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Santrumpos

ALRQ/AFRQ/ALHQ - aviy prioniniai baltymai turintys taskines mutacijas 136, 141, 154 ir
171 pozicijose;

ANS — 1,8-anilinonaftaleno sulfonatas;

APS — amonio persulfatas;

dH20 — dejonizuotas vanduo;

GPI — glikozilfosfatidilinozitolis;

GSS - Gerstmann-Straussler-Schneiker sindromas;

GuHCI — guanidino hidrochloridas;

IDA — iminodiacto riigstis;

IMAC — imobilizuoty metalo jony afininé chromatografija;
NDS — natrio dodecilsulfatas;

NTA — nitrilodiacto rugstis;

PrPARQ — aviy prioninis baltymas turintis alaning (A) 136 pozicijoje, argining (R) 154
pozicijoje ir glutaming (Q) 171 pozicijoje;

PrP® - natyvi (lasteliné, angl. Cellular) prioninio baltymo forma;
PrP*° - patogeniniai agregatai (angl. Scrapie);

PrPVRQ - aviy prioninis baltymas turintis valing (V) 136 pozicijoje, argining (R) 154
pozicijoje ir glutaming (Q) 171 pozicijoje;

S.0.C. — (angl. super optimal broth with catabolite repression) — optimali mitybiné terpé;
Scrapie — aviy ir ozky spongiforminé encefalopatija (kempinligé);
TEMED - tetrametiletilendiaminas;

ThT —tioflavinas T.



Ivadas

Prioniniai baltymai yra konservatyviis zinduoliy lasteliy pavirSiaus glikoproteinai.
Egzistuoja dvi §iy baltymy formos - natyvi (lastelin, angl. Cellular) baltymo forma (PrP®) ir
patogeniniai agregatai (PrP*, angl. Scrapie). PrP® turi daugiau alfa spiraliy ir yra neatsparus
proteazéms, 0 PrP** turi padidéjusj kiekj beta struktiiry ir yra dalinai atsparus proteazéms. Dél
$iy pokygiy PrP* gali lengvai jungtis j amiloidinius agregatus ir sukelti jvarias spongiformines
encefalopatijas (kempinliges). Viena i§ labiausiai paplitusiy prioniniy ligy yra aviy Scrapie
liga.

Si liga pirmg kartg buvo aprasyta 1732 m. ir iki $ios dienos jos veikimo mechanizmas néra
galutinai aiSkus. Po daugelio tyrimy ir stebéjimy buvo nustatyta, jog tos pacios rasies avys gali
turéti vieng ar kelias taSkines mutacijas, prioninj baltymg koduojanciame gene, kurios nulemia

susirgimo tikimybe, ligos eigg ir net jos tip3.

Kadangi Scrapie uzkreGiamumas ir eiga stipriai priklauso nuo S§iy natiraliai gamtoje
paplitusiy taSkiniy mutacijy, egzistuoja tokie prioniniai baltymai, kurie skiriasi tik viena
aminoragstimi bet sukelia skirtingo pobiuidzio susirgimus. Viena i§ §iy mutacijy yra 136

pozicijoje esancio alanino pakeitimas valinu.

Sio darbo tikslas yra pasigaminti batent tokius mutantus (PrPARQ ir PrPVRQ) ir istirti bei

palyginti jy terminj stabilumg ir agregacijos kinetika.
Darbo uzdaviniai:

1. Rasti tinkamas sglygas iSgryninti rekombinantinius PrPARQ ir PrPVRQ baltymus.
2. Nustatyti abiejy baltymy terminj stabiluma.
3. Atlikti abiejy baltymy agregacijos kinetikos tyrimus.



1. Literaturos apZvalga

1.1 Prionai ir ju struktira

Prionai yra zinduoliy lasteliy pavirSiaus glikoproteinai prisijunge prie plazminés
membranos per C-gale esantj glikozilfosfatidilinozitolio (GPI) inkarg. (Race et al., 2015) Jie
sudaryti i§ nestruktirizuoto N-galo turin¢io 4-5 tandeminius oktapeptidinius PHGGGWGQ
pasikartojimus (Swayampakula et al., 2013) ir globulinio C-galo, turinCio tris alfa spirales ir
vieng tarp jy esancig antiparaleling beta struktirg (1.1 ir 1.2 pav.). Globuliniame domene
egzistuoja stipri asociacija tarp alfa spiralés-1, C-galinio alfa spiralés-2 regiono ir N-galinio
alfa spiralés-3 regiono. Sis centrinis branduolys yra surisamas disulfidinio rysio tarp antros ir

trecios alfa spiralés. (Yang et al., 2014).

1.1 pav. Avies PrP® C-galo erdviné struktiira (pagal RCSB Protein Data Bank: 1XYU).
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1.2 pav. Avies prioninio baltymo PrPARQ globulinio C-galo antriné struktiira ir seka (pagal
RCSB Protein Data Bank: 1TPX).

1.2 Prioninés ligos

Prioninés ligos - tai grupé mirtiny neurodegeneratyviniy ligy, kurios gali atsirasti
spontaniskai, per uzkrata arba dél genetiniy poky¢iy. Zmonés gali susirgti Creutzfeldt-Jakob
liga, Gerstmann-Straussler-Schneiker (GSS) sindromu ar Kuru liga; galvijai- galvijy
spongiformine encefalopatija (kempinlige); avys ir ozkos — Scrapie liga; briedziai, elniai -

létine iSsekimo liga. (Benetti ir Legname, 2015).

Manoma, kad prioninés ligos susidaro dél normalaus alfa spiralémis turtingo PrP® baltymo
restruktiirizacijos j daugiau beta struktiry turindia PrP* forma (1.3 pav.) (amiloidinius
agregatus). (Yang et al., 2014). 45% PrP® struktiiros sudaro alfa-spiralés ir tik 3% - beta
struktiiros, 0 tuo tarpu PrP> sudaro daugiausiai beta-struktiras turinti forma. (Aguzzi ir
Calella, 2009) Si forma yra netirpi ir dalinai atspari proteolizei. (Benetti ir Legname, 2015;
Jacobs et al., 2011)



1.3 pav. Galimos PrP¢90-231 erdvinés struktiiros modelis pagal (Groveman et al., 2014).

1.3 Priony agregacija
Remiantis hipoteze, jog priony replikacija priklauso tik nuo pa¢iy prioniniy baltymy, buvo
pasitilyti du galimi replikacijos budai: Sablono inicijuojami konformaciniai poky¢iai ir

nukleaciné polimerizacija.

1.3.1 Sablono inicijuojami konformaciniai poky¢iai
Si hipotezé teigia, kad gali egzistuoti monomeriné PrP®® forma. Nors dél energetinio
barjero negali jvykti spontaninis virsmas i§ PrP® j PrP*°, tagiau PrP> gali veiki kaip $ablonas

paversdamas normalig priono molekule j save (1.4 pav.). (Aguzzi ir Calella, 2009).



Energetinis barjeras

PPt @ <——s PrPSc [}

1.4 pav. Sablono inicijuojami konformaciniai pokygiai (pagal Aguzzi ir Calella, 2009)

1.3.2 Nukleaciné polimerizacija

Si hipotezé teigia, jog PrP® ir PrP*° yra pusiausvyroje kur didZiaja dalj sudaro PrP°. Siuo
atveju PrP*® monomerai negali biti replikacijos iniciatoriais, nes net ir mazi kiekiai daryty
jtaka eksponentiSkai greitéjanciai priony replikacijai, tadiau i§ PrP* gali susiformuoti
agregatai, kurie skatinty Prp© virsma | PrP¢. Prp* agregaty (branduoliy) spontaninis
susidarymas yra labai létas procesas (1.5 pav.). (Aguzzi ir Calella, 2009).

