiga ir
disautonomija, véliau pasireiskia motoriniais ir kognityviniais sutrikimais. Galiausiai nemiga
sukelia haliucinacijas. MN neuropatologija pasireiSkia glioze ir neurony Zatimi.
Spongiforminiai poky¢iai neryskiis, o PrPS° sankaupos nedidelés (Jansen et al., 2011). Mirting
nemigg sukelia vienintelé priono baltymo geno D178N mutacija, kai 129-as kodonas koduoja
metioning (cis; pacientai turintys D178N-V129 daZniausiai suserga gCJL) (Takada ir
Geschwind, 2013). Vidutinis pacienty amzius ~50 mety, o liga trunka nuo 1 iki 2 mety (Brown
ir Mastrianni, 2010).

1.5.5. Kuru

Kuru tai prioniné liga, kurig sukelia patogenas, patekes i§ sergan¢io Zzmogaus. Pragjusio
Simtmecio pradzioje Papua Naujosios Gvinéjos Ryty aukStumose gyvenancioje fory gentyje $i
liga buvo pasiekusi epideminj lygj. Nors paprastai prioninémis ligomis uzsikrec¢iama labai retai
(reCiau nei vienas i§ milijono), toks didelis susirgimy skai¢ius gentyje gali biiti paaiskintas labai
paprastai. Fory gentis tur¢jo paprot] mirus gentainiui surengti puota, kurios metu buvo
suvalgomas kiinas. Vyrai suvalgydavo raumenis ir beveik nesirgdavo kuru liga, o moterys ir
vaikai sirgo daug dazniau, nes valgydavo smegenis, kuriose daugiausia PrP>¢ sankaupy, ir kitus
vidaus organus. Manoma, kad i§ pradziy spontanine CJL sirgo vienas gentainis, o jam mirus,
Sia liga uzsikrété ir kiti, taip liga iSplito. Vélyvajame 5-ajame deSimtmetyje uZdraudus

kanibalizmg susirgimy skai¢ius zymiai sumazéjo (Collinge, 2001).

Kuru dar vadinama juoko liga, nes paskutinése stadijose ligoniams pasireiskia nevaldomi
juoko priepuoliai. Inkubacinis ligos periodas gali biti nuo 4,5 iki daugiau nei 40 mety. Trumpas
inkubacinis periodas siejamas su patogeno patekimu per zaizdas ar akis. Uzsikrétus oraliniu
budu, ligos simptomai pasirodo mazdaug po 40 mety. PasireiSkus pirmiesiems simptomams

zmogus vidutiniskai iSgyvena vienerius metus (Collinge, 2001).

1.5.6. Jatrogeniné Creutzfeldt-Jakob liga

Jatrogenine Creutzfeldt-Jakob liga uZsikreCiama per netinkamai sterilizuotus
neurochirurginiy operacijy instrumentus, elektroencefalografo elektrodus, vartojant hormonus
(augimo hormonus arba gonadotroping), isskirtus i§ zmogaus hipofizio, per ragenos
transplantus bei kietojo smegeny dangalo persodinimo metu. Svarbu paminéti, kad uzkratui

patekus per akis ar tiesiai ] smegenis, ligos progresas ir simptomai primena klasiking CJL, o
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patekus i$ periferijos blina panasis j kuru ligg. Inkubaciniai periodai trunka nuo 19 iki 46 mén.

pirmuoju atveju bei vidutiniskai 15 mety antruoju atveju (Collinge, 2001).

1.5.7. Naujo varianto Creutzfeldt-Jakob liga

Naujo varianto Creutzfeldt-Jakob liga pirmg kartg nustatyta 1995 m. ir tai vienintelé iki
Siol zinoma prioniné liga, kuria uZsikre¢iama ne nuo zmogaus, bet tiesiogiai nuo kito gyviino.
Sia liga uZsikreGiama valgant maisto produktus, pagamintus i§ karviy, sirgusiy galvijy
spongiformine encefalopatija (GSE). Jungtinéje Karalystéje GSE buvo smarkiai i$plitusi dél
skrepi liga sirgusiy aviy naudojimo galvijy pasarams. Visai nesenai buvo nustatyta, kad vCJL
galima uzsikrésti ir perpilant kraujg (Takada ir Geschwind, 2013) .

Beveik visy pacienty, sirgusiy vCJL, PRP genas buvo homozigotinis pagal 129 kodona
suserga jaunesni, vidutiniSkai 27 mety zZmonés, o liga trunka ilgiau, apie 14,5 ménesio.
Smegenyse randamos fibrilinio PrPS¢ démés, apsuptos spongiforminémis vakuolémis (Takada
ir Geschwind, 2013).

1.6.  Amiloidinio PrP toksiskumo tyrimai in vivo

Norint patvirtinti ,,tik baltymo* teorija, teigiancia, kad prionines ligas sukelia amiloidine
priono baltymo forma ir §iam procesui nereikalingos jokios Kitos pagalbinés medziagos, buvo
atliekama de novo baltymo agregacija ir toksiskumo tyrimai su pelémis. Vienas pirmyjy toks
eksperimentas buvo atliktas su pelémis ir sutrumpintu rekombinantiniu pelés priono baltymu
(moPrP89-231). Sis baltymas atitinka proteinazei K atsparig PrP¢ baltymo dalj. Amiloidinés
fibrilés buvo paruoitos naudojant protokolus su sékla ir be jos. Siuo atveju sékla — i§ SE
sergancios pelés isskirtas PrPS¢. Fibrilés paruostos naudojant buferj su uréja. Eksperimento
metu jos buvo suleistos transgeninéms (Tg) peléms su 16 karty padidinta moPrP89-231 raiska
(palyginus su normalia moPrP raiska). Abiejy tipy fibrilés sukélé neurologinius defektus, taciau
ju pobidis ir laikas iki jiems atsirandant buvo skirtingas. Taip atsitiko, nes susidaré skirtingy
kamieny fibrilés. Sis tyrimas parod¢, kad prioninio baltymo uztenka ligai sukelti (Legname et
al., 2004). Vélesni tyrimai parodé, kad priklausomai nuo salygy susidaro skirtingomis
patogeninémis savybémis pasizymincios fibrilés. Keiciant denattiranto koncentracijg ir
temperatiirg, susidaro skirtingo stabilumo fibrilés. Stabilumas tiesiogiai koreliavo su
inkubaciniu periodu, tai reiskia, kad didéjant stabilumui ilgéja inkubacinis laikas (Colby et al.,
2009).
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Kiti in vivo tyrimai buvo atlikti su fibriléemis, susidariusiomis naudojant Protein
Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) metoda. Su §iuo metodu mokslininkams pavyko PrP¢
paversti proteinazei K atsparia forma, j reakcijos misinj pridéjus lipidy bei sintetiniy arba
natiiraliy polianijony. I§ Sirijos Ziurkéno smegeny iSgrynintas PrPC ir lipidy miSinys buvo
papildytas poli(A) RNR. Susidar¢s PrP™ buvo suleistas laukinio tipo Ziurkénams. I$sivyste
neurodegeneraciniai smegeny pazeidimai parod¢, kad smegenyse esantys polianijonai gali

daryti jtakg baltymy agregacijai (Deleault et al., 2007).

1.7. Amiloidinio PrP toksiskumo tyrimai in vitro

Tyrimuose buvo pastebéta, kad skrepi liga uzkrésty peliy ir Creutzfeldt-Jakob liga
sergan¢iy zmoniy smegeny audiniuose yra padidéjusios Fe?* ir Fe* jony koncentracijos.
Atlikus in vitro eksperimentus su PrP¢ baltyma ekspresuojan¢iomis Zzmogaus neuroblastomos
lastelémis, pastebéta, kad padidinus geleZies jony koncentracija, sukeliama PcPC konversija j
PK atsparig forma. Gelezies jony koncentracijos sumazinimas turi prieSinga efekta. ScN2a
lasteles, kurios kaupia PrPS¢, paveikus deferoksaminu, surisané¢iu geleZies jonus, PK atsparios

baltymo formos zenkliai sumazéjo (Basu et al., 2007).

