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Santrumpos

AA/BAA — Akrilamidas/bisakrilamidas

AFM - Atominés jégos mikroskopija (angl. Atomic force microscopy)

ALS — Amiotrofiné lateraliné (Soniné) sklerozeé

ANS - 8-anilinonaftalen-1-sulfoniné rugstis

apo®® — Apofermentas su redukuotais disulfidiniais tilteliais

APS — Amonio persulfatas

CI90ORFT2 — 9 chromosomos 72 atviro skaitymo rémelis

CCS — SOD1 vario saperonas (angl. Copper Chaperone for SOD1)

DMSO — Dimetilsulfoksidas

DSF - Diferenciné skanavimo fluorimetrija

DTT - Ditiotreitolis

EAAT2 - Aminorugsciy-neuromediatoriy nesiklis (angl. Ezcitatory Amino Acid
Transporters)

EGCG — Epigalokatechin-3-galatas

fALS — Paveldima amiotrofiné lateraliné sklerozée

FTD - Frontotemporaliné demencija

FUS - FUS baltymas (angl. Fused In Sarcoma)

IAPP — Amilinas (angl. Islet Amyloid Polypeptide)

IPTG — Izopropil-3-D-1-tiogalaktopiranozidas

MES — 2-(N-morfolino)etano sulfoniné rugstis

NDS — Natrio dodecilsulfatas

OT — Optinis tankis

PDB - Baltymu 3D struktury duomeny bankas (angl. Protein Data Bank)
ROS — Reaktyviosios deguonies formos (angl. Reactive Ozxygen Species)
S.0.C - S.0.C terpé (angl. Super Optimal Broth)

sALS — Spontaniné (sporadiné) amiotrofiné lateraliné skleroze

SOD1, hSOD1 — zmogaus Cu, Zn superoksido dismutazé

T,, — Lydymosi temperatura

TDP-43 — TAR DNR risantis baltymas (angl. TAR DNA-Binding Protein)
TEMED - Tetrametiletilendiaminas

ThT — Tioflavinas T

tPA — audiniy plazminogeno aktyvatorius (angl. Tissue-type Plasminogen Activator)
TRIS — Tris(hidroksimetil)aminometanas

TTR — Transtiretinas
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Ivadas

Neurodegeneracinés ligos — nervy sistemos ligos, tokios kaip Alzheimerio, Parkinso-
no, Hantingtono, taip pat prioninés ligos, kuriy metu pazeidziamos nervineés lastelés ir
pasireiskia nervy sistemos veiklos — atminties, kalbos, judesiy, mastymo sutrikimai.

Viena i§ tokiy ligy yra amiotrofiné lateraliné skleroze (ALS), kuriai vystantis pazei-
dziami ir zusta motoriniai neuronai. Nuo ligos pozymiy atsiradimo pacientai iSgyvena vos
3-5 metus, kol palaipsniui visa organizma apima paralyzius ir Zmogus mirsta (Peters ir
Brown Jr, 2015). Vaisty, visiskai iSgydanc¢iy nuo ALS kenciancius pacientus, néra. Vie-
nintelis preparatas, skiriamas tokiems ligoniams, yra riluzolas (Miller et al., 2012), kuris
tik pailgina gyvenimo trukme keletu ménesiy. ALS priezastis — netirpiy baltyminiy ag-
regaty (amiloidy) susidarymas nervinése lastelése ir uzlastelinéje erdvéje. Sie agregatai
pasizymi 3 klostyty struktury gausa, daliniu atsparumu daugumai proteaziy, yra nesuar-
domi lastelés baltymy degradacijos sistemy pagalba bei jungia amiloidiniams dariniams
specifinius dazus. Vienas iS dazniausiai su ALS siejamy baltymy — C'u, Zn superoksido
dismutazé (SOD1), kuri ir yra Sio bakalaurinio darbo tyrimo objektas.

Remiantis statistika, ALS suserga vidutiniskai 1,9 i$ 100 000 Zmoniy. 2015 m. sirgo
222 801 pacientas ir manoma, kad ligoniy skai¢ius 2040 m. padidés iki 376 674 (Arthur
et al., 2016). Priezastimi nurodomas visuomeneés senéjimas besivystanciose Salyse (Arthur
et al.,, 2016). Kadangi visuomenés senéjimas yra neiSvengiamas ateityje, kyla didelis
mokslinés bendruomenés susidoméjimas ALS bei kitomis amiloidinémis ligomis. Siuo
metu yra zinoma keliolika baltymu, kuriy agregacija siejama su ALS (Peters ir Brown Jr,
2015). Taciau néra aiskus ligos rizikos faktoriai, tikslus agregacijos mechanizmai, taip pat
yra intensyviai ieskoma amiloidinés agregacijos slopikliy.

Norint tirti konkretaus amiloidinio baltymo agregacija ir jvairiy medziagy poveikj Siam
procesui laboratorijos salygomis, pirmiausia reikia turéti pakankama kiekj baltymo. Taip
pat reikia optimizuoti salygas greitai agregacijos kinetikai stebéti, kad visas procesas
ivykty per priimting laikg. Turint baltymo ir Zinant Sias salygas, galima tirti jvairiy
medziagy poveikj agregacijos procesui. Remiantis Siais pastebéjimais, darbui su naujai

gautu baltymu laboratorijoje suformuluojami uzdaviniai:

1. Optimizuoti E.coli kulturos auginimo salygas tikslinio baltymo gryninimui.

2. Isgryninti rekombinantine zmogaus C'u, Zn superoksido dismutaze.

3. Optimizuoti amiloidiniy fibriliy gavimo ir agregacijos kinetikos tyrimo salygas.
4. Atlikti SOD1 agregacijos eksperimentus su potencialiais agregacijos slopikliais.

Viso darbo tikslas — istirti potencialiy agregacijos slopikliy jtakg hSOD1 agregacijai.



Greta MUSTEIKYTE Literaturos apzvalga

1. Literaturos apzvalga

1.1. Neurodegeneracinés ligos

Neurodegeneracinés ligos — létinés nervy sistemos ligos, kuriy bendras pozymis — amilo-
idiniy baltymy agregaty kaupimasis nervinése lastelése ir uz jy riby. Dazniausiai pasireis-
kia vyresnio amziaus zmonéms. Pacientai patiria atminties, kalbos, suvokimo, elgsenos,
judéjimo sutrikimus. Sie poZymiai susije su nerviniy lasteliy Ziitimi ar veiklos sutrikimu
jose kaupiantis netirpiems baltymy agregatams. Vienos labiausiai paplitusiy ir iStyrinety
yra Alzheimerio, Parkinsono, Hantingtono ligos, su kuriomis siejami atitinkamai amiloidas
B, a sinukleinas ir hantingtinas (Stroo et al., 2017). Be paminéty egzistuoja ir daugybeé

kity sutrikimy, susijusiy su amiloidiniais baltymais (1 lentelé).