Pusiausvyra
PrP¢ O — Prpse n
va
/ ng
avav
o4 vava Fragmentacija

Létas agregaty  Monomery
formavimasis prijungimas

1.5 pav. Nukleacinés polimerizacijos mechanizmas (pagal Aguzzi ir Calella, 2009)
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Nukleacinés polimerizacijos proceso metu yra svarbus susiformavusio amiloido skilimas }
mazesnes infektyvias daleles. Vykdant in vitro priony agregacija pastebéta, kad esant

maiSymui zZymiai grei¢iau vyksta priony replikacija. (Aguzzi ir Calella, 2009).

1.4 Prioninés aviy ligos

1.4.1 Scrapie

Aviy Scrapie liga yra viena i§ seniausiai zinomy ir pladiausiai paplitusiy uzkreciamyjy
spongiforminiy encefalopatijy, kuri gali biti perduodama per maistg (skrandzio limfinius
audinius), Zaizdas arba inokuliacijos btadu, bei atsirasti spontaniskai. (Yang et al., 2014;
Garza, Monzo, ir Jose, 2014; Le Dur et al., 2005).

Scrapie liga buvo pirmg kartg apraSyta Anglijoje 1732 metais ir Vokietijoje 1750 metais. Ji
buvo paplitusi daugelyje Saliy ir turéjo 42 skirtingus pavadinimus. Kol nebuvo nustatyta ligos
priezastis, buvo manoma, kad ji gali atsirasti spontaniskai, buti paveldima, perduodama tarp

gyvuny kontakto metu.(Millhauser, 2013; Salami et al., 2011).

Véliau S8ig ligg buvo bandoma nustatyti stebint sveikas avis, kontaktuojan¢ias su
serganc¢iomis ir inokuliuojant sveikas avis jvairiais serganciyjy kiino skysc¢iais. Taéiau dél ilgo
ligos inkubacinio periodo, visi bandymai buvo nutraukti prie$ pasireiskiant pirmiesiems ligos

poZymiams.

1930-aisiais, dél nuolatos didéjan¢iy aviy industrijos nuostoliy, pradéti intensyvis Scrapie
ligos tyrimai. 1936 metais Scrapie uzkre¢iamumas buvo patvirtintas sveikoms avims su$érus
serganCiy aviy smegeny ir stuburo smegeny homogenato bei stebint avis ilgesnj laika nei pries
tai atliktuose tyrimuose. Taciau vis dar nebuvo Zinoma, kas sukelia §ig liga. IS pradziy iskelta
teorija, kad tai gali buti parazitai, véliau — bakterijos, o galiausiai, kad tai virusai. 1954 m.
pasitlytas terminas ,lé¢ta virusiné infekcija®. 1966 m. pasiiilyta alternatyva virusams buvo
polisacharidai arba lipidai. Galiausiai 1967 m. Griffith iSkélé hipoteze, jog Scrapie liga sukelia
ne virusai ar bakterijos, o baltymai. Sia hipotez¢ 1982 m. patvirtino Stanley Prusiner bei
pasitlé $ig liga sukelian¢ius patogenus vadinti ,,baltyminémis infektyviomis dalelémis* (angl.
proteinaceous infection particle — akronimas ,,prion®). Ir netrukus 1985 m. Oesch iskélé
hipoteze, kad ligos mechanizmas paremtas normalaus lgstelinio baltymo PrP® virtimu

patogenisku PrP*. (Millhauser, 2013).
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Scrapie charakterizuojama ilgu inkubaciniu periodu ir laipsnisku centrinés nervy sistemos
degeneravimu. Egzistuoja du Scrapie tipai (klasikiné ir netipiné). Liga, priklausomai nuo jos
tipo, pasireiSkia vienu ar keliais i§ Siy pozymiy: niezuliu, svorio mazéjimu, seiléjimusi,
pakitusiu elgesiu, ataksija, orientacijos erdvéje praradimu ir jvairaus laipsnio regos

sutrikimais. (Hautaniemi et al., 2012).

1.4.2 Klasikiné Scrapie

Klasikiné Scrapie yra natiiraliai uzkre¢iama forma, kuri charakterizuojama PrP* agregaty
susikaupimu centrinéje bei periferinéje nervy sistemoje ir limfiniuose audiniuose.
(Dassanayake et al., 2016; Chianini et al., 2015). Ligos savybés priklauso nuo priono 136, 154
ir 171 pozicijose esan¢iy aminorigsciy.(Yang et al., 2014). Pagal atliktus genotipy tyrimus,
nustatytos dazniausiai Siose pozicijose esancios aminortgstys ir jy jtaka ligai. 136 pozicijoje
esantis alaninas (A) jtakoja atsparumg, valinas (V) — jautrumg. 154 pozicijoje argininas (R) —
silpng jautruma, histidinas (H) — atsparuma. 171 pozicijoje argininas (R) ir histidinas (H) —
atsparuma, glutaminas (Q) — jautrumg. (Millhauser, 2013).

Siy polimorfizmy rezultatas yra penki daZniausiai pasitaikantys aleliai (ARQ, VRQ, AHQ,
ARR ir ARH) (Gielbert, Thorne, ir Hope, 2014), kurie sukuria 5 homozigotinius ir 10
heterozigotiniy genotipy. Sie genotipai yra skirstomi j 5 rizikos grupes (1.1 Lentel¢), pagal jy
tikimybe¢ uzsikrésti klasikine Scrapie. ] Sias rizikos grupes atsizvelgiama vykdant Europos

Sgjungos nustatytg Scrapie naikinimo programg. (Millhauser, 2013).
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1.1 Lentelé. Avies genotipy klasikinés Scrapie rizikos grupés. Pirma grupé turi didZiausia

atsparumg ligai, penkta — maziausig (pagal Millhauser, 2013).

Rizikosgrupe| Genotipas | Jautrumas

1 ARR/ARR Didelis genetinis atsparumas
ARR/AHQ

2 ARR/ARH  Vidutinis genetinis atsparumas
ARR/ARQ
AHQ/AHQ
AHQ/ARH

3 AHQ/ARQ MaZas genetinis atsparumas
ARH/ARH
ARH/ARQ
ARQ/ARQ

4 ARR/VRQ Vidutinis genetinis jautrumas
AHQ/VRQ

5 ARH/VRQ Didelis genetinis jautrumas
ARQ/VRQ
VRQ/VRQ

Manoma, kad ARR/ARR genotipas negali natiraliai uzsikrésti klasikine Scrapie. Atlikti
tyrimai bandant jvairiais metodais sukelti ligg $ios rusies avyse, taciau klasikinés Scrapie

pozymiai pasirodé tik inokuliavus PrP* tiesiai j avies smegenis (Jeffrey et al., 2014).

Atlickant plataus masto aviy tyrimus Europoje buvo nustatyti tik du atvejai VVokietijoje ir
Pranciizijoje, kai ARR/ARR genotipo avys sirgo klasikine Scrapie. Tac¢iau kol kas visi tyrimai
bandant nattiraliai uzkrésti ARR/ARR genotipo avis buvo nesékmingi (Groschup et al., 2007).
D¢l siy atradimy skatinamas selektyvus aviy veisimas regionuose, kuriuose vyrauja klasikiné
Scrapie. Siekiama, kad dauguma aviy turéty bent vieng ARR ar AHQ alelj ir kuo maziau
turéty VRQ alelj (Fediaevsky et al., 2010; Cameron et al., 2014).

1.4.3 Netipiné Scrapie

Atradus tikslesnius ir greitesnius metodus nustatyti prionines ligas buvo pradéti tikrinti
zymiai didesni kiekiai aviy. 2002 m. surastos kelios avys, kuriy simptomai neatitiko visy
klasikinés formos kriterijy. Si nauja forma pavadinta netipine Scrapie (angl. Atypical Scrapie)
(Fediaevsky et al., 2010; Wadsworth et al., 2013).