Naujausi tyrimai parod¢, kad dideliy fibriliy formavimasis gali turéti apsauginiy funkcijy.
Oligomerai, sudaryti i§ 14 — 28 PrP molekuliy ir dar nesudarantys fibrilinés struktiiros, yra patys
toksiskiausi. Jiems augant susidaro didelés fibrilés, kurios yra beveik nekenksmingos. Siam
tyrimui i§ Ziurkéno smegeny buvo isskirtas PrP*¢ ir susmulkintas naudojant ultragarso aparata
bei detergentus. Frakcija, sudaryta i§ 14 — 28 molekuliy ilgio oligomery, pasizyméjo didziausiu
toksiSkumu. Tokio pat dydzio oligomerai sudaryti i§ rPrP buvo beveik vienodai kenksmingi.

Rezultatai patvirti in vivo (Huang et al., 2013).

Ieskant priony replikacijg stabdanciy ir toksiSkumg mazinanciy medZiagy, kurios biity
naudojamos prioninéms ligoms gydyti, atlikta jau keliasdeSimties junginiy analizé. Skrepi ligos
priony kamienu uzkréstos ScN2a lgstelés buvo veikiamos jvairiais junginiais ir ELISA metodu
nustatoma PK atsparaus baltymo kiekis (Bertsch et al., 2005, Kocisko et al., 2003,
Ghaemmaghami et al., 2010). Jau atrasta junginiy, sumazinan¢iy toksisko baltymo formos
koncentracija arba stabdanciy baltymo formos konversija. In vitro atrinkti junginiai buvo
iSbandyti in vivo tyrimuose su pelémis. Gyvenimo laikas po uzkrétimo buvo pratestas dvigubai,
tadiau galiausiai smegenyse vis tiek susiformuodavo PrP* démés ir gyviinai zidavo dél

smegeny pazeidimy. Taip pat pastebéta, kad ilgai veikiant Siais junginiais priony kamienas
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mutuodavo. Naujasis kamienas jgaudavo atsparuma tiriamai medziagai. Tai paaiskina, kodél

vis dar nepavyksta ligos iSgydyti, o tik pristabdyti progresija (Ghaemmaghami et al., 2014).

1.8. Izvalgos apie toksiSkumo mechanizmus

Nesenai buvo parodyta, kad endosominis perdirbimo skyrius (angl. endosomal recycling
compartment) yra viena i§ tikétiny viety, kurioje vyksta PrP® konversija j PrP*¢. Posinapsiniame
neurone, signalo perdavimo metu, i§leidZiami vario jonai, kurie stimuliuoja PrP® endocitoze
bei skatina PK atsparios prioninio baltymo formos susidaryma (Pauly ir Harris, 1998). Vario
jony metabolizmo sutrikimai galéty sutrikdyti sinapsés veikima bei paskatinti prioninio
baltymo konversijag endosominiame perdirbimo skyriuje. Toks mechanizmas tinka paaiskinti
spontaniniy SE atsiradima, kuriy metu sunyksta sinapsés, o jy vietose randamos patogeninio

baltymo sankaupos (Marijanovic et al., 2009).

PrP¢ saveikauja su baltymais N-CAM (angl. neuronal-cell adhesion molecule) ir
lamininu, dalyvaujanéiais singnaliniuose keliuose, taip pat su lasteliy sgveikos baltymais
vitronektinu, laminino receptoriaus prekursoriumi ir glikozaminoglikanais, bei su sinapsinu Ib,
dalyvaujanéiu formuojantis sinapsinéms piisleléms ir i§skiriant neuromediatorius. PrP¢ Kkartu
su N-CAM ir lamininu, per p5S9Fyn kinazés aktyvacijg ir MAPK signalinj kelig, dalyvauja
neuritogenezéje. Streso indukuojamo baltymo 1 (Sti1, angl. stress-inducible protein 1) ir PrP¢
sgveika pagerina trumpalaikés atminties formavimasi ir ilgalaikés atminties jtvirtinima. Taip
pat ji suzadina prieSapoptozinius signalus. Patologinio PrP*¢ formavimasis gali sukelti signalo
perdavimo, lgsteliniy rySiy bei sinapsiy pakitimus. Sergant prioninémis ligomis, MAPK
signalinio kelio reguliacija yra sutrikusi. Tai parodo jo aktyvy veikimg patogenezéje (Benetti ir
Legname, 2009). Sirijos Ziurkéno, uzkrésto 263K skrepi kamienu, smegenyse nustatyti padidéje
c-Jun N galo kinazés, p38 MAPK ir uzlgsteliniy signaly reguliuojamy kinaziy aktyvumai (Lee
et al., 2005).

1.9. Rekombinantinio prioninio baltymo gryninimas

Gryninant rekombinantinj prioninj baltyma i§ Escherichia coli bakterijy, susiduriama su
dviem pagrindinémis problemomis. Pirma, bendra visy baltymy gryninimo problema yra ta,
kad baltymas gali kauptis intarpiniuose kiineliuose ir biiti netirpus. Antroji kyla i§ patogeninés
prioninio baltymo formos gebéjimo vykdyti PrP*" virtima j PrP™. Jei auginimo ar gryninimo
metu susidaryty PrP™ ir jis nebuty pasSalintas, eksperimentai atlikti su tokiu baltymu bity

netikslis, nes nebity galima norimomis sglygomis pasigaminti fibriliy de novo. Sioms
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problemos spresti gryninimo pradzioje baltymas yra denatliruojamas naudojant uréja arba
guanidino hidrochlorida. Taip pat pridedama glutationo, stipraus antioksidanto, kuris redukuoja
disulfidinius tiltelius, taip palengvindamas baltymo issilankstymg. Toliau gryninimas vyksta
dviem etapais. Pirmiausia vykdoma giminingumo (afininé) chromatografija, kurios metu

baltymas renattiruojamas (Middelberg, 2002), o véliau jony mainy chromatografija.

1.9.1. Giminingumo chromatografija

Giminingumo chromatografija yra paremta atrankiu sorbento ir baltymo jungimusi. Prie
sorbento gali buti prijungti substratai, inhibitoriai, kofaktoriai ar Kiti junginiai, kurie jungiasi
tik su specifiniu baltymu arba oligopeptidine seka. Sis metodas labai tinka baltymy gryninimui
i§ grubiy, neiSgryninty biologiniy misiniy (Cuatrecasas, 1970). Imobilizuoty metalo jony
afininé chromatografija (IMAC) yra vienas i§ giminingumo chromatografijos metody, kurios
metu sorbento funkcinés grupés chelatuoja pereinamyjy metaly jonus (Co?*, Cu?*, Ni?*, Zn?).
Tokia jonais pakrauta funkciné grupé atrankiai jungiasi su histidinu ir cisteinu. Metaly
chelatavimui dazniausiai naudojama iminodiacto ragstis, nitrilotriacto rugstis arba
trikarboksimetiletilendiaminas. Gaminant rPrP konstrukta daznai prie baltymo prijungiama 6
histidiny arba ilgesné seka, dél kurios gaunamos didelés iSeigos ir aukstas grynumo laipsnis.
IMAC gerai tinka prioniniy baltymy gryninimui, nes histidininés sekos giminingumas mazai
Kinta, esant net labai dideléms denatiranty koncentracijoms. Tai leidzia atlikti baltymo

renatiiracijg ant sorbento ir gauti gryna, bei teisingai susilankséiusj baltyma (Block et al., 2009).