1 lentelé. Amiloidiniy baltymu sukeliamos ligos (pagal Stroo et al. (2017))

Liga Baltymas PazeidZziama nervy sistemos dalis

Amiloidas f3, Smegeny zievé, Amono ragas (lot.

Alzhei io i
zheimerio liga 7 baltymas Hippocampus)

Dryzuotasis kunas (lot. Corpus
Striatum)

Tamsioji medziaga (lot. Substantia
Nigra)

Hantingtono liga Hantingtinas

Parkinsono liga « sinukleinas

Demencija su Levi Smegeny zievé, Amono ragas (lot.

« sinukleinas

kuneliais Hippocampus)

gzzlégzzzlporahne 7 baltymas Kaktiné ir smilkininé smegeny zieve

Prionineés ligos Prionini?i Galvos ir nugaros smegenys
baltymai

Amiotrofiné lateraliné SOD, FUS, Motoriniai neuronai

sklerozé TDP-43

1.2. Amiotrofiné lateraliné sklerozé

Amiotrofiné lateraliné (Soniné) skleroze, dar vadinama Lu Gerigo liga (Lou Gehrig’s
disease) arba Sarko (Charcot) liga - neurodegeneraciné liga, kuria sergant Ziista virsutiniai
ir apatiniai motoriniai neuronai. Pirmakart pastebéta dar 1830 m. Carlzo Belo (Charles
Bell), ta¢iau i$samiai apraSyta pranciizy neurologo Zano Martino Sarko (Jean-Martin
Charcot) 1874 m. JAV susidoméjimas Sia liga kilo XX a., kai Zymus beisbolo zaidéjas
Lu Gerigas 1939 m. dél jos buvo priverstas nutraukti karjera. Tuo tarpu pasaulyje
apie ligg plac¢iau imta kalbéti tik 1963 m., ja susirgus angly fizikui Stivenui Hokingui

(Stephen Hawking) (Katz, 2015). ALS dazniausiai paveikia senyvo amziaus, vyresnius
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nei 50 m. zmones, taciau tikimybeé susirgti egzistuoja visu gyvenimo laikotarpiu. 90 %
atveju ALS susergama spontaniskai (sporadiné ALS, sALS) dél nezinomy priezasciy, tuo
tarpu likusiuose 10 % atvejy liga paveldima genetiskai, autosominiu dominantiniu budu
(paveldima ALS, fALS). Nuo pirmujy ALS pozymiu pasireiskimo iki mirties dazniausiai

praeina 3-5 metai (Peters ir Brown Jr, 2015).

1.2.1. Pozymiai

Pirmieji ALS pozymiai - sunkumas atlikti valingus raumeny judesius. Tai pasireiskia
sunkumu vaikscioti, kalbéti, atlikti kasdienius darbus. Ligai progresuojant, atrofuojasi
nemankstinami raumenys, pasireiskia nuovargis, dazné¢ja meslungis, Zzmogus paralyzuoja-
mas. Paskutinéje stadijoje tampa sunku ryti, kvépuoti ir galiausiai ligonis mirsta. [domu
tai, kad ALS paveikia tik motorinius neuronus - daznai zmogaus intelektas, mastymas,
asmenybé islieka nepakite (Zarei et al., 2015), taciau yra atvejy, kai pasireiskia giminingy
ligu, pavyzdziui, frontotemporalinés demencijos (FTD), pozymiai (Mathis et al., 2017;
Peters ir Brown Jr, 2015). Ligoniams su pasireiskusiais FTD pozymiais budingas im-
pulsyvumas, nuotaiky kaita, kalbos, mastymo funkcijy sutrikimas. Seniau buvo manyta,
kad ALS vystosi individualiuose neuronuose. Taciau tyrimai parodé, kad ALS patogene-
zei jtakos turi ir vyksmai kaimyninése glijos lastelése (Maniecka ir Polymenidou, 2015;
Peters ir Brown Jr, 2015). Tai reiskia, kad liga yra kompleksiné ir negalima jos priezasciy

sieti su vienu lasteliy tipu ar baltymu.

1.2.2. Priezastys

Siuo metu nustatyta virs 30 geny, atsakingy uz ALS pozymiy atsiradima. SOD1 buvo
pirmasis baltymas, 1993 m. identifikuotas kaip ALS sukéléjas (Rosen et al., 1993). Sergan-
¢iy zmoniy nerviniy lasteliy agregaty sudétyje randama tiek laukinio tipo, tiek mutantinés
formos SOD1 (Siuo metu zinoma daugiau kaip 160 mutaciju SOD1 gene, susijusiy su ALS
- 1.1 pav.). Placiau apie SOD1 baltyma rasoma 1.3.3 skyrelyje. Su ALS taip pat susi-
je su nukleorugstimis saveikaujantys TAF15, EWSR1, ANG, SETX, ELP3, ataksinas—1,
ataksinas—2, hnRNP-A1, hnRNP-A2B1 ir CREST baltymai. IS ju dazniausiai sutinkami
TDP-43 ir FUS ribonukleoproteinai. Mutacijos TDP-43 ir FUS genuose lemia 10 % fALS
atveju. TDP-43 yra 414 aminorugsciy DNR jungiantis baltymas, turintis 2 RNR atpazi-
nimo motyvus, branduolio lokalizacijos ir eksporto sekas. Daugiausia mutacijy, susijusiy
su ALS, randama glicinais turtingame C gale. FUS sudarytas iS 526 a.; jo struktura
panasi j TDP-43. Baltymas turi branduolio importo/eksporto sekas, sekas jungimuisi su
RNR/DNR ir Zn pirsty motyva (Peters ir Brown Jr, 2015). Dazniausia su nukleorugstimis
saveikaujanc¢iy baltymy vieta eukariotinéje lasteléje yra branduolys. ALS atveju, sutrin-
ka tokiy baltymy jnasa j branduolj ir jie nebegali atlikti savo funkcijos. Kita toksiskumo

priezastis - FUS ir TDP-43 turi prioninius domenus (angl. prion-like domains), kuriais
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— B struktdros
[ a spiralés

1.1 pav. Su ALS susijusios mutacijos SODI gene.

baltymai labai stipriais rysiais negriztamai sukimba j streso granules ir formuoja netirpius
intarpinius kunelius (Mackenzie et al., 2010; Peters ir Brown Jr, 2015). Idomu tai, kad
is TDP-43 agregaty sudarytuose intarpiniuose kuneliuose nerandama SOD1 agregaty, o
FUS agregaty sudétyje nerandama TDP-43. Tai liudija skirtingus iy baltymy agregacijos
mechanizmus, nors visi jie sukelia tg pacia liga (Maniecka ir Polymenidou, 2015). Nese-
niai atrasta, kad net 10 % ALS atvejy sukelia heksanukleotido GGGGCC pasikartojimy
[-ajame nenustatytos funkcijos geno CYORF72 introne padidéjimas nuo 2-23 iki 700-1600
vienety. Manoma, kad esant pasikartojimy skaic¢iaus padidéjimui, alternatyvaus splai-
singo metu gaunamos skirtingos iRNR. Sios iRNR koduoja kitokias COORF72 baltymo
izoformas, kurios kol kas nezinomu budu dalyvauja ALS vystymesi (DeJesus-Hernandez
et al., 2011; Renton et al., 2011).