Netipiné Scrapie dazniausiai pasireiSkia senose avyse ir manoma, kad ji néra natiiraliai

uzkreiama. Siiiloma teorija, kad netipine Scrapie gali sukelti spontaniikas baltymo PrP®
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virtimas PrP*°, priesingai nei klasikinés Scrapie atveju, kada yra bitinas patogeniskos baltymo
formos patekimas j organizma (Yang et al., 2014). Si Scrapie taip pat skiriasi nuo klasikinés
tuo, kad prionai neplinta j limfinius audinius (Richt et al., 2014). Sis poZymis toks pat ir
natliraliai susiformavusiai ligos formai ir dirbtinai sukélus netiping Scrapie inokuliuojant

uzkratg ] avies organizmg. (Fediaevsky et al., 2010).

Sis atradimas sukélé abejoniy dél §iuo metu vykdomy selektyviy auginimo programy, nes
netipiné Scrapie zymiai daZniau pasireiSkia avyse, kurios turi genetinj atsparumg klasikinei
formai (ARR/ARR genotipas) ir beveik nerandama VRQ/VRQ genotipo avyse. Taciau vis dar
nepatvirtinta ar néra galimybés netipinei formai virsti klasikine ir taip uzmaskuoti jos
pasireiskimg VRQ/VRQ genotipo avyse. (Fediaevsky et al., 2010; Simmons et al., 2015;
Cancedda et al., 2014).

Kompiuterinio modeliavimo metu buvo nustatyta, kad netipinés Scrapie atsiradimui daro
jtakg aminortgstys esancios 141 ir 154 pozicijose. Epidemiologiniai tyrimai parodé, kad avys,
turin¢ios A136L141R154R171, A136F141R154Q171 ir A136L141H154Q171 alelius, gali
susirgti $ia liga. DidZiausias sergamumas nustatytas AFRQ ir ALHQ variantuose. (Yang et al.,
2014; Fitzmaurice et al., 2008).

Regionas aplink Met157 alfa spiraléje-1 yra stipriai veikiamas 141 ir 154 aminoragsciy.
Kruvj turin¢ios aminortigsciy liekanos alfa spiraléje-1 formuoja daug Soniniy grandiniy rysiy,

kurie stabilizuoja spiralés struktiirg ir orientacijg (1.6 pav.). (Yang et al., 2014).

ALRQ AFRQ ALHQ
Leul4l Pheldl Leul4l

ol /’\
26

Aspl50 \

Argl54 Argl54 Hisl54

1.6 pav. ALRQ, AFRQ ir ALHQ 141 ir 154 pozicijy sgveiky kompiuterinis modelis (pagal
Yang et al., 2014)
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1.5 Aviy prioniniy baltymy genotipy pasiskirstymas

2004 metais Europos sgjunga jvedé aviy veisimo programg, kuria buvo siekiama padidinti
ARR ir sumazinti VRQ haplotipy daznius. Nuo 2006 iki 2011 mety Belgijoje ARR/ARR
homozigotinio genotipo daznis padidéjo nuo 38,3% iki 63,8%, ARQ haplotipas sumaz¢jo nuo
21,1% iki 12,9%, o VRQ haplotipas sumazéjo nuo 2,0% iki 1,7% i§ 6437 istirty aviy (1.7
pav.) (Dobly, Heyden ir Roels, 2013).
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1.7 pav. Genotipy daznio pokyciai Belgijoje nuo 2006 iki 2011 mety, suskirstyta j 5 grupes
pagal genotipy tikimybe uzsikreésti klasikine Scrapie (pagal Dobly, Heyden ir Roels, 2013)

2002-2008 metais Suomijoje buvo vykdomas aviy genotipy ir prioniniy ligy susirgimy
tyrimas, kurio metu buvo patikrinta daugiau nei 15 000 aviy. Tyrimo metu nustatyta, kad
labiausiai paplit¢s haplotipas buvo ARQ (nuo 64,1% iki 91,7% priklausomai nuo aviy rasies).
Visi kiti haplotipai, ARR, VRQ, AHQ, ARH ir AFRQ sudaré¢ likusius 8,3% - 35.9%). IS visy
tirty aviy tik penkioms buvo nustatyta netipiné Scrapie liga. Klasikinés Scrapie susirgimy
nenustatyta. (Hautaniemi et al., 2012).

1.6 Priony agregacija in vitro
Tyrinéjant priony agregacija in vitro buvo nustatyta, kad PrP® gali agreguoti sudarydamas

fibriles panasias j randamas in vivo, taciau Sie agregatai turi mazesnes proteazéms atsparias
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sritis ir jy infektyvumas Zymiai silpnesnis. Smegenyse randami PrP° sudaro beta struktiras
90-230 aminortigséiy srityje, 0 in vitro agregatai tik 160-220 srityje. (Milto, Michailova ir
Smirnovas, 2014).

Prioniniy baltymy agregacija in vitro galima stebéti naudojant daza tioflaving T (ThT) (1.8
pav.). Agregacijos metu susiformavusios amiloidinés fibrilés turi statmenai jy ilgiui
iSsidésciusius beta struktiiry griovelius, j kuriuos gali patekti ThT. Patekus j Siuos griovelius,
ThT molekulés benzilamino ziedas nebegali sukiotis likusios struktiiros atzvilgiu per bendra
jungti. Tai sustabdo ThT molekules vienoje konformacijoje ir Zymiai padidina jy

fluorescencijos intensyvumg. (Biancalana ir Koide, 2011).

N/
\ /
N

S \

1.8 pav. Tioflavino T molekuliné struktira (pagal Biancalana ir Koide, 2011)

D¢l tiesioginés priklausomybés tarp fluorescencijos intensyvumo ir agregaty
koncentracijos, galima tirti prioniniy baltymy agregacijos kinetikg esant skirtingoms
temperatiroms, guanidino hidrochlorido koncentracijoms ir drusky koncentracijoms. (Levine,

1993).
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2. Medziagos ir metodai
2.1 Naudotos medziagos, tirpalai, sorbentai ir jrenginiai

2.1.1 Laboratoriné jranga

Autoklavas: ,,Raypa AHS-75N*.

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

Chromatografijos sistema ,,AKT Apurifier” (GE Healthcare);
Chromatografin¢ kolonéle ,,XK26/20” (GE Healthcare)

Dializés zarna: 28.7 mm diametro ,,Fisher Scientific BioDesignDialysis Tubing*, kurios
pralaidumas 6-8 kDa.

Elektroforezés aparatai: ,,Biometra Minigel-Twin* su ,,Biometra PS300T* srovés Saltiniu.
Filtrai: 0,22 um pory skersmens, 47 mm diametro ,,Fisher Scientific®.

Filtravimo indai: ,,Millipore Durapore™* 0,22 um pory dydzio, 73 mm diametro ir 150 ml
tiirio.

Koncentratoriai: ,,Amicron® Ultra — 15%, kuriy pralaidumas 10 kDa.

Magnetinés maiSykles: ,,VARIOMAG Maxi Direct®, ,,VELP Scientifica® ARE;
Mikroploksteliy sandarinimo juosta ,,Nunc*

Mikroploksteliy skaitytuvas ,,Synergy H4 Hybrid Multi-Mode*

pH metras: ,,Thermo Scientific Orion DUAL STAR meter*.
Purtykle ,,KS 40001 (IKA);

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

Realaus laiko PGR analizatorius ,,Rotor-Gene Q real-time analyzer” (QIAGEN);
Refraktometras ,,RL3” (PZO);
Spektrofotometrai: ,,Shimadzu Scientific Instruments UV-1800* ir ,,Varian Cary Eclipse®.
Svarstykles: ,,Kern PCB 1000-2%,,,Denver Instruments TP-214*
Termostatai: ,,Fisher Scientific IB-15G*, ,,Eppendorf Thermostat plus*
Termostatuojamos purtyklés: ,,DITABIS MHR 23%.
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Ultragarsinis homogenizatorius: ,,Bandelin Sonopuls®.

Vakuming filtravimo sistema: ,,Sigma-Aldrich®.
Svirkstinis filtras (diametras — 30 mm, pory dydis - 0,22 U/ul);
96 Sulin¢liy mikroplokstelés: ,,Corning*.