1.9.2. Histidiny sekos nukirpimas trombinu

Giminingumo chromatografijai naudota histidiny seka turi buti paSalinta. Tam tikslui
pasiekti tarp histidiny sekos ir baltymo yra jterpiama Leu—Val-Pro—Arg—-Gly—Ser aminoragséiy
seka. Sia seka atpazjsta trombinas ir kerpa tarp Arg ir Gly. DaZniausiai naudojama nuo 1 iki 10
vnt. trombino vienam mg baltymo. Kirpimo greitis labiausiai priklauso nuo temperatiros, Kuri
gali varijuoti nuo 4 °C iki 37 °C. Norint patikrinti, ar pilnai paSalinta histidiny seka, reikia imti
meéginius ir atlikti analiz¢ NDS-PAGE arba masiy spektrometru. Reakcijai pilnai jvykus,
baltymo molekuliné masé turéty sumazéti apytiksliai 2 kDa (Vanderbilt.edu, 2005).

1.9.3. Jony mainy chromatografija

Jony mainy chromatografija grindziama skirtingg kriivj turin¢iy daleliy sgveika. Baltymai
turi funkcines grupes, kurios vandeniniuose tirpaluose gali jonizuotis. Jgaunamas krivis

priklauso nuo baltymo pKa ir buferio pH. Jony mainy chromatografijoje naudojami nesikliai,
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turintys funkcines grupes, galin¢ias jgauti teigiamg arba neigiamg kriivi. Pagal kriivi nesikliai
skirstomi } katijony mainy neSiklius, kurie turi neigiama krtvj ir gali prisijungti teigiamai
jkrautus baltymus, ir ] anijony mainy neSiklius, turincius teigiama krtivj ir galincius prisijungti
neigiamai jkrautus baltymus. Neigiamg kruv] turintys neSikliai dar vadinami riigStiniais, nes
kriivi suteikia disocijavusi riig§tiné grupé, o teigiamg kriivi turintys neSikliai vadinami

baziniais, nes kriivj suteikia prie bazinés grupés prisijunges protonas (Sasnauskiené, 2008).

Chromatografijos nesiklis parenkamas pagal baltymo stabiluma, santyking molekuling
mas¢ bei savituosius atskyrimo poreikius. Svarbu parinkti tokj nesiklj, kurio atrankaus veikimo
pH intervalas sutampa su baltymo stabilumo intervalu. PrieSingu atveju galima prarasti baltymo
aktyvuma arba gauti agregavusj baltyma. Eliucijai naudojami buferiniai tirpalai, kuriy pH yra
artimas tikslinio baltymo izoelektriniam taskui. Baltymus atskirti nuo sorbento galima keic¢iant

buferinio tirpalo pH arba palaikant pastovy pH, bet didinant joning jéga (Sasnauskiené, 2008).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Naudotos medziagos, terpés, tirpalai ir jranga
2.1.1. Naudotos medziagos

Darbe naudotos medziagos pateiktos pagal gamintoja:
AB Vilniaus degtiné: 96 % etanolis.

Fisher Scientific: TRIS, glicinas, SDS, imidazolas, dekstrozé, laktozé, MgSOa, triptonas, acto
rugstis, TEMED, EZ-Run baltymy dazymo tirpalas, EZ-Run baltymy molekulinés masés

markeris, glutationas, amonio persulfatas, akrilamido/bis-akrilamido 30 % tirpalas.

Acros organics (Fisher scientific padalinys): nikelio (Il) chlorido heksahidratas
(NiClz x 6H20), NaH2POs x H20, NaCl, NaOH, (NH4)2SO4, guanidino hidrochloridas (su
0,4 % SiOy), glicerolis, Na,SO4, NH4Cl, NazHPOa.

Carl Roth: KH2PO4, K2HPO4, natrio acetato trihidratas (C2HsNaO2 x 3H20), ampicilino natrio

druska, akrilamidas.
Oxoid: mieliy ekstraktas, kazeino hidrolizatas.

2.1.2. Fermentai

Fisher scientific: trombinas.
Gibco: tripsinas (,,TrypLE Express®).

2.1.3. Sorbentai

GE Healthcare: ,,Ni Sepharose 6 Fast Flow*, ,,CM Sepharose Fast Flow*.

2.1.4. Mitybinés terpés

Dulbecc'o modifikuota Eagle lasteliy mitybiné terpé (DMEM) su 10% fetaliniu verSiuky
serumu (FBS) ir 1% antibiotiky (,,Gibco*).

Agarizuota LB terpé: 10 g NaCl, 10 g peptono, 5 g mieliy ekstrakto ir 15 g agaro itirpinama

11 dejonizuoto vandens, pH 7. Terpé autoklavuojama 30 min. 121 °C temperatiiroje.

LB (Luria/Miller) terpé: 10 g NaCl, 10 g peptono ir 5 g mieliy ekstrakto istirpinama 1 |
dejonizuoto vandens, pH 7. Terpé autoklavuojama 30 min. 121 °C temperatiroje.
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Autoinduktyvi mitybiné terpé (ZYM-5052): 1 % kazeino hidrolizato arba triptono, 0,5 % mieliy
ekstrakto, 25 mM NazHPOQO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4Cl, 5 mM NazS04, 2 mM MgSQOa,
0,5 % glicerolio, 0,05 % dekstrozés, 0,2 % laktozés, 100 mg/ml ampicilino. Visos medZiagos
tirpinamos atskirai ir prie§ autoklavavimg supilamos j dvi talpas, atskiriant glicerolio,
dekstrozés ir laktozés tirpala nuo kity. Autoklavuojama 30 min. 121 °C temperattroje. Tirpalai

sumaiSomi ir pridedama antibiotiky.

S.0.C. mitybiné terpé: 2 g peptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 3,5 mM KCI, 10 mM NaCl, 10 mM
MgSOs, 10 mM MgClI; ir 20 mM gliukozés. Peptonas, mieliy ekstaktas, KCl ir NaCl tirpinami
97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min. 121 °C temperatiiroje. Atvésus iKi

kambario temperattiros pridedama magnio drusky ir gliukozés, sterilizuojama filtruojant.

2.1.5. Buferiniai tirpalai naudoti baltymy gryninime

Al. 100 mM K2HPOs, 10 mM Tris-HCI, pH 8. pH koreguojamas HCI tirpalu ir filtruojamas
per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

A2.50 mM imidazolo, 100 MM K2HPO4, 10 mM Tris-HCI, pH 8. pH koreguojamas HCl tirpalu
ir filtruojamas per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

A3. 700 mM imidazolo, 100 mM KH2PQO4, 10 mM Tris-HCI, pH 5,8. pH koreguojamas HCI
tirpalu ir filtruojamas per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtrg.

A4. 100 mM fosfatinis buferis, pH 5,8. Santykiu 23:2 sumaiSomi 1 M KH2POy4 ir 1 M K2HPO4
tirpalai ir praskiedziami dejonizuotu vandeniu. Jei reikia, pH koreguojamas NaOH arba HCI
tirpalais.

A5. 10 mM fosfatinis buferis, pH 5,8. Santykiu 23:2 sumaisomi 1 M KH2PO4 ir 1 M K2HPO4
tirpalai ir praskiedziami dejonizuotu vandeniu. Jei reikia, pH koreguojamas NaOH arba HCI
tirpalais.