1.2.3. Rizikos veiksniai

Pagrindinis rizikos veiksnys fALS atveju, Zinoma, yra mutacijos su ALS susijusiy bal-
tymy genuose. Tuo tarpu sALS rizikos veiksniai néra gerai istirti, kadangi ligos pozymiai
atsiranda senyvame amziuje ir yra sunku atsekti tikruosius rizikos veiksnius. Yra tik

numanomas siy veiksniy zalingas poveikis (Zarei et al., 2015):

o Rukymas. Tabake esantys sunkieji metalai lastelése sukelia oksidacinj stresa, uzde-



Greta MUSTEIKYTE Literaturos apzvalga

gima ir veikia neurotoksiskai.

o Fizinis aktyvumas. Néra aisku, kaip geras fizinis pasirengimas gali sukelti ALS, ta-
¢iau pastebéta, kad atletams susirgti ALS rizika yra didesné negu nesportuojantiems

Zmoneéms.

« Zemes tkyje naudojami chemikalai. Nustatyta, kad Zmonés, 4 metus ir ilgiau dirbe
su pesticidais, herbicidais ir kitomis zemés tkyje naudojamomis cheminémis me-

dziagomis, labiau rizikuoja susirgti ALS.

o Elektromagnetiniai laukai. Nustatyta, kad labai Zemo daznio elektromagnetiniai
laukai skatina reaktyviyjy deguonies formy susidaryma lastelése in vitro ir in vivo.
Kadangi oksidacinis stresas tiesiogiai susijes su ALS, tokio pobudzio radiacija gali

prisidéti prie ALS vystymosi.

Tuo tarpu vitamino E vartojimas kartu su omega—3 riebiosiomis rugstimis sumazina rizika
susirgti ALS iki 60 % (Veldink et al., 2007).

1.3. Superoksido dismutazés

Superoksido dismutazeés — visy trijy domeny organizmuose randami baltymai. Jy funk-
cija — mazinti oksidacinj stresa lastelése reaktyvy superoksido jong O, veréiant j vande-
nilio peroksida ((1) lygtis). Neseniai atrasta, kad zmogaus C'u, Zn superoksido dismutazé

dalyvauja AKT kinazés valdomame signaliniame kelyje (Mondola et al., 2016).

20, +2H" — H,0, + O, (1)

Pirmoji superoksido dismutazé buvo isskirta i jaucio eritrocity dar 1969 m. (McCord
ir Fridrowich, 1969). Siuo metu zinomos superoksido dismutazés skirstomos j 3 klases
pagal tai, kokiy metaly jonus turi aktyviajame centre - Mn, Ni, Fe ar Cu (1.2 pav.)
(Miller, 2011).

(a) Mn SOD, (b) NiSOD,PDB (c) FeSOD, PDB (d) Cu, Zn SOD, PDB ko-
PDB kodas 1ZSP. kodas 1T6U. kodas 1ISB. das: 1HLS5.

1.2 pav. Superoksido dismutaziy erdvinés strukturos.
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1.3.1. Mn ir Fe SOD

Mn ir Fe jonus turin¢ios SOD (1.2a ir 1.2¢ pav.) pasizymi panasia struktura, amino-
rugsciy seka ir (1) reakcijos katalizés mechanizmu.

Abu baltymai randami bakterijose, pirmuonyse, grybuose, augaluose. Mn SOD dar
randama ir gyvuny lasteliy mitochondrijose (véziagyviuose, naudojanciuose C'u deguonies

transportui, citozoliné SOD taip pat turi Mn jona) (Miller, 2011).

1.3.2. Nz SOD

Ni SOD — is 13,2 kDa subvienety sudarytas homoheksameras, pirmakart rastas Strep-
tomyces genties bakterijose, aktyviame centre turintis N4> jona (1.2b pav.) (Youn et al.,
1996). Baltymas pasizymi maziausia aminorugsciy sekos homologija palyginus su kity
SOD klasiy baltymais. Holofermente yra 6 Ni* jonai, koordinuojami histidino ir trijy
cisteiny Soniniy grupiy. Aktyvaus centro metalo jonas yra giliai fermento viduje ir kanalas
iki jo yra tokio plocio, kad prie jo patekti gali tik desolvatuotas O, . Ni SOD, kaip ir
Cu, Zn ir Fe SOD, yra citozolinis baltymas. Jj koduoja sodN genas; po transliacijos pro-
fermentas yra brandinamas nuskeliant visy polipeptidiniy grandiniy N galus (Barondeau
et al., 2004).

1.3.3. Cu, Zn SOD

Cu ir Zn jonus turin¢ios SOD (1.2d pav.), aptinkamos visose gyvybés karalystése,
iSskyrus pirmuonis. Galimos trys baltymo formos: monomeras, dimeras ir tetrameras
(Antonyuk et al., 2009). Monomeras randamas bakterijose, dimeras — gyvuny lasteliy
citozolyje, peroksisomose, mitochondrijy tarpmembraninéje erdvéje, branduolyje, tetra-
meras — uzlastelinéje erdvéje (Miller, 2011).

Zmogaus Cu, Zn superoksido dismutazé — citozolyje lokalizuotas 32 kDa homodi-
meras, kiekviename subvienete turintis po viena Cu, viena Zn jona ir vidumolekulinj

disulfidinj rysj tarp Cys®" ir Cys!'4S.

Subvieneta sudaro 8 juosty [ statiné, Zn kilpa,
elektrostatine kilpa ir graikisko rakto motyva turinti kilpa. Zn ir elektrostatiné kilpos
sudaro kanalo, vedan¢io nuo baltymo pavirsiaus iki aktyviojo centro, sienas (Rotunno ir
Bosco, 2013; Strange et al., 2003; Tainer et al., 1982). Cu** yra koordinuojamas keturiy
His Soniniy grupiy, Zn** — trijy histidiny ir aspartato. Vieno histidino imidazolo Ziedas
yra bendras ligandas abiems metalams (Tainer et al., 1982).

SOD1 lasteléje brandinama superoksido dismutazés vario Saperono (hCCS) pagalba.