2.1.2 MedZiagos

Acros Organics: natrio sulfatas 99%, amonio chloridas 99,6 %, glicerolis 99%, natrio
hidroksidas 98.5 %, guanidino hidrochloridas 98%, natrio fosfatas (NaH2PO,), HCI 37%,
NaOH 50%, amonio persulfatas (APS) 99.5%.

Oxoid: mieliy ekstraktas,

Carl Roth: kalio dihidrofosfatas 99%, kazeino hidrolizatas, TRIS, ampicilinas, glutationas
98%.

Fisher Scientific: magnio sulfatas, laktozé, imidazolas, K;HPQO,, dekstrozé, TEMED, NDS,
AA/BAA, molekulinés masés Zymuo ,,Unstained protein marker”, elektroforezés geliy dazas

., ThermoFisher Ez-Run Protein Gel Staining Solution”, 4X baltymy dazas.

Sigma-Aldrich: Tioflavinas T (ThT).

2.1.3 Buferiniai tirpalai
Al. 100 mM K;HPOy, 10 mM Tris-HCI (pH 8). pH koreguojamas HCI tirpalu ir filtruojamas
per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

A3. 700 mM imidazolo, 100 mM KH,PQ4, 10 mM Tris-HCI, (pH 5,8). pH koreguojamas HCI
tirpalu ir filtruojamas per 0,22 pm pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

B1. 6 M guanidino hidrochlorido, 10 mM glutationo, 100 mM KH,PO,4, 10 mM Tris-HCI, (pH
8). Guanidino hidrochloridas, KH,PO, ir Tris-HCI istirpinami dejonizuotame vandenyje.
Tirpinama Sildant iki 50 °C ir atvéses tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory dydzio, 47 mm
diametro filtrg. Refraktometru iSmatuojamas guanidino hidrochlorido tirpalo ltzio rodiklis ir

apskai¢iuojama tiksli GuHCI koncentracija. Prie$ pat naudojant j buferinj tirpala pridedama
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glutationo ir NaOH tirpalu pH koreguojamas iki 8. Praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki
6M guanidino hidrochlorido koncentracijos.

C. 10 mM acetatinis buferinis tirpalas, (pH 4). Santykiu 3:1 sumaisomi 1 M CH3COOH ir 1 M
CH3;COONa. pH koreguojamas NaOH arba HCI tirpalais, tada tirpalas skiedziamas

dejonizuotu vandeniu.

D. 6 M GuHCI, 50 mM NaH,PO, buferinis tirpalas. Sumaisius GuHCI ir NaH,PO, tirpalas
filtruojamas per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtrg, GUHCI koncentracija nustatoma
refraktometru, tirpalo pH koreguojama iki reikiamos vertés su NaOH arba HCI. Tada tirpalas
skiedZiamas iki tikslios 6 M GuHCI koncentracijos dejonizuotu vandeniu.

E. 50 mM Na,HPO, buferinis tirpalas. Pagamintas tirpalas filtruojamas per 0,22 um pory
dydzio, 47 mm diametro filtrg. pH koreguojamas iki reikiamos vertés su NaOH arba HCI.

2.1.4 Sorbentas
GE Healthcare: ,,Ni SepharoseTM 6 Fast Flow*

2.1.5 Lastelés
Kompetentinés E. coli BL21(DE3) lastelés

2.1.6 Plazmidés

pOPINE-Sheep-PrPARQ23-234 ir pOPINE-Sheep-PrPVRQ23-234 (gautos i§ prof. Joaquin
Castilla)

PrPARQ23-234 aminoriigs¢iy seka:
MKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGW
GQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGSHSQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLG
GYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVN
ITVKQHTVTTTTKGENFTETDIKIMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRGAS

PrPVRQ23-234 aminoriigs¢iy seka:
MKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGW
GQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGSHSQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLG
GYMLGSVMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVN
ITVKQHTVTTTTKGENFTETDIKIMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRGAS
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2.1.7 Terpés

S.0.C. mitybiné terpé. Vienam litrui terpés reikia: 20 g triptono, 5 g mieliy ekstrakto, 0,5 g
NaCl, 2,5 ml 1 M KCI, 10 ml 1 M MgCl;, 10 ml 1 M MgSO,, 20 mM gliukozés ir dejonizuoto

vandens, kad galutinis tiris buty 1 1. Paruosta terpé autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje.

AtSaldzius pridedama 20 ml 1 M gliukozés, kuri pries tai filtruojama per 0,2 pm polivinilidino

difluorido filtrg; iSpilstoma nedideliu turiu ir laikoma -20 °C temperatiiroje.

Skysta LB (Luria-Bertani) mitybiné terpé. 25 g terpés (milteliy pavidalu) iStirpinama 1 1

dejonizuoto vandens;

Auto-induktyvi mitybiné terpé ZYM-5052. Terpé ruoSiama pagal 2.1 lentelg;

2.1 lentelé. ZYM-5052 auto-induktyvios terpés komponentai.

Komponentai Kiekis reikalingas 1,6 L terpés
Kazeino hidrolizatas (1 %) 169
Mieliy ekstraktas (0,5 %) 80

25 mM Na;HPO4 5,68 ¢
25 mM KH32PO4 5444
50 mM NH,CI 4,28 ¢

5 mM Na;SOq4 1,12 g

2 mM MgSOy, 0,784 g

0,5 % glicerolis 8¢
0,05 % gliukoze 08¢
0,2 % laktozé 3,20
100 mg/l ampicilinas 1,6 mi
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2.2 Metodai

2.2.1 Kompetentiniy E.coli BL21(DE3) lasteliy transformacija

ParuoSiamos Petri I¢kSteles su agarizuota LB terpe, kurioje yra 100 pg/ml ampicilino. ] 100
ul kompetentiniy E. coli BL21(DE3) lasteliy jpilama 1 pl tirpalo su pOPINE-Sheep-
PrPARQ23-234 plazmidémis ir atsargiai sumaiSoma. Pagamintas miSinys inkubuojamas lede
30 min. Vykdomas kar$¢io Sokas. MiSinys termostate laikomas 42 °C temperatiiroje 90s ir
veliau perkeliamas j ledo vonele, kur jis inkubuojamas 2 min. Ipilama 400 pl S.O.C. terpés ir
transformuotos bakterijos auginamos termostatin¢je purtykléje 45 min, 37 °C, 220 apm.

Lastelés iSséjamos paruoStose Petri IeksStelése ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu.

Procesas kartojamas su pOPINE-Sheep-PrPVRQ23-234 plazmide.

2.2.2 Transformuoty lasteliy auginimas auto-induktyvioje terpéje
ParuoSiama 200 ml LB terpés su ampicilinu ir ] j3 uzs€¢jama viena transformuoty lasteliy

kolonija. Auginama per naktj 37°C 220 apm.

Paimama po 10 pl i§ naktinés kultiros ir uzséjama j kelias kolbas turin¢ias 400 ml auto-
induktyvios terpés, paruostos pagal 2.1 lentelg. Kolbos patalpinamos termostatingje purtykléje

ir Iastelés auginamos 37 °C, 220 apm.

Po wuzséjimo, kelis kartus, kas valandg paimami méginiai nustatyti baltymo raiSkos
padidéjimui. Po 15 valandy auginimo, terpé su lgstelémis centrifuguojama 30 min. 5000 x g.

Nupilamas centrifugatas, o biomas¢ surenkama ir uzsaldoma -80 °C.

2.2.3 Baltymy raiSkos nustatymas elektroforezés biidu
Méginiy paruosSimas

Nustatomas visy auginimo metu paimty méginiy optinis tankis. Kad biitu galima palyginti
baltymy raiskos skirtumus, lasteliy kiekis visuose méginiuose turi biiti vienodas. Zinant visy

meginiy optinius tankius pagal lygybe:
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V]_XOT]_:VXXOTX

¢ia V1 — maziausio optinio tankio lasteliy méginio turis, OT; — maziausio optinio tankio
lasteliy méginio optinis tankis, Vy It OTx — kity méginiy tdriai ir optiniai tankiai, galima
apskaiciuoti reikiamus méginiy tiirius, kad lgsteliy kiekiai buty vienodi. Apskai¢iuoti tiiriai
supilami j atskirus mégintuvélius ir  centrifuguojami 5 min, 6000 apm; nupilamas
centrifugatas ir ant nuosédy pilama 30 pl dH,O ir 10 pl 4X baltymy dazo. MiSinys 10 min

inkubuojamas 98 °C temperatiiroje.