B1. 6 M guanidino hidrochlorido, 10 mM glutationo, 100 mM KH2POas, 10 mM Tris-HCI, pH
8. Guanidino hidrochloridas uzpilamas 1 M KH2POg4 ir 1 M Tris-HCI tirpalais ir minimaliu
dejonizuoto vandens kiekiu. Tirpinama Sildant. IStirpus guanidino hidrochloridui tirpalas
centrifuguojamas 4700 g 10 min. Supernatantas nupilamas ir refraktometru pamatuojama
guanidino koncentracija. Prie$ pat naudojant j buferj pridedama glutationo ir NaOH tirpalu pH
koreguojamas iki 8. Praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki reikiamo tiirio ir filtruojama per

0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtrg.
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B2.1-2 M NaCl, 100 mM PO.*, pH 5,8. Santykiu 23:2 sumai$omi 1 M KH2POy ir 1 M K:HPO4
tirpalai, pridedama NacCl ir pripilama dejonizuoto vandens. pH koreguojamas NaOH arba HCI
tirpalais. Pripilama dejonizuoto vandens iki reikiamo tario ir filtruojama per 0,22 um pory

dydzio, 47 mm diametro filtra.

B3. 1-2 M NaCl, 10 mM PO.*, pH 5,8. Santykiu 23:2 sumai$omi 1 M KH2PO4 ir 1 M K;HPO4
tirpalai, pridedama NaCl ir pripilama dejonizuoto vandens. pH koreguojamas NaOH arba HCI
tirpalais. Pripilama dejonizuoto vandens iki reikiamo tiirio ir filtruojama per 0,22 um pory

dydzio, 47 mm diametro filtra.

C. 10 mM CH3COO:, pH 4. Santykiu 3:1 sumaisomi 1 M CH3COOH ir 1 M CH3COONa
tirpalai ir skiedZiami dejonizuotu vandeniu. pH koreguojamas NaOH arba HCI tirpalais.
PraskiedZziama dejonizuotu vandeniu iki reikiamo tirio ir filtruojama per 0,22 um pory dydzio,

47 mm diametro filtra.

2.1.6. Dazai lasteliy gyvybingumui nustatyti

MTT. 50 mg 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromido (MTT) istirpinama 10 ml

dejonizuoto vandens ir filtruojama per sterily 0,22 um filtra.
Hoechst 33342. Fisher Scientific.
Propidzio jodidas. Carl Roth.

2.1.7. Lasteliy linijos
SK-N-BE2 ir U87 lastelés padovanotos Bellvitge biomedicinos tyrimy instituto (IDIBELL),
Ispanija.

2.1.8. Naudota laboratoriné jranga

Autoklavas: ,,Raypa AHS-75 N*.

Centrifugos: ,,Technico Maxi®, ,,HiCen SR* (rotoriai: AF 6.500, AF 8.50.2 ir AS 4.500),
,Hettich Zentrifugen ROTOFIX 32 A“.

Chromatografiné kolon¢lé: ,,GE Healthcare XK 26/20%.

Chromatografiné sistema: ,,Akta purifier®.

Dializés Zzarna: 38,1 mm diametro ,,ZelluTrans/Roth*, kurios pralaidumas 6-8 kDa.
Elektroforezés apratai: ,,Biometra Minigel-Twin* su ,,Biometra PS300T* srovés Saltiniu.

Filtrai: 0,22 um pory skersmens, 47 mm diametro ,,Fisher Scientific®.
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Filtravimo indai: ,,Millipore Durapore™* 0,22 um pory dydzio, 73 mm diametro ir 150 ml
tario.

Homogenizatorius: ,,Carl Roth TT62.1°.
Koncentratoriai: ,,Amicron® Ultra — 15%, kuriy pralaidumas 10 kDa.

Magnetinés maisyklés: ,,VARIOMAG Maxi Direct”, ,,VELP Scientifica® ARE®, ,Fisher
Scientific Mini*.

Mikroskopai: ,,OLYMPUS IX71S1F-3%, ,,OLYMPUS CKX31*.

pH metras: ,,Thermo Scientific Orion DUAL STAR meter®.

Spektrofotometrai: ,,Shimadzu Scientific Instruments UV-1800 ir ,,Varian Cary Eclipse*.
Stukuriné maisyklé: ,,VELP Scientifica CLASSIC*.

Svarstykleés: ,,Kern & Soth PCB*, ,,Denver Instrument TP-214%,  KERN ABJ*.
Termostatai: ,,Fisher Scientific IB-15G*, ,,Fisher Scientific Mini“, , NUAIRE NU-5510/E/G*.
Termostatuojamos purtykles: ,,IKA Works KS 40001, ,,DITABIS MHR 23*.
Ultragarsinis homogenizatorius: ,,Bandelin Sonopuls®.

Ultragarso vonelé: ,,Elma Hans Schmidbauer Elmasonic One*.

Vakuminé filtravimo sistema: ,,Sigma-Aldrich®.

Laminaring¢ spinta: ,,NUAIRE 437-400E*.

Vario grotelés: ,,Agar Scientific* S162-3, vario grotelés dengtos polivinilacetato derva ir
anglimi su 53 um dydzio skylémis.

2.2. Metodai
2.2.1. Kompetentiniy lasteliy transformacija

Petri 1ékstelés su agarizuota LB terpe, turinéia 100 pg/ml ampicilino, §ildomos 1 val.

37 °C temperatiiroje.

I 100 pl kompetentiniy E. coli BL(21) Star™ (DE3) Igsteliy jdedama 1 pl plazmidinés

DNR ir inkubuojama lede 30 min.

Vykdomas kars¢io Sokas, 90 s laikoma 42 °C temperatiiroje, tada misinys perkeliamas j

ledo vonig ir joje inkubuojamas dar 2 min.

Ipilama 400 pl S.O.C. terpés ir 45 min. inkubuojama purtykléje (37 °C temperatiiroje
220 aps./min.).
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Centrifuguojama 2 min. 20 °C 3000 x g. Dalis supernatanto nupilama, Igstelés
suspenduojamos likusiame supernatanto kiekyje ir iSs¢jamos paSildytoje Petri Ie¢kSteléje ant

agarizuotos LB terpés. Termostate inkubuojama ~ 16 val. 37 °C.

2.2.2. Biomasés auginimas ir indukcija

Viena transformuota E. coli BL(21) Star™ (DE3) kolonija uzséjama j 50 ml LB terpés su

ampicilinu. Auginama per naktj 37 °C 220 aps./min. termostate.

10 ml naktinés kultiros uzs¢jama j 400 ml autoinduktyvios terpés ir auginama 37 °C

220 aps./min. termostate.

Po 2, 4 ir 5 val. imami kultiros méginiai. Atliekamas NDS-PAGE tikslinio baltymo

raiSkai nustatyti.

Nustacius raiskos padidéjimag 5 val. kultiiroje, biomasé surenkama lasteliy suspensija

centrifuguojant 30 min. 4700 x g.

2.2.3. Baltymuy elektroforezé

2.2.3 lentelé. Baltymy elektroforezés geliy sudétis

Apatinis skiriamasis 12 % gelis Virsutinis koncentruojamasis 4 % gelis

dH20 2,55 ml | dH20 1,27 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,53 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8 500 pl
40 % AA/BAA 1,83 ml 40 % AA/BAA 201 ul
10 % SDS 61 ul | 10 % SDS 20 ul
10 % APS 30,5 ul 10 % APS 10 pl
TEMED 3,65 ul TEMED 2 ul

Elektroforezes geliai ruo$iami sumaiSant medZziagas pateiktas 2.2.3 lentel¢je tokia tvarka,
kaip suraSytos. Pirmiausia ruo$iamas skiriamasis 12 % gelis. Ipylus APS ir TEMED miSinys
iSkart pilamas tarp elektroforezés ploksteliy, ant virSaus uzpilama dejonizuoto vandens. Po
40 min., geliui pilnai polimerizavus, paruosiamas koncentruojamojo gelio miSinys. Nuo
skiriamojo gelio pavirSiaus nusiurbiamas vanduo ir uZpilamas koncentruojamasis gelis.
Istatomos ,,Sukos® ir paliekama stingti 30 min. Geliui sustingus elektroforezés plokstelés

jstatomos ] elektroforezés aparata. Aparato rezervuarai pripildomi elektroforezés buferiu.
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ISimamos Sukos ir | susidariusius ,,Sulinélius® supilami méginiai ir molekulinis markeris.
Elektroforezés metu palaikoma pastovi 30 mA srové, o jtampa nevirsija 300 V. Dazui ,,iséjus*
1§ gelio iSjungiama srové. Gelis praplaunamas dejonizuotu vandeniu, dazomas EZ-Run baltymy

dazu 20 min., purtant 80 aps./min. ir rySkinamas vandenyje.