Brendimas vyksta keliais etapais (pagal Banci et al. (2012), 1.3 pav.):
1. Zn jono jterpimas j apofermenta;

2. Cu(I)-hCCS heterodimerizacija su brandinama SODI;
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3. C'u jjungimas j SOD1 per hCCS D1 domena;

4. Tarpmolekulinio disulfidinio rysio tarp SOD1 ir hCCS suformavimas:
(hCCS) Cys***—Cys*® + (hSOD1) Cys™ N (hCCS) Cys*** — Cys®"(hSOD1) +
(hCCS) Cys*

5. Vidumolekulinio (hSOD1) Cys®" — Cys'*® tilto susidarymas:
(hCCS) Cys*** — Cys°"(hSOD1) + (hSOD1) Cys'*® — (hSOD1) Cys® — Cys*® +
(hCCS) Cys**

6. Subrendusiy SOD1 subvienety homodimerizacija i natyvy baltyma.
% DG
EE-hSOD1s# = l

RO

Q- @

% Cu,Zn-hSOD15%
E,Zn-hSOD1SH

&

Sty

—

D2

f‘c:\

Cu(l)-hces

D1

1.3 pav. Zmogaus Cu, Zn superoksido dismutazés brendimas dalyvaujant O, (pagal
Banci et al. (2012)).

1.4. Amiloidiniy baltymuy agregacijos mechanizmai

Lastelés baltymai, kad galéty atlikti savo funkcijg, pirmiausia turi jgyti jiems budinga
tretine ir/arba ketvirtine struktiirg. Sios struktiiros jgijimas lastelés aplinkoje dazniausiai
yra sudétingas ir vyksta keliais etapais, kuriy metu baltymas yra vis kitokios energinés

busenos (1.4 pav.). Susilankstymo eigoje baltymo kontaktai su kitomis molekulémis lemia,
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kokia struktura bus jgyta. Iprastu atveju jgyjama natyvi tretiné/ketvirtiné struktura, ta-
¢iau baltymas gali sukibti j amorfinius agregatus ar amiloidines fibriles. Agregaty susida-
rymo tikimybé priklauso nuo laiko, kurj tarpiné susilankstancio baltymo forma praleidzia
hidrofobines sritis eksponuodama j aplinka. O tai savo ruoztu priklauso nuo baltymo dy-
dzio, jo strukturos sudétingumo ir energinio barjero, kuris turi buti jveiktas, kad baltymas

igytu natyvia struktura (Hartl et al., 2011).

%F\\V ml
) Nesulankstytas

A - baltymas
=z I
|
|
X . |
Saperonai |
2,
W | Tarpinés baltymo
v formos
L
IS dalies
sulankstytas
baltymas

Amorfiniai
agregatai

::/a/yaﬂ‘l‘l“'!*"?ﬂflﬂl '
Amiloidinés
fibrilés

> <
Vidumolekuliniai kontaktai Tarpmolekuliniai kontaktai

1.4 pav. Baltymo tretinés strukturos jgijimo energetika (pritaikyta pagal Hartl et al.
(2011)).

[gyti teisinga tretine ar ketvirtine struktura baltymams padeda Saperonai; jie taip
pat dalyvauja blogai susisukusiy baltymy perlankstyme. Lastelés baltymy pastovumui

(proteostazei) palaikyti svarbios ir proteosomos. Sutrikimai, atsirandantys Siose sistemose
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dél amziaus ar genetiniy mutaciju, gali sukelti jau aptartas amiloidines ligas (Hartl et al.,
2011).

1.4.1. Bendras agregacijos mechanizmas

Amiloidinés agregacijos kinetikai stebéti naudojami jvairus specifiniai dazai (tiofla-
vinas S, tioflavinas T, nilo raudonasis, kongo raudonasis, dapoksilas), in vitro tyrimams
dazniausiai naudojamas tioflavinas T. Dazui prisijungus prie amiloidiniy struktury, jo flu-
orescencijos emisijos intensyvumas padidéja keliasdesimt karty (Hawe et al., 2008). Tokiu
budu stebint agregacijos kinetika in vitro, pastebéta, kad daznu atveju duomeny issidés-
tymas yra sigmoidinés kreivés pavidalo (1.5 pav.). Remiantis tuo buvo pasiulyti galimi
amiloidinés agregacijos mechanizmai (Eisele et al., 2015).

Agregacijos procesas prasideda agregacijos branduoliy, i$ keliy baltymo monomery
sudaryty oligomery, formavimusi — tai léciausia, greitj limituojanti stadija, dar vadina-
ma nukleacija. Pagal nukleacinés polimerizacijos (angl. nucleated polymerisation)
hipoteze, branduoliy formavimosi (lag fazés) metu atsitiktinai susiduria baltymo moleku-
les, taciau oligomerai susidaro ne kiekvieno susidurimo metu. | agregacijos branduolius
susijungia tik tam tikros konformacijos baltymo formos, kurioms termodinamiskai palan-
kiau jungtis j oligomerus, negu egzistuoti atskirai. Branduoliy susidarymas aiskinamas
ir branduolio konformacinio poky¢io (angl. nucleated conformational conversion)
teorija. Pagal Sig teorija, egzistuoja pusiausvyra tarp baltymo monomero ir daznu atveju
stabilesnio oligomero. Bégant laikui oligomeras persitvarko ir virsta agregacijos bran-
duoliu, kuris dalyvauja fibriliy ilgéjime (Eisele et al., 2015). Abiem atvejais nukleacija
agregacijos kinetinéje kreivéje stebima mazo, nekintancio fluorescencijos emisijos intensy-
vumo kreivés pavidalu nuo laiko momento t=0 iki elongacijos pradZios. Sios agregacijos
fazés tyrimai yra patys sudétingiausi dél susidaranciy oligomery jvairovés ir metody juos
atskirti trukumo (Buell et al., 2014). Atliekant eksperimentus lag fazés trukme galima
gerokai sutrumpinti j agregacijos misinj pridéjus ,séklos — jau susiformavusiy fibriliy.
Tuomet ima vyrauti elongacijos procesas, kuris yra daug greitesnis nei nukleacija (Zr.
toliau) (Kumar ir Walter, 2011). Siuo principu paremtas baltyminio uzkrato plitimas j
kitas lasteles serganc¢iame organizme (Buell et al., 2014; Fisele et al., 2015).

Agreguojant kai kuriems baltymams (pvz. transtiretinui) in wvitro, pastebéta, kad
kartais kinetinése kreivése nebuna lag fazés, nors ,séklos” ir nebuvo pridéta. Tokiam
reiskiniui paaiskinti buvo sukurta savaiminés polimerizacijos (angl. downhill polyme-
risation) teorija. Pagal ja, greitj limituojanti stadija yra baltymo virtimas j agregatyvia
forma. Sios formos monomerai yra auks¢iausios energinés biisenos ir savaime agreguoja
iskart, nes bet kokio tipo agregatai yra zZemesnés energinés busenos. Tokio tipo baltymuy
agregacijai ,séklos® pridéjimas neturi jokios jtakos (Eisele et al., 2015).