Elektroforezés geliu paruosSimas

Pagal 2.3 lentele sumaiSomos skiriamojo gelio medziagos (APS ir TEMED supilami
paskutiniai, nes jie sukelia polimerizacijos reakcijg ir gelio stingimg). Pagamintas tirpalas
pilamas tarp elektroforezés ploksteliy ir ant jo uzpilama dH,O. 45 min laukiama kol gelis

sustings. Pavertus ploksteles nupilamas vanduo.

Pagal 2.3 lentele sumaiSomos koncentruojamojo gelio medziagos (APS ir TEMED supilami
paskutiniai). MiSinys pilamas tarp elektroforezés ploksteliy ant skiriamojo gelio. Tarp

ploksteliy j koncentruojamajj gelj jstatomos ,,Sukos* ir 30 min laukiama kol gelis sustings.

Sustingus koncentruojamajam geliui, elektroforezes plokstelés jstatomos | elektroforezés
aparatg ir aparatas pripildomas elektroforezés buferiu iki atzymy. Atsargiai iSimamos ,,Sukos®
ir ] susidariusius ,,Sulinélius* pripilama po 10 ul paruosty méginiy ir j vieng gretimg Sulinélj
jpilama Unstained protein marker. [jungus prietaisg nustatoma 30 mA srové ir 150 mV jtampa.
Elektroforezé vykdoma kol dazas pasiekia skiriamojo gelio apacig. ISjungus prietaisg
iSimamos elektroforezés plokstelés ir tarp jy esantis gelis. Gelis dazomas su ,,ThermoFisher
Ez-Run Protein Gel Staining Solution” dazais purtykléje 1h kambario temperatiroje ir

blukinamas vandeniu.
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2.2 lentelé. Elektroforezés skiriamojo ir koncentruojamojo gelio komponentai ir jy kiekiai.

Skiriamasis gelis (12%) Koncentruojamasis gelis (4%)
dH,O 2,55 ml dH,0 1,27 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,53 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 500 pl
40 % AA/BAA 1,83 ml 40 % AA/BAA 201 pl
10 % NDS 61 pl 10 % NDS 20 pl
10 % APS 30,5 ul 10 % APS 10 i
TEMED 3,65 pl TEMED 2 ul

2.2.4 Baltymy gryninimas

Biomasés homogenizavimas

Transformuotose E. coli lgstelése ekspresuojami prioniniai baltymai susikaupia
intarpiniuose kiineliuose ir biina netirpiis. Todél prie§ vykdant gryninimg, baltymas turi biiti
denatiiruojamas guanidino hidrochlorido tirpalu, o gryninimo metu - renattruojamas. (Vo6lkel,

Blankenfeldt, ir Schomburg, 1998).

AtSildyta Igsteliy biomasé suspenduojama 100 ml B1 buferinio tirpalo. Homogenizuojama
ir ardoma ultragarsu ledy voneléje (20 min, 70 % amplitudé, 60 s veikimo/ 60 s poilsio
rézimas). Homogenatas centrifuguojamas 4 °C 30 min 17000 aps/min. Supernatantas
nupilamas nuo nuosédy ir atskiedziamas 50 ml Al buferinio tirpalo. Atskiestas tirpalas
pilamas ; BI/A1 (2:1) buferiniu tirpalu nupusiausvyrinta sorbentg ir gautas miSinys létai

maiSomas 4 °C, 45 min.

Imobilizuoto metalo jony afininé chromatografija (IMAC)

Imobilizuoto metalo jony afininé chromatografija yra baltymy gryninimo metodas paremtas
afiniskumu tarp metalo jony (Zn**, Cu®*, Ni**, Co®) ir histidino oninés grupés. Metalo jonai
biina pritvirtinti prie agarozés naudojant chelatinius ligandus: iminodiacto ragst] (IDA) arba

nitrilotriacto rugstj (NTA). IMAC ligandai gali jungtis prie keliy nuosekliai grandinéje esanciy
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histidino liekany arba lieckany esanciy tandeminiuose sekos pasikartojimuose. (Block et al.,
2009).

NTA ligandas sudaro keturis koordinacinius rySius su Ni’*, tai palicka dar du rySius

sgveikai su histidiny Soninémis grupémis (2.1 pav.).

NN
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}—Cl .
r,// \\ A Vs

2.1 pav. Ni-NTA sgveika su dviem histidiny Soninémis grupémis. (Block et al., 2009)

IMAC afiniskumas yra pats didziausias baltymams turintiems 6 arba 7 nuosekliai einancias
histidino liekanas (His-Tag), taciau yra galimybé prisijungti ir His-Tag neturin¢ius baltymus,

kurie turi keleta histidino lickany gebanéiy tirpale priartéti prie Ni** jony. (Block et al., 2009).

Chromatografiné¢ kolonél¢ uzkraunama sorbentu ir prijungiama prie chromatografinés
sistemos. Kolonél¢ praplaunama B1/Al1 (2:1) tirpalu kol nebefiksuojamas optinio tankio
pokytis. Baltymas renattiruojamas kei¢iant GuHCI koncentracija nuo 4 M iki 0 M per 132 min
I ml/min grei¢iu. Baltymas nuo sorbento atskiriamas per kolonéle leidziant A3 buferinj tirpalg
3mL/min grei¢iu. Tirpalas frakcijonuojamas po 10ml. Pagal programos rodmenis, frakcijos

turincios baltyma sujungiamos.
Dializé
Tirpalas su baltymu supilamas j dializés zarnelg, kuri patalpinama 4 L C buferinio tirpalo ir

létai maiSant laikoma 4 °C. Buferinis tirpalas pakei¢iamas kas 4 val. du kartus Po dializés

baltymo tirpalas filtruojamas $virkstiniu filtru (diametras — 30 mm, pory dydis - 0,22 U/ul).
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Koncentracijos nustatymas

Spektrofotometru nustatomas baltymo tirpalo optinis tankis (A = 280 nm) ir apskai¢iuojama

baltymo koncentracija (mg/ml) pagal formulg:

_ AXM

exl

¢ia A — tirpalo optinis tankis (A = 280 nm), M — baltymo moliné masé, ¢ - baltymo ekstinkcijos

koeficientas, | — kiuvetés storis.

2.2.5 Baltymy terminio stabilumo tyrimas

Pagal lenteles 2.3 ir 2.4 paruoSiami méginiai terminio stabilumo tyrimui. Naudojamas
realaus laiko PGR analizatorius ,,Rotor-Gene Q real-time analyzer”. Stebimas ANS
fluorescensijos emisijos intensyvumo pokytis kintant temperatirai. ANS fluorescencijos

emisijos intensyvumas padidéja jam prisijungus prie hidrofobiniy baltymo sri¢iy.

2.3 lentelé. PrPARQ terminio stabilumo tyrimo komponentai ir jy kiekiai.

GuHCl konc., M 0 0,5
D buferinis tirpalas (pH 6), pl 0 5,83
ANS, pl 0,7 0,7
Baltymas PrPARQ (2,7 mg/ml), ul 41,22 41,22
E buferinis tirpalas (pH 6), pl 28,08 22,25

2.4 lentelé. PrPVRQ terminio stabilumo tyrimo komponentai ir jy kiekiai.