2.2.4. Baltymo gryninimas

Biomasé homogenizuojama baltymus denatiruojan¢iame B1 buferyje (6 M guanidino
hidrochlorido, 10 mM glutationo) ir 20 min. ardoma ultragarsu (70 % amplitudé, 60 s veikimo/
60 s poilsio rézimu). Ardymas ultragarsu atliekamas ledy vonioje. Biomasé centrifuguojama
4 °C temperatiroje 40 min. 31000 x g. Supernatantas 30 min. 4 °C temperatiiroje létai
maiSomas su B1 buferiniu tirpalu nupusiausvyrintu Ni(II) sefarozés sorbentu (15 ml). Kolonélé
uzkraunama sorbentu ir prijungiama prie chromatografinés sistemos. Chromatografijos
kolonélé praplaunama 100 ml B1 buferio. Baltymas renatiruojamas per 200 ml B1/A1 buferiy
gradientg. Per kolonélg papildomai praleidziama 40 ml Al buferio. Toliau gryninama per
kolonéle praleidziant 60 ml A2 buferio, kuriuo pasalinami silpnai prisijunge baltymai. Tikslinis

baltymas nuo sorbento atskiriamas A3 buferiu.

Surinktos frakcijos dializuojamos 4 | A4 arba A5 buferinio tirpalo. Buferinis tirpalas
kei¢iamas 2 kartus kas 3 val. Dializuotas baltymas filtruojamas naudojant 150 ml, 73 mm
diametro, 0,22 um pory dydzio ,,Millipore Stericup* filtravimo indus. Baltymo tirpalo optinis
tankis nustatomas spektrofotometru (A = 280 nm), o koncentracija apskai¢iuojama taikant Bero

ir Lamberto désnj.

Baltymo histidininé uodega nukerpama pridedant 3 vnt. trombino vienam miligramui
baltymo ir inkubuojant 16 val. 4 °C temperattiroje. NDS-PAGE patikrinama, ar kirpimas buvo

sekmingas.

Baltymas toliau gryninamas atliekant jony mainy chromatografija. ,,CM sepharose
sorbentas (15 ml) nupusiausvyrinamas A4 arba A5 buferiniu tirpalu ir po to 1étai maiSomas su
baltymo tirpalu 30 min. 4 °C temperatiiroje. Kolonélé uzkraunama sorbentu ir prijungiama prie
chromatografinés sistemos. Chromatografijos pradzioje kolonélé praplaunama 75 ml A4 arba
Ab buferinio tirpalo. Baltymas atskiriamas nuo sorbento sudarant 150 ml gradienta, kurio metu
A4 arba A5 keiciamas B2 arba B3 buferiniu tirpalu.

Surinktos frakcijos dializuojamos 4 1 C buferinio tirpalo, ji keiCiant 2 kartus, kas 3

valandas. Po dializés baltymo tirpalas filtruojamas ,,Millipore Stericup* filtravimo indais.
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Tirpalo optinis tankis matuojamas spektrofotometru (A = 280 nm), o koncentracija nustatoma
pagal Bero ir Lamberto désnj. Baltymo tirpalas koncentruojamas naudojant ,,Amicron®
Ultra— 15 koncentratorius, kuriy pralaidumas 10 kDa. Sukoncentravus iki ~ 3 mg/ml baltymas

iSpilstomas ] mégintuvélius po 0,5 mg ir uzsaldomas saldytuve -80 °C temperatiiroje.

2.2.5. Meéginio paruosimas elektroniniam mikroskopui

Fibriliy suspensija (¢ = 0,5 mg/ml) dejonizuotu vandeniu praskiedziama 10 karty. 4 pl
uzlasinami ant varinés groteliy pusés ir po 1 min. filtriniu popieriumi prilietus groteliy krasta
nusausinama. Grotelése susidariusi plévelé, norint paSalinti guanidino hidrochlorida,
praplaunama dejonizuotu vandeniu. 4 pl dejonizuoto vandens uzlasinami ant groteliy. Po 1 min.
nusausinama filtriniu popieriumi. Si procediira kartojama 4 kartus. Fibrilés dazomos 2 %
uranilacetato tirpalu. 4 ul $io tirpalo uzlasinami ant groteliy. Po 30 s nusausinama ir paliekama

nudziiiti.
2.2.6. De novo fibriliy susidarymas Zzemoje temperatiiroje

I mégintuvélj, kuriame yra 0,5 mg baltymo, pilama 1/3 arba 2/3 ml denatiiruojanéio
buferio (6 M guanidino hidrochlorido, 50 mM PO.*, pH 6) ir fosfatinio buferio (50 mM
PO4*, pH 6), kad bendras tiiris biity 1 ml. Galutiné guanidino koncentracija atitinkamai 2 arba
4 M. Mégintuvéliai gerai iSmaiSomi ir jstatomi | aplink horizontalig asj besisukancig maisSykle.
Priklausomai nuo guanidino koncentracijos, laikomi atitinkamai 4 arba 7 dienas 37 °C
inkubatoriuje. Ar amiloidinés fibrilés susidaré nustatoma j 100 ul tioflavino T (ThT) jpylus
20 pl reakcijos miSinio ir matuojant fluorescencija 460-550 nm bangy ilgiy diapazone.

Suzadinimo bangos ilgis 450 nm.

2.2.7. De novo fibriliy susidarymas aukstoje temperatiiroje

I mégintuvélj, kuriame yra 0,5 mg baltymo, pilama 1/3 arba 2/3 ml denatiiruojancio
buferio (6 M guanidino hidrochlorido, 50 mM PO.*, pH 6) ir fosfatinio buferio (50 mM
PO+, pH 6), kad bendras tiiris biity 1 ml, galutiné guanidino koncentracija atitinkamai 2 arba
4 M. Mégintuvéliai gerai iSmaiSomi ir patalpinami j 60 °C 900 aps./min. termostating purtykle.

Mégintuvéliai laikomi ~ 15 val. ir tada ThT daZu nustatoma, ar susidaré amiloidinés fibrilés.

2.2.8. Fibriliy paruoSimas toksiSkumo tyrimams

Susidariusios fibrilés centrifuguojamos Fisher Scientific technico Maxi centrifuga
30 min. 16000 x g. Fibrilés, pagamintos 4 M guanidino, praskiedziamos 1 ml dejonizuoto
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vandens, nes labai didelé guanidino koncentracija trukdo nusodinimui. Supernatantas
nusiurbiamas, o fibrilés resuspenduojamos 1 ml DMEM mitybinéje terpéje su 10 % fetaliniu
versiuky serumu (FBS) ir 1 % antibiotiky, ir centrifuguojamos 15 min. 16000 x g. Si procediira
atliekama du kartus. Mégintuvélyje esancios fibrilés susmulkinamos ultragarso aparatu.

Suspensija sterilizuojama UV spinduliais 30 min.