Elongacija (fibriliy ilgéjimas) — tirpiy baltymo formu jungimasis isilgine kryptimi
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prie agregacijos branduoliy. Elongacijos metu susidaro pailgos formos fibrilés, kuriy galai
veikia kaip aktyvus centrai jungtis kitiems monomerams (ar oligomerams). Prisijunges
baltymas jgyja tokiag forma, kuri leidzia sukurti tokj patj aktyvy centra, prie kurio pries
tai prisijungé — taip atsiranda isilginé fibrilés simetrija. Kol kas nesutariama, kas daly-
vauja ilgéjime — baltymo monomerai ar oligomerai. Manoma, kad esant mazoms baltymo
koncentracijoms, prie fibriliy galy jungiasi monomerai. Tai jrodoma tiesine elongacijos

grei¢io priklausomybe nuo baltymo koncentracijos. Tuo tarpu esant didesnei baltymo
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1.5 pav. Bendras amiloidinés agregacijos mechanizmas (pritaikyta pagal (Kumar ir
Walter, 2011)).

koncentracijai, prie galy labiau linke jungtis oligomerai — tokia iSvada buvo padaryta
pranykus tiesinei elongacijos grei¢io priklausomybei nuo baltymo koncentracijos (Buell
et al., 2014). Kai kuriuose saltiniuose (Kumar ir Walter, 2011; Perrett, 2014) isskiriama,
tarpiné faze tarp agregacijos branduoliy ir fibriliy susidarymo. Teigiama, jog fibrilés su-
sidaro tarpusavyje jungiantis protofibrilems (trumpiems, pailgiems baltymu agregatams,
kuriems taip pat budinga [ klostyta struktura). Protofibriliy strukturos susidarymui
svarbus vandeniliniai rysiai tarp polipeptidiniy grandiniy karkasy; tuo tarpu protofibriliy
tarpusavio jungimosi pobudj lemia peptido Soniniy grupiy sudaromi vandeniliniai rysiai
ir kitos Soniniy grupiu saveikos (Perrett, 2014). Abiem atvejais, fibriliy ilgéjimas ar pro-
tofibriliy susidarymas bei jungimasis j subrendusias fibriles kinetin¢je kreivéje stebimas
kaip eksponentinis fluorescencijos emisijos intensyvumo didéjimas (1.5 pav.).

Agregacijos procesas baigiasi pasiekus jsisotinimg. Sios fazés metu terpéje nebéra
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laisvy monomery, visi sujungti j fibriles. Esant jsisotinimui vyksta tik fibriliy luzinéjimas
dél vidiniy jtempio jégy. Isisotinimas stebimas kaip beveik nekintancio fluorescencijos
emisijos intensyvumo, kuris yra keliasdesimt karty didesnis uz pradinj, kreivé (Buell et al.,
2014).

Visas aukscéiau aprasytas procesas dar vadinamas pirmine nukleacija. Jai jvykus
dar gali vykti antriné nukleacija — monomery jungimas ir fibriliy susidarymas ant jau
esanciy agregaty pavirSiaus. Toks procesas laikomas pavirsiaus katalizés rusimi. Baltymo
monomerai gali jungtis tiek ant i$ tokiy paciy baltymy sudaryty fibriliy, tiek ant kitokiy
baltymy fibriliy (Buell et al., 2014).

1.4.2. SOD1 mutanty ir agregaty toksiskumas

Nuo pat SOD1 susiejimo su ALS buvo bandoma isaiskinti, koks tikslus sio baltymo
vaidmuo ligos vystymesi ir dazniausiai tyrimai buvo atliekami su mutantiniais SOD1 va-
riantais. IS pradziy buvo tikima funkcijos praradimo (angl. loss of function) hipoteze.
Pagal sia hipoteze, mutuota SOD1 nebegali katalizuoti fermentinés reakcijos — O, ver-
timo i vandenilio peroksida — ir neuronai ziva dél oksidacinio streso. Si hipotezé buvo
paneigta keliais faktais. Pirma, heterozigotiniai pagal SOD1 gena asmenys taip pat serga
ALS, nors vieno sveiko alelio turéty pakakti nefunkcionalaus baltymo funkcijai atstatyti.
Antra, pelés, kuriose smarkiai padidinta sveiko SOD1 geno raiska, taip pat turi ligos pozy-
miy. Ir trecia, pelés su iSveiklintu SOD1 genu neturi ligos pozymiy, nors ju lastelés be Sio
fermento gyvena didesnio oksidacinio streso salygomis. Siuo metu tikima naujos funkcijos
igijimo (angl. gain of function) hipoteze. Pagal ja, mutantés SOD1 yra jgijusios nauja,
funkcija — neurodegeneraciniy ligy kontekste tai yra didesnis polinkis formuoti agregatus,
kuriy kaupimasis lastelése yra kenksmingas (Peters ir Brown Jr, 2015). Mutantinés SOD1
formos ir agregatai randami nejprastose lastelés vietose ir trikdo jvairius lastelinius proce-
sus motoriniuose neuronuose ir aplinkinése nervinése lastelése — astrocituose, mikroglijos
lastelése (zr. 1.6 pav.).

Sklindant nerviniam signalui, j neurono sinapse per presinapsing membrana isskiria-
mas neuromediatorius gliutamatas, kurj atpazjsta postsinapsinés membranos receptoriai.
SOD1 agregatai sutrikdo gliutamato pasalinima i$ sinapsés po signalo perdavimo, inak-
tyvuodami astroglijos lasteliy gliutamato nesiklj EAAT2 (Boillée et al., 2006; Zarei et al.,
2015). Sinapséje susikaupes gliutamatas trukdo naujo signalo sklidimui ir nuolat sti-
muliuoja postsinapsinius receptorius — atsiranda ekscitotoksiskumas. Ekscitotoksiskumas
savo ruoztu aktyvuoja nuo Ca?* priklausomus metabolinius kelius ir didesnj Na*, Ca?*
jonu patekima j lastele (Zarei et al., 2015).