GuHCl konc., M 0 0,5
D buferinis tirpalas (pH 6), pl 0 5,83
ANS, pl 0,7 0,7
Baltymas PrPVRQ (3,58 mg/ml), ul 31,09 31,09
E buferinis tirpalas (pH 6), pl 38,21 32,38
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2.2.6 Spontaninés baltymy agregacijos tyrimai

Pagal lenteles 2.5 ir 2.6 paruosiami méginiai su skirtingomis pH vertémis (nuo 2 iki 9) ir su
skirtingomis guanidino hidrochlorido koncentracijomis (nuo 0 M iki 4,5 M). Méginiai
supilstomi | 96 Sulinéliy plokstelg, j kiekvieng Sulinélj jdedamas stiklinis rutuliukas ir
plokstelé patalpinama j ploksteliy skaitytuva. Stebima prioniniy baltymy agregacijos kinetika
matuojant ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo pokytj jvairiomis salygomis esant
maiSymui. Per ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo priklausomybés nuo laiko taskus

bréziama sigmoidiné kreivé pagal formule:

A — Ay
Y= Gt 4
1+e dx

¢ia y — fluorescencijos intensyvumas, Xo — laikas, per kurj suagreguoja pusé baltymo (min), Ay
— kreivés minimumo verté, A, — kreivés maksimumo verté, dx — kreivés nuolinkis, x — laikas

(min).

2.6 lentelé. PrPARQ spontaninés agregacijos tyrimo komponentai ir jy kiekiai.

GuHCI koncentracija, M 0 0,5 1 1,5 2
D buferinis tirpalas (pH 2-9), ul 0 16,67 | 33,33 50 66,67
E buferinis tirpalas (pH 2-9), pl 159,74 | 143,07 | 126,41 | 109,74 | 93,07
Baltymas, PrPARQ (2,7 mg/ml), ul | 39,26 | 39,26 | 39,26 | 39,26 | 39,26
Tioflavinas T (10mM), pl 1 1 1 1 1
GuHCI koncentracija, M 2,5 3 3,5 4 4,5
D buferinis tirpalas, pl 83,33 | 100 | 116,67 | 133,33 150
E buferinis tirpalas, ul 76,41 | 59,74 | 43,07 | 26,41 9,74
Baltymas, PrPARQ (2,7 mg/ml), ul | 39,26 | 39,26 | 39,26 | 39,26 | 39,26
Tioflavinas T (1L0mM), ul 1 1 1 1 1
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2.7 lentelé. PrPVRQ spontaninés agregacijos tyrimo komponentai ir jy kiekiai.

GuHCI koncentracija, M 0 0,5 1 1,5 2
D buferinis tirpalas (pH 2-9), pl 0 16,67 | 33,33 50 66,67
E buferinis tirpalas (pH 2-9), ul 171,07 | 154,4 | 137,74 | 121,07 | 104,4
Baltymas, PrPVRQ (3,58 mg/ml), pl | 27,93 | 27,93 | 27,93 | 27,93 | 27,93
Tioflavinas T (10mM), pl 1 1 1 1 1
GuHCI koncentracija, M 2,5 3 3,5 4 4,5
D buferinis tirpalas (pH 2-9), pl 83,33 100 | 116,67 | 133,33 | 150
E buferinis tirpalas (pH 2-9), pl 87,74 | 71,07 54,4 37,74 | 21,07
Baltymas, PrPVRQ (3.58mg/ml), ul | 27,93 | 27,93 | 27,93 | 27,93 | 27,93
Tioflavinas T (10mM), pul 1 1 1 1 1

2.2.7 PrPARQ ir PrPVRQ fibriliy ilgéjimo tyrimai
Agregaty paruoSimas

Paruo$iami 0,5 mg/mL baltymo méginiai 2 M GuHCI; 50 mM NaH,POy,; pH 6 fosfatiniame
buferyje ir létai vartant inkubuojami 3 dienas 37 °C temperatiroje. Kasdien tikrinamas
agregaty susidarymas matuojant ThT fluorescencijos intensyvumg (suzadinimas 450 nm,
emisijos matavimas 460-530 nm bangy ilgio srityje). Prie§ tyrimg agregatai ardomi ultragarsu
ledy voneléje (10 min, 20 % amplitudé, 30 s veikimo/ 30 s poilsio rézimas), kad dideli

agregatai biity suskaidyti ] maZesnius, taip sukuriant daugiau prisijungimo viety monomerams.
Fibriliy ilgéjimo tyrimai

Pagal 2.8 lentele paruoSiami méginiai (ultragarsu ardyti agregatai jpilami paskutiniai).
Kiekvienas méginys iSpilstomas | 4 mégintuvelius po 20 pl, kurie patalpinami ; Rotor Gene-Q
prietaisg. Tyrimai vykdomi temperatiiry intervale nuo 65 °C iki 90 °C. Stebima tioflavino T

fluorescencijos emisijos intensyvumo nuo laiko priklausomybé. Duomenys gluodinami

eksponentine kreive pagal modifikuota Arenijaus lygtj:
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y=1-Ae (k)

¢ia y — santykinis ThT fluorescencijos emisijos intensyvumas ( !

), A — monomery dalis

Ima

misinyje, k — pradinio fibriliy ilgéjimo greic¢io konstanta, x — laikas (min).

Apskaic¢iavus k vertes bréziami k verciy priklausomybés nuo temperatiiros grafikai Arenijaus
koordinatése. Per Siy grafiky taskus nubrézus tieses ir apskaiCiavus tiesiy krypties

koeficientus, galima apskaiciuoti fibriliy ilgéjimo aktyvacijos energijas pagal lygti:
E.=mxR

¢ia E, — fibriliy ilgéjimo aktyvacijos energija, m — tiesés krypties koeficientas, R — idealiyjy
dujy konstanta.

2.8 lentelé. PrPARQ ir PrPVRQ fibriliy ilgéjimo tyrimy méginiy komponentai ir kiekiai.

Baltymas PrPARQ PrPVRQ
Baltymo koncentracija 2,51 mg/ml 3,58 mg/ml
GuaHCI koncentracija 05M 05M

E buferinis tirpalas 31,58 ul 36,93 ul

Baltymas 17,92 ul 12,57 ul
Agregatai (0,5 mg/ml) 50 pl 50 pl
Tioflavinas T (10 mM) 0,5 ul 0,5 ul
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3. Rezultatai
3.1 Aviy PrPARQ ir VRQ gryninimas

3.1.1 E. coli transformacija ir PrPARQ, PrPVRQ raiska

Transformacijai naudoti du E. coli BL21(DE3) lgsteliy méginiai, vienas transformuotas su
pPOPINE-Sheep-PrPARQ, kitas su pOPINE-Sheep-PrPVRQ plazmidémis. Bakterijos i§sétos
ant agarizuotos mitybinés terpés ir inkubuotos 37 °C temperatiiroje. Pasirinkus po vieng

uzaugusig kolonijg uzsétos naktinés kulttros.

I8 naktinés kultairos uzsétos 4 kolbos su 400 ml auto-induktyvios mitybinés terpés. Auginta

15 val., kas kelias valandas paimti kultiiros méginiai raiskos analizei.

Baltymy raiSka nustatoma elektroforezés buidu po méginiy lasteliy kiekio sulyginimo (3.1

pav.).

18.4
14,4

M 5 4 3

ro
(S

3.1 pav. PrPARQ raiskos tyrimo elektroforeograma. PrPARQ masé yra apie 22,9 kDa.
M — molekulinés masés Zymuo, 1 — lasteliy méginys po 3 val. auginimo, 2 — lasteliy
meéginys po 4 val., 3 — lasteliy méginys po 5 val. 4 — Iasteliy méginys po 6 val. 5 — lasteliy

meginys po 8 val.
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3.2 pav. pav. PrPVRQ raiskos tyrimo elektroforeograma. PrPVRQ mas¢ yra apie 22,9 kDa.
M — molekulinés masés zymuo, 1 — lIgsteliy méginys po 3 val. auginimo, 2 — lasteliy meéginys
po 4 val., 3 — Igsteliy méginys po 5 val. 4 — Igsteliy méginys po 6 val. 5 — Igsteliy méginys po

8 val.

Abiejy transformanty baltymo raiskos indukcija buvo sékminga.