2.2.9. Fibriliy toksiskumo tyrimas MTT metodu

Fibriliy toksiSkumas tirtas dviems lIgsteliy linijoms: neuroblastomos SK-N-BE2 ir
glioblastomos U87. Lastelés auginamos DMEM mitybingje terpéje su 10 % FBS ir 1 %
antibiotiky. Eksperimentai atlickami 96 Sulinéliy plokstelése. Lasteliy suspensija ruosiama
Petri 1éksteléje augancia kulttirg praplaunant 1-2 ml tripsino tirpalo (TrypLE) ir inkubuojant
1 ml Sio tirpalo 5-10 min. 37 °C temperatiiroje. Lastelés suspenduojamos pipete ir
suskai¢iuojamos hemocitometro kameroje per mikroskopa. I kiekvieng Sulinélj pilama po
100 pl Igsteliy suspensijos taip, kad Sulinéliuose biity po 3000 U87 arba 4000 SK-N-BE2
lasteliy. Po 24 val. inkubacijos 37 °C temperatiiroje j Sulinélius su lgstelémis pilama po 100 pl

fibriliy suspensijos. Galutiné fibriliy koncentracija Sulinéliuose buvo nuo 0,5 nM iki 10 uM.

Lasteliy gyvybingumui tirti buvo naudojamas MTT metodas, t.y. augancios lastelés
veikiamos MTT, kuris yra nuo NAD(P)H priklausomos oksidoreduktazés substratas. Susidargs
netirpaus metabolito (formazano) kristaly kiekis atitinka gyvy lasteliy skai¢iy. Formazano
kiekis nustatomas spektrofotometru iSmatavus 560 nm ilgio bangy sugertj, Kristalus istirpinus

dimetilsulfokside.

Eksperimentiniai duomenys normalizuojami nuo 0 iki 1 (0 — absorbcija tuose
Sulin¢liuose, kuriuose buvo tik terpé, be Iasteliy; 1 — absorbcija Sulinéliuose, kuriuose Igstelés
buvo paveiktos tik terpe, be fibriliy). Duomenys apdoroti ,,MS Excel 2013* paketu, jvertinant
trijy matavimy vidurkj ir santykinj standartinj nuokrypj. ,,OriginPro 9 programy paketu

apskaiciuoti Pirsono koreliacijos koeficientai ir jy patikimumas.

2.2.10. Fibriliy toksiskumo tyrimas fluorescencinés mikroskopijos metodu

Tyrimas buvo atliktas su glioblastomos U87 lastelémis. Lastelés uzsétos 24 Sulinéliy
plokstelése, | vieng Sulinélj pilant po 500 ul 20000 Igst./ml suspensijos. Po 24 val. j Sulinélius
su lgstelémis pilama po 100 pl fibriliy suspensijos. Galutiné fibriliy koncentracija Sulinéliuose

buvo nuo 2,5 uM iki 5 uM.
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Lasteliy zatis vertinama fluorescenCinés mikroskopijos metodu (mikroskopas
OLYMPUS IX71S1F-3). Apoptozé buvo nustatoma pagal morfologinius glioblastomos lasteliy
branduoliy poky¢ius, naudojant fluorescuojantj dazg Hoechst 33342, o nekrozé — dazant
propidzio jodidu. Po inkubacijos su fibrilémis j glioblastomos kultiirg buvo pridedama Hoechst
33342 bei propidzio jodido (galutiné dazy koncentracija 4 pg/ml) ir inkubuojama 15 min.
kambario temperatiiroje. Lastelés, kuriy branduoliai buvo tolygiai nudazyti mélynai Hoechst
33342 dazu, buvo vertinamos kaip sveikos, gyvybingos, o lagstelés, kuriy branduoliai buvo
kondensuoti ir fragmentuoti, buvo laikomos apoptozinémis. Lastelés, kuriy branduoliai buvo

nudazyti propidzio jodidu ir $vytéjo raudonai, buvo priskiriamos nekrozinéms.

Nuotrauky apdorojimui ir Igsteliy skai¢iavimui naudotas ,,Image]* programy paketas.
Pasinaudojant ,,Microsoft Excel 2013“ programy paketu, i§ eksperimentiniy duomeny

apskaiciuota, kurig dalj populiacijos sudaro gyvos lastelés.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. huPrP23-231 baltymo gryninimas

3.1.1. E. coli transformacija ir huPrP23-231 raiska

Kompetentinés E. coli BL(21) Star™ (DE3) Igstelés transformuotos pRSETB-6xHis-
huPrP23-231 konstruktu, kurj sudaro pPRSETB plazmidé su jterpta huPrP23-231 baltymo seka.
Transformuotos bakterijos augintos ant agarizuotos LB terpés. Pasirinkta kolonija padauginta
LB terp¢je ir atlikti trys auginimai. Auginama 6 val. autoinduktyvioje terpéje. Pasirinkta
autoinduktyvi, o ne LB terpé, nes ja naudojant nereikia nuolatos stebéti kultiiros optinio tankio

ir 1§ laboratorijos praktikos Zinoma, kad joje uzauga didesnis biomasés kiekis.

3.1.1 lentelé. Lasteliy auginimo duomenys.

Laikas po uzs¢jimo, val. Optinis tankis (A = 600 nm)  Tiris, 1 Biomasé¢, g
6 1,827 1,2 6,88
6 1,836 1,6 10,6
6 1,905 1,6 10,8

Ar indukavosi baltymo raiSka ir ar indukuotas baltymas yra tikrai huPrP23-231-6His,
patikrinta atliekant NDS-PAGE analize.

MM 1 2 3

i

|
)
|

50 kDa — — —

40 kDa — .-
30 kDa — = oo
25 kDa — S - -

3.1.1 pav. huPrP23-231 raiskos patikrinimas. MM — molekulinés masés markeris, 1, 2 ,3 — E.
coli kultiiros méginiai, paimti atitinkamai praéjus 2, 4 ir 5 val. po uzséjimo.
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huPrP23-231-6His molekuliné masé, apskaiciuota pasinaudojant ,,ProtParam® programa,
yra 25044,6 Da. NDS-PAGE gelyje matome po 5 val. auginimo zymiai padidéjusig 25 kDa
molekulinés masés baltymo raiSkg. Tai jrodo, kad baltymo huPrP23-231-6His indukcija buvo

sékminga.
3.1.2. Giminingumo chromatografija

Surinktos biomasés ardytos ultragarsu. Atlikta baltymo renatiiracija ir gryninimas
naudojant ,,Ni Sepharose 6 Fast Flow* sorbentg. Frakcijos, turin¢ios didziausig huPrP23-231-
6His baltymo koncentracija, surinktos ir dializuotos A4 arba A5 buferiniuose tirpaluose. Po
dializés baltymo tirpalas filtruotas naudojant ,,Millipore Durapore™* indus ir nustatyta baltymo

koncentracija.

3.1.2 lentelé. Giminingumo chromatografijos duomenys

Baltymo:
Biomase, g Dializés buferis turis, ml konc., mg/ml kiekis, mg
6,88 A4 98 0,592 58,0
10,6 A4 110 0,696 76,6
10,8 A5 99 0,741 73,4
35
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3
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3.1.2 pav. Giminingumo chromatografijos chromatograma. Chromatogramoje pavaizduotas
sugerties kitimas (#) matuojamas ties 280 nm bangos ilgiu ir B1 buferio gradientas (' ).
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3.1.3. Jonuy mainy chromatografija
Po giminingumo chromatografijos gautas baltymas padalinamas j dalis po ~ 30 mg.
Kickviena dalis atskirai kerpama trombinu ir gryninama jony mainy chromatografija. Gauti

baltymo kiekiai pateikti 3.1.3 lenteléje.