Su motoriniy neurony zutimi susijusios ir pazaidos mitochondrijose. Mutantés SOD1
pasizymi savybe kauptis mitochondrijy tarpmembraninéje erdveéje ir matrikse. Taip pat,

saveikaudamos su fosfolipidinémis membranomis, trikdo mitochondrijos baltymy importa

14



Greta MUSTEIKYTE Literaturos apzvalga

i citozolio (saveikaudamos su TIM/TOM nesikliais) (Boillée et al., 2006). Tam tikri mu-
tantai (G93A) slopina oksidacinj fosforilinima, o Sio proceso rezultatas — sumazéjes ATP
kiekis lasteléje (Mattiazzi et al., 2002). Nesant pakankamai ATP, motoriniai neuronai
nebegali atlikti savo funkcijos dél energijos trukumo. SOD1 agregatai taip pat inicijuoja
pirmalaikj vidinj apoptozeés kelig — trikdo antiapoptotinio reguliatoriaus Bcl-2 veikla. Savo
ruoztu apoptozés signalinio kelio gale aktyvuojama kaspazé-3 proteolitiskai inaktyvuoja
EAAT?2 nesiklj, ir taip dar labiau padidinamas ekscitotoksiskumo lygis ir pagreitinama
neurony zutis (Boillée et al., 2006; Boston-Howes et al., 2006).

Mitochondrijos svarbios ir patovios C'a?" koncentracijos palaikymui. Buvo parodyta,
kad ALS pacienty neuronuose yra smarkiai sumazéjes Ca®t jungianciy baltymy, tokiy
kaip kalretikulinas ir kalbindinas, kiekis — tai siejama su neurony zutimi dél homeostazés
nepalaikymo. Galiausiai agregatai, kaip dideliy matmeny dalelés lastelés mastu, apsunki-
na mitochondrijy transporta j aksono gala, kur signalo perdavimo metu yra didelis ATP
poreikis ir C'a®* koncentracija. Esant blogam mitochondrijy paskirstymui, aksonas kencia,
nuo ATP trukumo ir kalcio homeostazés sutrikimo. Be to, aksone kaupiasi pasenusios,
nebeveiksnios mitochondrijos ir j ju vieta neatnesamos naujos (Maniecka ir Polymenidou,

2015).
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1.6 pav. Motorinio neurono degradacija vystantis ALS (pritaikyta pagal (Boillée et al.,
2006)).

Be jau mineéty reiskiniy, SOD1 agregatai uzkemsa proteosomas trukdydami ardyti
iprastus lgstelés baltymus bei kaupiasi endoplazminio tinklo ertméje trikdydami bloga
struktura jgavusiy baltymu degradacija ERAD mechanizmu (angl. ER-associated degra-
dation) (Maniecka ir Polymenidou, 2015).
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Taip pat buvo parodyta, kad mutantinés SOD1 formos atrankiai sekretuojamos j las-
telés isore (Shi et al., 2016) ir keicia glijos lasteliy aktyvuma.

Deja, tikslus agregaty vaidmuo ALS ir kity amiloidiniy ligy patogenezéje kol kas néra
zinomas. Seniau buvo manoma, kad toksiskiausia baltymo forma yra fibriliniai agregatai
(Hardy ir Higgins, 1992). Tadiau Siuo metu vyrauja nuomoné, kad agregacija i fibriles
téra apsauginis mechanizmas, o toksiskiausios lgsteléms yra strukturg praradusios tarpinés
baltymo formos ir i$ juy sudaryti oligomerai (Eisele et al., 2015; Stroo et al., 2017; Verma
et al., 2015).

1.5. Agregacijos slopikliai

Amiloidinéms ligoms gydyti gali buti taikomos pacios jvairiausios strategijos (Eisele
et al., 2015). Bendro gydymo visoms tokio tipo ligoms kolkas néra, visi metodai yra
specifiniai ir priklauso nuo su liga siejamo baltymo ir pazeidziamo organo. Bendros stra-
tegijos ligoms jveikti yra agregatyvaus baltymo geno raiskos mazinimas, bloga tretine ar
ketvirtine strukturg jgijusiy baltymy degradacijos efektyvumo gerinimas, amiloidinio bal-
tymo tretinés/ketvirtinés strukturos stabilizavimas, monomery agregacijos i oligomerus
ar amiloidines fibriles slopinimas (Cheng et al., 2013).

Dél amiloidiniy ligy diagnostiniy metody trukumy, tikroji diagnozé (ypa¢ spontaniniy
susirgimy atvejais) pacientams nustatoma pakankamai vélai — kai audiniuose jau randama
amiloidiniy baltymuy agregaty. Tokiais atvejais, norint pagydyti zmogy, reikia sSalinti
agregatus ir ieskoti junginiy, kurie stabilizuoty lastelése esantj baltyma (Eisele et al.,
2015).

Viena i$ junginiy, slopinan¢iy monomery agregacija i oligomerus ir fibriles, klasiy yra
polifenoliai — tokiy junginiy gausu arbatoje, vyne, vynuogése, kavoje. Ju veikimas aiski-
namas tuo, kad polifenoliy aromatiniai ziedai dél = — 7 saveikos jungiasi su aromatiniy
aminorugsciy Soninémis grupémis, neleidzia joms jungtis tarpusavyje ir formuoti agrega-
tus.

Ypac iSsamiai iStyrinétas yra (-)epigalokatechin-3-galatas (EGCG — 1.7a pav.); buvo
parodytas jo teigiamas slopinimo efektas a-sinukleinui, amiloidui 3, kalcitoninui ir TTR.
Manoma, kad oksiduotas EGCG jungiasi su peptidy amino grupémis, neleidzia joms su-
daryti vandeniliniy rysiy ir suformuoti S klostyty struktury. Be to, aromatinis Ziedas
neleidzia  strukturoms jungtis savo plokstumomis j persidengiancias 8 klostes (angl.
cross f—sheet) (Cheng et al., 2013; Eisele et al., 2015). Parodyta, kad vyne randamas
polifenolis resveratrolis taip pat slopina Af ir IAPP fibrilizacija. Tiek EGCG, tiek resve-
ratrolis veikia kaip veiksniai, pertvarkantys agregacijos proceso tarpininkus oligomerus ir
fibriles i netoksiskus agregatus (Cheng et al., 2013).

Panasiai veikia ir flavonoidai, kuriy pagrindas — 2-fenil-1-benzopiran-4-ketonas (1.7b

pav.). Vienas i§ tokiy junginiy — baikaleinas (5,6,7-trihidroksiflavonas; jo strukturiné
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formulé pateikta 1.7c pav.) in wvitro ir in vivo slopina a-sinukleino ir Af fibrilizacija,
ardo jau susidariusias fibriles ir nukreipia agregacija netoksisky agregaty susidarymo keliu
(Cheng et al., 2013; Zhu et al., 2004).

OH
OH

HO O

- OH g

K . ) ~ HO O O

Aoty GO
o]
on HO
8 OH O

(a) (-)EGCG strukturiné for-  (b) Flavono strukturiné  (c) Baikaleino strukturiné for-
mulé. formule. mulé.

o2
HN O=S=0

N
LI, S~ N O
st ) me I
CH3 CI- CHs N

(d) Metileno mélio strukturine  (e) ANS strukturine (f) Riluzolo strukturiné formu-
formuleé. formuleé. le.