3.1.2 Afininé chromatografija

Kadangi misy laboratorijoje anks¢iau buvo gryninti prioniniai baltymai su His-Tag,
standartiné procediira buvo renatiracija ant Ni?* kolonélés. Nors miisy konstrukto atvejy His-
Tag néra, taciau baltymo nestruktiirizuotame N-gale yra septyni histidinai, i§ kuriy keturi yra
oktapeptidiniuose pasikartojimuose, kurie geba prisijungti prie Ni’*. Baltymas renatiiruotas
kei¢iant GuHCI koncentracija nuo 6 M iki 0 M per 200 min tafiau pastebéta labai maza
baltymo iSeiga. Dél didelés GuHCI koncentracijos prioniniai baltymai neprisijungé prie

sorbento.
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Bandant padidinti iSeiga buvo atliktas kitas gryninimas kurio metu, prie§ maisant su
sorbentu, lasteliy homogenatas buvo atskiestas Al buferiu iki 4 M GuHCI koncentracijos, per
sorbentg leistas B1/A1 4 M GuHCl miSinys, o renatlracija vykdyta kei¢iant GuHCI
koncentracijag nuo 4 M iki 0 M per 132 min.

= Optiné sugertis, AU; == Tirpalo laidumas, S/cm; B1 buferio gradientas s/
mAU mS/cm
2500+ "‘ W 250
20009 | A P 200
g
2 -
2 15004 o
£ 150 &
- -
g L=
h~ =]
2 1000
o L1000 &
500
" 50
0 L
0 100 200 300 400 ml

Per kolonéle pratekéjes tiris, ml

3.3 pav. PrPARQ gryninimo proceso chromatograma. Chromatogramoje pavaizduotas
sugerties Kitimas matuojamas ties 280 nm bangos ilgiu, B1 buferinio tirpalo gradientas ir
tirpalo laidumas. 300-400 ml tiirio ribose matoma sékmingai iSgryninto baltymo optinés

sugerties smailé, 400-500 ml tario ribose matoma atskirto nuo sorbento suagregavusio
baltymo smailé.

Norint patikrinti gryninimo efektyvuma buvo panaudotas B1 buferinis tirpalas su 700 mM
imidazolo. Siuo tirpalu eliuotas ant sorbento suagregaves baltymas. Pagal PrPARQ gryninimo
chromatograma 3.3 pav matome, kad sékmingai iSgryninto ir suagregavusio baltymo kiekiai
yra panaSis. Nors gryninimo iSeiga yra tik apie 50 %, taciau tai Zymiai daugiau nei

standartinés His-Tag gryninimo procediiros metu, kai naudotas GUHCI gradientas nuo 6 M.
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3.4 pav. PrPVRQ afininés chromatografijos chromatograma. Chromatogramoje pavaizduotas
sugerties Kitimas matuojamas ties 280 nm bangos ilgiu, B1 buferio gradientas ir tirpalo
laidumas.

Abiejy baltymy gryninimas buvo sékmingas (3.3 pav., 3.4 pav.) ir Sis metodas buvo
taikomas visuose tolimesniuose gryninimuose.

Po gryninimo frakcijos, turin¢ios baltymg, buvo sujungtos ir vykdyta dializé su C buferiniu

tirpalu pagal 2.2.4 dializés metodg. Po dializés baltymo tirpalas filtruotas ir koncentruotas.

3.2 PrPARQ ir PrPVRQ spontaninés agregacijos tyrimai

Pagal 2.2.6 atlikti spontaninés agregacijos tyrimai. Tyrimy metu nustatytos salygos, kuriose
baltymai efektyviai agreguoja bei nustatyti jy agregacijos grei¢iai.

Lentelése 3.1 ir 3.2 yra pateikti baltymy spontaninés agregacijos puslaikiai (xo, min), kiek
uztrunka spontaniskai suagreguot pusei baltymy nuo tyrimo pradzios. Sios vertés pateikiamos
tik toms salygoms, kuriose agregacijos metu nustatytai fluorescencijos intensyvumo

priklausomybei nuo laiko buvo galima pritaikyti sigmoiding kreive (3.5 pav.). Kitose salygose
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agregacija vyko labai létai arba proceso metu buvo staigiy fluorescencijos pokyciy

neleidzianciy teisingai nubrézti sigmoiding kreive.

25000 -

20000 -

15000 -

10000 -

Intensyvumas

5000 -

L] I L] L L] L] L}
0 200

] ¥ | 1 ]
600 X0 800 1000 1200

Laikas, min

T
400

3.5 pav. PrPARQ spontaninés agregacijos ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo

priklausomybé nuo laiko esant 1,5 M GuHCI koncentracijai ir pH 6.

Pagal Siuos rezultatus parinktos salygos, kuriose buvo gaminami agregatai ir atlickami

tolimesni agregacijos tyrimai.
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3.1 lentelé. PrPARQ spontaninés agregacijos rezultatai.

pH\M(GUHCI) 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4,5
2 _ _ _ _ _ _ _ _
3 - - - - - - - -
4 _ _ _ _ _ _ 1114 -
5 _ 981 | 501 | 503 | 980 | 1128 | 1231 _
6 772 | 832 | 688 | 328 _ _ _ _
7 494 | 525 | 243 | 303 | 472 | 545 _ _
8 _ 295 _ 219 | 241 _ _ -
9 686 | 232 | 145 | 290 | 578 _ _ _

3.2 lentelé. PrPVRQ spontaninés agregacijos rezultatai.

pH\M(GUHCI) 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 45
2 — — - - — — — -
3 _ _ _ _ _ _ _ _
4 — — — — — — — —
5 _ _ 664 | 587 | 947 _ _ _
6 504 | 737 | 416 | 401 | 568 | 547 _ _
7 536 | 325 | 313 | 344 | 304 | 636 _ _
8 502 | 243 | 156 | 181 | 265 _ _ _
9 427 258

3.3 PrPARQ ir PrPVRQ terminio stabilumo tyrimas

Pagal 2.2.5 atliktas abiejy baltymy terminio stabilumo tyrimas. Jo metu nustatytos abiejy

baltymy lydymosi temperattiros Ty esant O ir 0,5 M GuHCI koncentracijoms (3.6 pav., 3.7

pav., 3.8 pav., 3.9 pav. ir 3.3 lentele).
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3.6 pav. PrPARQ terminio stabilumo grafikas esant 0 M GuHCI koncentracijai. T, —

temperatiira, kurioje pusé baltymy yra iSsivyniojusiy.
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3.7 pav. PrPARQ terminio stabilumo grafikas esant 0,5 M GuHCI koncentracijai.
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3.8 pav. PrPVRQ terminio stabilumo grafikas esant 0 M GuHCI koncentracijai.
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3.9 pav. PrPVRQ terminio stabilumo grafikas esant 0,5 M GuHCI koncentracijai.
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3.3 lentelé. PrPARQ ir PrPVRQ lydymosi temperatiiros.

Baltymas | GuHCI konc. Tm, °C

PrPARQ oM 66,9 +0,3
PrPARQ 05M 51,2+1,0
PrPVRQ oM 69,3+£0,1
PrPVRQ 05M 58,4+1,0

Padidinus GuHCI koncentracija nuo 0 M iki 0,5 M abiejy baltymy terminis stabilumas

sumazéja. Atsizvelgus | abiejy abiejy baltymy lydymosi temperatiiras, tolimesni agregacijos

tyrimai buvo atliekami 65 — 90 °C temperatiiry intervale, kad monomerai bty iSsilankste.

3.4 PrPARQ ir PrPVRQ fibriliy ilgéjimo tyrimai

Pagal 2.2.7 skyriuje pateika metoda atliktas agregacijos tyrimas kurio duomenys pateikiami

3.10 pav., 3.11 pav., 3.12 pav. ir 3.13 pav. Duomenys gluodinami eksponentine kreive pagal

modifikuotg Arenijaus lygtj (2.2.7 skyrius).