3.1.3 lentelé. Jony mainy chromatografijos duomenys.

UZnesta baltymo, mg PO.* konc., mM Gauta baltymo, mg ISeiga, %
31,3 10 8,1 28,1
29,0 10 16,4 61,52
29,0 10 2,4 8,9

24,5 100 17,6 78,3

8 Naudotas naujas sorbentas. Jj perpanaudojant iSeiga vél sumazéjo.

1,6
1.4 100
1,2 80
1
/\ 60

Optiné sugertis, AU
o o
(o] oo
N
o

o
D
B2/B3 buferio gradientas, %

N L

0 50 100 150 200 250
Per kolonéle pratekéjes taris, ml

3.1.3 pav. Jony mainy chromatografijos chromatograma. Chromatogramoje pavaizduotas
sugerties kitimas naudojant pirminj gryninimo metodg ([ ), naudojant naujg sorbenta (Il ) ir
naudojant pakeista gryninimo metoda (). Taip pat pavaizduotas B2 (B3) buferinio tirpalo
gradientas (1).

Pirmyjy gryninimy metu buvo gaunamos labai nedidelés iSeigos, nevirSijancios 30 %
(iSskyrus naudojant nauja sorbenta). Baltymas agreguodavo kolonél¢je arba labai stipriai
prisijungdavo prie sorbento ir dél to jo eliucija vykdavo tik dalinai. Véliau pastebéta, kad per
kolonéle leidziant B3 buferinj tirpalg pH staiga sumazédavo iki 4. Siai problemai pasalinti buvo
nuspresta jony mainy chromatografijai naudoti buferinius tirpalus, turin¢ius 10 karty didesne
(t.y. 100 mM) PO4s* koncentracija. Atlikus $iuos pakeitimus baltymo iseiga padidéjo daugiau

nei dviem su puse karto, iki 78,3 %. Chromatogramoje (3.1.3 pav.) matyti, jog baltymas yra
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grynas, 0 smailés atsiranda per kolonéle pratekéjus skirtingam tariui, nes naudoti B2 (B3)

buferiniai tirpalai turéjo skirtingg NaCl koncentracija.

3.2.  huPrP23-231 ir huPrP90-231 amileidiniy fibriliy de novo gaminimas

Amiloidinés fibrilés gamintos i§ bakalaurinio darbo metu iSgryninto huPrP23-231 ir
anksciau laboratorijoje gryninto huPrP90-231 baltymo. Norint gauti skirtingy kamieny fibriles
naudotos dvi guanidino hidrochlorido koncentracijos. Naudojant 2 M guanidino hidrochlorodo
koncentracijos buferinj tirpalg fibrilés susidarydavo per 4 dienas, o naudojant 4 M — per savaitg.
Siam procesui pagreitinti nuspresta baltyma agreguoti aukstesnéje temperatiiroje. Temperatiirg
pakélus nuo 37 °C iki 60 °C, fibrilés susidarydavo per ~ 15 val. Fibriliy susidarymas
patvirtintas, pridéjus ThT dazo ir matuojant jo fluorescensija. Kadangi literattiros Saltiniuose
nepavyko rasti, ar huPrP23-231 ir huPrP90-231 60 °C ir 2 M arba 4 M guanidino chlorido tikrai
sudaro fibriles, o ne kitokius amiloidinius agregatus, atlikta analizé elektroniniu mikroskopu.
Padarytose nuotraukose matési fibrilinés struktiiros (pav. 3.2), ta¢iau trumpesnis baltymas buvo

labiau linkes sudaryti didelius agregatus, nei ilgas baltymas.

By

3.2 pav. Elektroninio mikroskopo nuotraukos. A — huPrP23-231, B — huPrP90-231
amiloidinés fibrilés.

3.3.  Toksiskumo vézinéms lasteléms tyrimas MTT metodu

MTT metodu atliktuose Zmogaus prioninio baltymo amiloidiniy fibriliy toksiSkumo
tyrimuose naudotos dvi zmogaus véziniy lasteliy linijos. Neuroblastomos lgstelés SK-N-BE2,
18skirtos 1§ kauly ¢iulpuose susiformavusiy metastaziy, bei glioblastomos lgstelés U87, i§skirtos
1§ smegeny. Susidariusios fibrilés eksperimentams su lastelémis paruoSiamos keiciant
guanidino hidrochlorido turintj buferinj tirpalg j lasteliy augimo terp¢ DMEM bei ultragarsu
suardant fibriles pagal 2.2.8. skirsnyje aprasyta metodikg. Lastelés uZzséjamos 96 Sulinéliy

plokstelése, kuriose inkubuojamos su amiloidinémis fibrilémis, kuriy toksiSkumas nustatomas
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pagal 2.2.9. skirsnyje apraSyta metodika. Atlickant skirtingy fibriliy tyrimus naudojant
skirtingas lgsteliy linijas buvo norima patikrinti, ar toksiskumas priklauso nuo fibriliy kamieno

ir 1asteliy rusies.

0 ||| “‘ “‘ “‘ “| “I “| “I “I
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3.3 A pav. SK-N-BE2 Igsteliy gyvybingumas, jas paveikus huPrP23-231 baltymo
amiloidinémis fibrilémis, susidariusiomis 2 M (M) ir 4 M () guanidino hidrochlorido, ir
huPrP90-231 — susidariusiomis 2 M guanidino hidrochlorido (). Lastelés su fibrilémis
inkubuotos 3 paras.

Atlikus fibriliy toksiskumo tyrimus SK-N-BE2 lgsteléms, nustatyta, kad huPrP23-231
amiloidinés fibrilés, nepriklausomai nuo jy susidarymo salygy, lasteliy gyvybinguma veikia
beveik vienodai (paklaidy ribose) (3.3 A pav.). Poveikis yra nedidelis. Gyvybingumas nuo
koncentracijos nepriklauso ir svyruoja nuo 68 + 3,6 % iki 89 + 5 %. Amiloidinés fibrilés,

susidariusios i§ huPrP90-231 baltymo, nebuvo toksiskos SK-N-BE2 Igsteléms.

Palyginimui buvo atlikti eksperimentai su glioblastomos lasteléemis U87. Naudotos tos
pacios fibrilés. Rezultatai nezymiai skiriasi nuo gauty su SK-N-BE2 (3.3 B pav.). Siuo atveju
huPrP23-231 fibrilés, susidariusios 2 M guanidino hidrochlorido, mazomis koncentracijomis
(0,0781 — 0,625 uM) neveiké lasteliy gyvybingumo, ta¢iau didesnémis koncentracijomis
(2,5 — 10 uM) lasteliy gyvybingumag sumazino apie 20 %. To paties baltymo fibrilés,
susidariusios 4 M guanidino hidrochlorido, lgsteliy gyvybinguma sumazino nuo 16 + 1 % iki
32 £+ 3 %, taciau poveikio dydis nekoreliavo (r = 0, p = 0,7) su fibriliy koncentracija. Toks
skirtumas mazose koncentracijose tarp skirtingomis saglygomis paruosty fibriliy gal¢jo atsirasti
tod¢l, kad 2 M guanidino hidrochlorido susidariusios fibrilés yra termodinamiSkai maziau
stabilios ir jy suskaidymas lastelése turéty vykti lengviau. Suskaidzius fibriles nebelikty

toksiskumo $altinio ir Igsteliy gyvybingumas nebiity paveiktas arba paveiktas labai nezymiai.
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3.3 B pav. U7 lasteliy gyvybingumas, jas paveikus huPrP23-231 baltymo amiloidinémis
fibrilémis, susidariusiomis 2 M () ir 4 M () guanidino hidrochlorido, ir huPrP90-231 —
susidariusiomis 2 M guanidino hidrochlorido (). Lastelés su fibrilémis inkubuotos 3 paras.