1.7 pav. Agregacijos slopikliy strukturinés formulés.

Kiti junginiai, slopinantys amiloidiniy baltymu agregacija in vivo ir/ar in wvitro, yra
kurkuminas, kofeino rugstis, fenolio raudonasis (pH indikatorius), alyvuogiy aliejuje ran-
damas oleuropeinas, augaluose ir jy vaisiuose randami silibininas, salvianoliné rugstis,
procianidinas. Taip pat kumarinas ir jo analogai, scilo-inozitolis, antihipertenzinis vais-
tas furosemidas (Cheng et al., 2013), reumatoidiniam artritui gydyti skirtas sulfosalazinas,
metileno melis (1.7d pav.) bei fluorescencinis dazas ANS (1.7e pav.) (Brumshtein et al.,
2015).

Agregaty pasalinimui yra tikimasi ateityje naudoti fibriléms/oligomerams specifinius
antikunus, kurie prisijunge prie agregaty trukdyty jiems jungti monomerus ar pazyme-
tu sunaikinimui (Cheng et al., 2013; Eisele et al., 2015). Toks budas tikty uzlasteliniy
agregaty salinimui bei galéty sustabdyti uzkrato plitimg j kitas lasteles. Taip pat mie-
lése ir bakterijose buvo rasti baltymai-disagregazes, Hspl104 ir ClpB atitinkamai, kurie
ardo amiloidinius agregatus. Zinduoliuose tokios funkcijos baltymai dar neaptikti, taciau
manoma, kad mieliy ar bakterijy disagregazes galima pritaikyti kaip vaistus, ardancius
agregatus ir Zzmogaus organizme (Eisele et al., 2015).

Dar néra sukurta vaisty, iSgydanc¢iy ALS. Vienintelis vaistas, skiriamas Sia liga ser-

gantiems pacientams, yra riluzolas (6-(trifluormetoksi)-2-aminobenzotiazolas, strukturiné
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formulé pateikta 1.7f pav.), kompanijos Sanofi-Aventis parduodamas Rilutek® komerci-
niu pavadinimu. Riluzolas blokuoja gliutamato sekrecija j sinapse mazindamas ekscito-
toksiskuma ir atidédamas motoriniy neurony zutj. Deja, Sis vaistas tik pailgina ligoniy
gyvenimo trukme keliais ménesiais ir pilnai jy neisgydo, o kaina metams pacientui siekia
10 000 JAV doleriy (Miller et al., 2012). Gydymo riluzolu efektyvumas taip pat kelia
klausimy — zinoma, kad nemaza dalis suvartoto vaisto taip ir nepasiekia tikslinio audinio.
Skirtinguose organizmuose riluzolo metabolizmas vyksta skirtingu grei¢iu — tai priklauso
nuo vaisto skaidyme dalyvaujanciy fermenty izoformy. Pastaruoju metu yra bandoma
taip modifikuoti riluzola, kad aktyvia vaistine forma jis tapty tik paveikus tam tikrais
fermentais — taip padidéty sSio vaisto stabilumas in vivo. 2013 metais III klinikiniy tyrimy
faze pasieké nauji potencialus vaistai ALS gydymui: dekspramipeksolas (angl. dexprami-
pezole) ir olesoksimas (angl. olesoxime), veikiantys mitochondrijas; arimoklomolis — HSP

saperony geny raiskos reguliatorius bei edaravonas, ROS gaudyklé (Limpert et al., 2013).

1.6. Amiloidiniy baltymy funkcijos

Amiloidiniai baltymai pasizymi maza sekos homologija, todél manoma, kad savybé
formuoti amiloidines fibriles budinga daugeliui baltymy. I$ amiloidiniy baltymy CsgA
ir CsgB yra sudarytas E. coli ir Salmonella spp. kurlis (angl. curli), kurio funkcija —
padéti bakterijai prikibti prie pavirsiaus ir formuoti kolonijas (Barnhart, 2006). Dirvoze-
myje gyvenancios Streptomyces coelicolor filamentinés bakterijos sintetina ¢aplinus (angl.
chaplins), kurie dengia hify pavirsiy sumazindami juos dengiancio vandens pavirsiaus
itempima ir leidzia gijoms islaikyti savo struktura (Claessen et al., 2003).

Amiloidiniy baltymy randama ir grybuose. Mieliy Saccharomyces cerevisiae translia-
cijos terminatoriaus Sup35p funkcija - stabdyti peptido sinteze ribosomai pasiekus STOP
kodona. Suagregaves Sup35p nebeatlicka savo funkcijos, tai lemia baltymuy sinteze su
papildomomis aminorugstimis C gale, o tai savo ruoztu generuoja kitokia organizmo pro-
teoma ir nauja fenotipa (Fowler et al., 2007; True ir Lindquist, 2000). Transkripcijos
faktoriaus URE2p agregacija taip pat lemia naujo fenotipo atsiradima (Fowler et al.,
2007).

Amiloidiniai baltymai svarbus kraujo kresuliy susidaryme zmogaus organizme. Pag-
rindinis kraujo kresulius sudarantis baltymas fibrinas laikomas amiloidiniu baltymu. Jame
gausu [ struktury, jis dazosi amiloidiniams baltymams specifiniu Kongo raudonuoju dazu
(Fowler et al., 2007). Amiloidai svarbus ir kraujo kreséjimo iniciacijai bei kresulio skai-
dymui. Alzheimerio ligg sukelianc¢io amiloido § agregatai aktyvuoja XII kraujo kreséjimo
faktoriy. Jo funkcija - inicijuoti proteoliting kaskada, kurioje dalyvaujantys baltymai tir-
pu fibrino pirmtaka fibrinogena verc¢ia netirpiu fibrinu (Shibayama et al., 1999). Fibring
skaidanciai proteazei plazminui susidaryti reikalingas plazminogenas ir jo aktyvatorius

tPA. Pastariesiems suartéti reikalingas pavirsius, kurj ir suteikia fibrino ar amiloido
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skaidulos (Kranenburg et al., 2002).

Plazminogeno aktyvacijos principu naudojasi ir kai kurie patogenai. Pastebéta, kad
bakterijos, sintetinancios  strukturomis gausy kurlj, pasizymi didesniu virulentiskumu.
Tai aiskinama tuo, kad kurlis veikia kaip pavirsius tPA ir plazminogenui prisijungti. Pro-
ceso rezultatas — aktyvuojamas plazminas, skaidantis ne tik fibring, bet ir uzlastelinio uz-
pildo komponentus ir taip padedantis bakterijoms uzkrésti audinius (Fowler et al., 2007;
Gebbink et al., 2005).