1.2

Intensyvumas, I/,
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3.10 pav. PrPARAQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPARQ monomerams ThT fluorescencijos

emisijos intensyvumo priklausomybé nuo laiko skirtingose temperattirose.
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3.11 pav. PrPARQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPVRQ monomerams ThT fluorescencijos

emisijos intensyvumo priklausomybé nuo laiko skirtingose temperattirose.
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3.12 pav. PrPVRQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPARQ monomerams ThT fluorescencijos

emisijos intensyvumo priklausomybé nuo laiko skirtingose temperatiirose.
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1.2
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3.13 pav. PrPVRQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPVRQ monomerams ThT fluorescencijos

emisijos intensyvumo priklausomybé nuo laiko skirtingose temperattrose.

Kiekvienomis salygomis apskai¢iuota k verté. Sios vertés atspindi pradinj fibriliy ilgéjimo

greit], t.y. kuo greiiau fibrilés ilgéja, tuo §i verté didesné.

Palygintos PrPARQ ir PrPVRQ fibriliy ilgéjimy k vertés esant PrPARQ arba PrPVRQ

monomerams temperatiiry intervale nuo 65 °C iki 90 °C (3.14 pav.).
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3.14 pav. PrPARQ ir PrPVRQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPARQ ar PrPVRQ

monomerams k vertés 65 — 90 °C temperatiiry intervale.

Esant mazesnéms temperatiiroms, Sios vertés beveik nesiskiria, ta¢iau esant aukStesnéms
temperattiiroms, miSiniy turin¢iy PrPVRQ monomerus k vertés tampa zymiai didesnés nei
miSiniy su PrPARQ monomerais. Tai reiSkia, kad PrPVRQ monomerai greiiau jungiasi prie

fibriliy nei PrPARQ monomerai.

Kiekvienam i$ keturiy atvejy, esant tai paciai GuHCI koncentracijai ir skirtingoms
temperatiroms nubrézti k veréiy priklausomybés nuo temperatiiros grafikai Arenijaus
koordinatése (3.15 pav., 3.16 pav., 3.17 pav., 3.18 pav.). Apskaiciuoti per grafiky taskus
einanciy tiesiy krypties koeficientai, pagal kuriuos naudojant Arenijaus lygti apskaifiuotos

fibriliy ilgéjimo aktyvacijos energijos.
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3.15 pav. PrPARQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPARQ monomerams k verciy

priklausomybé nuo temperatiiros Arenijaus koordinatése.

PrPARQ fibriliy ilgéjimo greitis prisijungiant PrPARQ monomerams buvo pats 1é¢iausias
i§ visy tirty varianty. Pagal Arenijaus lygtj apskai¢iuota PrPARQ fibriliy ilgéjimo aktyvacijos
energija prisijungiant PrPARQ monomerams yra 69,16 + 3,42 kJ/mol.
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3.16 pav. PrPARQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPVRQ monomerams k verciy

priklausomybé nuo temperatiiros Arenijaus koordinatése.

Pagal Arenijaus lygtj apskai¢iuota PrPARQ fibriliy ilgéjimo aktyvacijos energija
prisijungiant PrPVRQ agregatams yra 93,08 + 2,29 kJ/mol. PrPARQ fibriliy ilgéjimo
aktyvacijos energija prisijungiant PrPVRQ monomerams yra Zymiai didesné nei prisijungiant

PrPARQ monomerams.

42



2.0 1

VRQ-ARQ
-2.5 -
N Ea =79,66 = 7,13 kd/mol
-3.0 -
< -3.54
£
4.0 -
4.5 -
-5.0 | : | : | : | : | '
2.75 2.80 2.85 2.90 2.95
T'x10° K

3.17 pav. PrPVRQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPARQ monomerams k verciy

priklausomybé nuo temperatiiros Arenijaus koordinatése.

PrPVRQ fibriliy ilgéjimas prisijungiant PrPARQ monomerams aukS$tose temperatiirose
vyko labai greitai, todél per pirmas dvi minutes, kol tirpalas buvo Sildomas iki 85 °C ir 90 °C,
dalis monomery prisijunge prie fibriliy ir tai léme didele 85 °C agregacijos paklaidg bei 90 °C
tasko nuokrypj. Pagal Arenijaus lygtj apskai¢iuota PrPVRQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant
PrPARQ monomerams aktyvacijos energija yra 79,66 + 7,13 kJ/mol.
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3.18 pav. PrPVRQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPVRQ monomerams Kk verciy

priklausomybé nuo temperatiiros Arenijaus koordinatése.

PrPVRQ fibriliy ilgéjimo greitis prisijungiant PrPVRQ monomerams aukstose
temperatiirose buvo pats didziausias i§ visy keturiy miSiniy ir taip pat kaip su PrPVRQ
fibrilémis ir PrPARQ monomerais nebuvo uzfiksuotos reakcijos pradzios fluorescencijos
vertés, tai léeme 85 °C ir 90 °C tasky nuokrypj nuo tiesés. Pagal Arenijaus lygtj apskaiciuota
PrPVRQ fibriliy ilgéjimo aktyvacijos energija prisijungiant PrPVRQ monomerams yra
115,35+ 7,01 kJ/mol.

PrPARQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPARQ monomerams aktyvacijos energija yra pati
maziausia, o PrPVRQ fibriliy ilgéjimo prisijungiant PrPVRQ monomerams — pati didZiausia
(3.19 pav.).
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3.19 pav. Abiejy fibriliy ilgéjimo aktyvacijos energijos prisijungiant skirtingiems
monomerams 0,5 M GuHCI koncentracijoje.

Esant tam paCiam monomerui ir skirtingoms fibriléms, PrPVRQ fibriliy ilgéjimo

aktyvacijos energija yra didesné nei PrPARQ fibriliy.
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ISvados
1. Prioniniai baltymai be His-Tag gali buti gryninami renatliruojant ant sorbento
prisijungusius baltymus, kei¢iant guanidino hidrochlorido koncentracija nuo 4 M iki 0 M
per 132 min.
2. PrPVRQ terminis stabilumas 0 M ir 0,5 M guanidino hidrochlorido koncentracijose yra
didesnis nei PrPARQ.
3. PrPARQ ir PrPVRQ fibriliy ilgéjimo proceso aktyvacijos energija jungiantis PrPVRQ

monomerams yra didesné nei jungiantis PrPARQ monomerams.
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Rekombinantiniy avies prioniniy baltymy ARQ ir VRQ
gryninimas ir agregacijos tyrimai

Santrauka

Prioniniai baltymai yra lasteliy pavirSiaus glikoproteinai, kurie egzistuoja dviejose formose.
Normali lasteliné prioninio baltymo forma (PrPC) turi alfa spiralémis turtingg antring
struktiira, o patologiné forma (PrP%°) turtinga beta struktiromis. PrP*® forma gali katalizuoti
normalaus prioninio baltymo virtimg j patologing formg (amiloidines fibriles), kuri sukelia

Jvairias spongiformines encefalopatijas.

Siame darbe buvo sékmingai i§gryninti du polimorfiniai aviy prioniniai baltymai (ARQ ir
VRQ). Jy agregacijos tyrimai parodé, kad vienos aminoriigsties skirtumas 136 pozicijoje daro

jtakg avies prioniniy baltymy agregacijos kinetikai.
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Recombinant Sheep Prion Protein ARQ and VRQ Purification
and Aggregation Analysis

SUMMARY

Prion proteins are cell surface glycoproteins that exist in two forms. Normal prion proteins
(PrP%) have predominantly alfa-helical secondary structure while pathologic form of prions
(PrP*%) is composed mainly of beta-structures. The PrP*® form has can catalyze conversion of
normal prion proteins into their pathologic form (amyloid fibrils) which causes various
spongiform encephalopathies.

In this work, two polymorphs of sheep prion protein (ARQ and VRQ) were successfully
purified. Aggregation analysis of both proteins revealed a correlation between the aggregation
kinetics and the single amino acid difference at the 136th position.
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