huPrP90-231 fibrilés buvo silpnai toksiskos U87 lgsteléms, taciau poveikio stiprumas
nekoreliavo su fibriliy koncentracija (r = 0, p = 0.15). Lasteliy gyvybingumas sumazéjo nuo
14 £5 % iki 30 + 2 %. Tai skiriasi nuo rezultaty, gauty su SK-N-BE2 lastelémis, taciau dél

dideliy paklaidy kontroliniuose eksperimentuose sudétinga jvertinti, ar skirtumas yra

0,0781 0,156 0,312 0,625 1,25
Fibriliy koncentracija, uM
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3.3 C pav. U87 lgsteliy gyvybingumas, jas paveikus huPrP23-231 baltymo amiloidinémis
fibrilémis, susidariusiomis 2 M guanidino hidrochlorido. Lastelés veiktos 3 (M) arba 5 (IH)
dienas.
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Siekiant nustatyti, ar fibriliy toksinis poveikis priklauso nuo inkubacijos trukmés, atlikti
bandymai, kuriy metu U87 lastelés buvo veikiamos huPrP23-231 baltymo amiloidinémis
fibrilémis, susidariusiomis 2 M guanidino hidrochlorido. Gyvybingumas matuotas praéjus 3 ir
5 dienoms (3.3 C pav.). Po 5 dieny pamatavus U87 lgsteliy gyvybinguma, jis buvo sumazéjes
nuo 22 + 4 % iki 30 = 4 %. Gyvybingumo sumazéjimas nekoreliavo su fibriliy koncentracija
(r =0, p=0,5). Tuo tarpu fibrilémis Igsteles veikiant trumpesn] laikg — 3 dienas, stebima
gyvybingumo priklausomybé nuo fibriliy koncentracijos (r = -0,9, p < 0,005). Tai priestarauja
pries tai iskeltai hipotezei, kad mazos fibriliy koncentracijos yra nekenksmingos, nes gali biiti
suskaidytos. Mazesniy fibriliy koncentracijy toksiSkumo pasireiskimg po ilgesnio inkubavimo
laikotarpio galima paaiskinti, jei fibrilés yra ne vien tik toksiskos, bet ir infektyvios. Tokios
fibrilés mazomis koncentracijomis negaléty paveikti lastelés gyvybingumo, taciau galéty
lastelés PrPC baltyma paversti | PrPS° panasiomis fibrilémis. Naujai susidariusiy fibriliy

koncentracija didéty ir pasiekty toksiska lygi.

3.4. ToksiSkumo vézZinéms lasteléms tyrimas fluorescencinés mikroskopijos metodu
Fluorescencinés mikroskopijos metodu nustatant Zzmogaus prioninio baltymo amiloidiniy
fibriliy toksiSkuma naudotos U87 lastelés. Lastelés uzséjamos 24 Sulinéliy plokstelése. Fibrilés
eksperimentams paruoSiamos taip pat, kaip ir MTT metodui (zitréti 2.2.8. skirsnyje apraSyta
metodikg). Lastelés inkubuojamos su 2,5 uM arba 5 uM amiloidiniy fibriliy ir po 1, 2 ir 6 pary
nustatomas gyvy, apoptoziniy ir nekroziniy lasteliy skai¢ius. Tai nustatoma lgsteles dazant

Hoechst 33342 ir propidzio jodidu (pladiau 2.2.10. skirsnyje).
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3.4 A pav. Propidzio jodidu ir Hoechst 33342 dazyty US87 lasteliy fluorescencinés
mikroskopijos nuotraukos. A nuotraukoje lastelés augusios be fibriliy, B ir C nuotraukose
lastelés paveiktos 2,5 pM atitinkamai huPrP23-231 ir huPrP90-231 fibrilémis, o D nuotraukoje
paveiktos 5 uM huPrP90-231. Rodyklémis pazymétos apoptozinés lgstelés.

IIII IIII IIII
1 2 6

Inkubacijos laikas paromis

100

8

o

6

o

4

Gyvy lgsteliy dalis, %
o

2

o

3.4 B pav. Gyvy U87 lasteliy procentiné dalis, jas paveikus huPrP23-231 arba huPrP90-231
amiloidinémis fibrilémis susidariusiomis 2 M guanidino hidrochlorido. Stulpeliai atitinka
kontroling grupe (M), lasteles paveiktas 2,5 uM huPrP23-231 (W) arba huPrP90-231 () fibriliy
ir 5 uM huPrP90-231 fibriliy ().
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ISanalizavus fluorescenciniu mikroskopu padarytas nuotraukas (3.4 A pav.), nustatyta,
kad Zmogaus prioninio baltymo amiloidinés fibrilés neveikia apoptozés ir nekrozés procesy.
Lasteles paveikus huPrP23-231 ir huPrP90-23 1 baltymy fibrilémis ir po 1, 2 ir 6 dieny nustacius
procenting gyvy lasteliy dalj paaiskéjo, kad Sis rodiklis, visomis sglygomis, paklaidy ribose
sutampa su kontroliniais méginiais (3.4 B pav.). Tokie rezultatai sutampa su literatliroje
randamais teiginiais, jog subrendusios fibrilés yra zymiai maziau toksiskos uz tirpius
oligomerus susidarancius fibriliy formavimosi pradzioje (Huang et al., 2013). Amiloidiniy
baltymy toksiSkumo tyrimuose pastebima bendra tendencija, kad toksiSkumas didé¢ja
agregatams trumpéjant. Siuo tikslu fibrilés ardytos ultragarsu, ta¢iau tai nesukélé apoptozés ir

nekrozés.
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ISVADOS

. Parinktos tinkamos jony mainy chromatografijos salygos ir huPrP23-231 baltymo gryninimo
i1Seiga padidinta 50 — 70 %.

. Naudojant 2 M ir 4 M guanidino hidrochlorido turin¢ius buferinius tirpalus de novo
pagamintos huPrP23-231 ir huPrP90-231 baltymy amiloidinés fibrilés.

. Prioniniy baltymy amiloidinés fibrilés U87 lastelems yra mazai toksiskos ir sumaZzina
gyvybingumg ne daugiau nei 30 £ 4 %, taciau apoptozés daznio nepadidina.

. Prioninio baltymo huPrP23-231 fibrilés SK-N-BE2 Igsteléms yra mazai toksiSkos ir
sumazina gyvybingumag nuo 11 +5 % iki 32 = 3,6 %. Prioninio baltymo huPrP90-231 fibrilés
SK-N-BE2 lasteléms yra netoksiskos.

. Visais atvejais fibriliy koncentracija nekoreliavo su gyvybingumu, isskyrus U87 lasteles

veikiant huPrP23-231 fibrilémis, susidariusiomis 2 M guanidino hidrochlorido.
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Assessment of Human Prion Protein Toxicity to Cancer Cells

SUMMARY

Prion protein (PrP) has an intrinsic ability to exist in two distinct conformations. Normal
protein conformation (PrP®) plays a significant role in neuron proliferation and synapse
formation, whereas fibrillar infective conformation (PrP%%) is responsible for various
transmissible spongiform encephalopathies. PrPS¢ possesses an ability to convert PrP¢ to PrP*c,
however PrP*-like fibrils formed from recombinant PrP in most cases does not retain this

capability.

In this work, the purification protocol of recombinant PrP was altered to achieve a
threefold increased yield. Purified protein was aggregated to form fibrils in various conditions.
The toxicity of fibrils assessed using MTT assay was low and reduced vitality of cells by up to

30 %. Fluorescence microscopy did not reveal any increase in apoptosis or necrosis.
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