Zinduoliy baltymas Pmell7 svarbus pigmento melanino sintezei. I§ Pmell7 trans-
membraninio baltymo Ma fragmento susidariusios fibrilés veikia kaip katalitinis pavirsius,
palengvinantis 5,6-indolchinono polimerizacija i melaning (McGlinchey ir Lee, 2017).

Is pateikty pavyzdziy akivaizdu, kad lasteléms amiloidiniai baltymai yra reikalingi.
Taciau dél didelio potencialo tapti toksiskais jy kiekis turi buti grieztai reguliuojamas.
Mieliy lastelése Saperonas Hspl04 skaido Sup35p ir URE2p agregatus (Vashist et al.,
2010). Tuo tarpu zinduoliy lastelés nuo Ma agregaty toksiskumo yra apsaugotos keliais
fiziologiniais barjerais. Melanino sintezé yra erdviskai izoliuota — vyksta tik melanosomo-
se, todél Ma neturi kontakto su lastelés citozolio baltymais ir kitomis organelémis. Be
to, nuo Pmell7 atskeltas Ma dar kurj laika lieka disulfidiniu rysiu prisijunges prie savo
pirmtako ir negali laisvai difunduoti - tai apsaugo nuo agregatyviy monomery susijungi-
mo | fibriles. Taip pat Ma agregacija yra reguliuojama aplinkos pH (Berson et al., 2001;
McGlinchey ir Lee, 2017).
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos ir laboratoriné jranga
2.1.1. Medziagos

o AB Vilniaus degtiné: 96 % etanolis;

o Acros Organics: 99 % Na,SO,, 99,6 % NH,C1, 99 % glicerolis, 98,5 % NaOH, 98
% ir 99,7 % GuHCl, NaH,PO,, 37 % HCI tirpalas, 50 % NaOH tirpalas, 99,5 %
APS, NiCl, - 6H,0;

o Carl Roth: 99 % KH,PO,, KCl, kazeino hidrolizatas, TRIS, 99 % ampicilino natrio
druska, Luria Broth mitybiné terpe, 99 % CH;COOH, 99 % DTT;

» Fisher Scientific: 99,5 % MgSO,, laktozé, imidazolas, K,HPO,, glicinas, dekstro-
ze, TEMED, NDS, triptonas, akrilamido/bis-akrilamido 30 % tirpalas, 99% EDTA,
agaroze, DMSO, MES, molekulinés masés zymuo ,,EZ-RUN prestained Rec protein
ladder”, elektroforezés geliy dazas ,,Ez-Run Protein Gel Staining Solution®, plazmi-
dinés DNR isskyrimo rinkinys ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit*;

« GE Healthcare: sorbentas ,Ni Sepharose™ 6 Fast Flow";

e Indofine Chemical Company: flavonoidai, pilnas sarasas pateiktas priede, 4

lenteléje;

e Oxoid: mieliy ekstraktas;

o Sigma-Aldrich: ANS, EGCG, metileno mélis, ThT, 98 % CuSO,, 98 % ZnSO, -
6H,0;

2.1.2. Laboratoriné jranga
e 96 sulinéliy mikroplokstelés ,,Corning® ir jy sandarinimo juosta ,Nunc*;
o Autoklavas ,AHS-75N“ (Raypa);
o Atomineés jégos mikroskopas ,,Dimension Icon® ir zondas , RTESPA-300“ (Bruker);
 Centrifugos ,,HiCen SR, rotoriai AF 6.500 ir AS 4.500 (HeroLab); ,, Technico Maxi*;
« Chromatografijos sistema , AKT Apuri fier* (GE Healthcare);
« Chromatografiné kolonéle , XK 26/20“ (GE Healthcare);

 Dializés zarnos: 49,5 mm skersmens ,,Zella Trans Roth“ (pralaidumas 6-8 kDA);
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o DSF aparatas ,nanoDSF* (nanoTemper Technologies);

o Elektroforezés aparatas ,,Biometra Minigel-Twin“ su ,Biometra PS 300 T srovés

saltiniu;

o Filtrai: 0,22 pm ir 0,45 um pory dydzio ,Sartorius Stedim Biotech®“ ir ,,Millipore

Stericup®;
« Homogenizatorius ,Potter—Elvehjem* (Fisher Scientific);
» Koncentratoriai ,Amicon® Ultra-15“ (pralaidumas 10 kDa);

o Magnetinés maisyklés:  Scientifica ARE“ (Velp), ,,Ultra Thin Magnetic Stirrer*
(Fisher Scientific), ,Maxi Direct* (VARIOMAG);

o pH metras ,Orion DUAL STAR meter” (Thermo Scientific);
o Ploksteliy skaitytuvas ,,Biotek Synergy H4 Multi-Mode Reader®;
. Purtykle ,KS 4000i¢ (IKA);

o Realaus laiko PGR analizatorius ,,Rotor-Gene Q real-time analyzer* (GE Healthca-

re);
o Refraktometras ,RL3” (PZO);
 Spektrofotometrai ,,UV-1800“ (Schimadzu), ,Varian Cary Eclipse®;
o Svarstyklés: ,PCB 1000-2 (Kern)“, [/ TP-214“ (Denver Instruments);
o Termostatai: ,Ditabis MHR 23, |IB-15G*, ,Mini Dry Bath* (Fisher Scientific);
 Ultragarso saltinis ,,Bandelin Sonopuls 3100“ (antgaliai: VS70/T, MS72);
o Vakuuminé filtravimo jranga ,,Sigma-Aldrich*;

« Vandens valymo sistema ,,Simplicity UV system®

2.1.3. Konstruktas
pET303/CT-his plazmidé su hSOD1 ir atsparumo ampicilinui genais jsigyta is Inuvit-

rogen.

2.1.4. Kompetentinés lastelés

E. coli BL21 Star”™ (DE3) kamienas, kurio genotipas F'~ ompT hsdSg (rg mg) gal

dem rnel31(DE3), naudotas baltymu sintezei. Kamienas jsigytas is Invitrogen.
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2.1.5. Mitybinés terpés

o LB (Luria-Bertani) terpé: 25 g LB-Medium terpés misinio istirpinama 1 1 dejo-

nizuoto vandens. Agarizuotai terpei papildomai pridedama 1,5 % agaro.

+ S.0.C. mitybiné terpé transformacijai (100-ui ml): 2 g triptono, 0,5 g mieliy
ekstrakto, 3,5 mM KCI, 10 mM MgSO,, 10 mM MgCl, ir 20 mM gliukozés.

o Autoinduktyvi ZYM-5052 terpé su Cu’" ir Zn?" druskomis: 1 % (w/v) ka-
zeino hidrolizato, 0,5 % (w/v) mieliy ekstrakto, 25 mM Na,HPO,, 25 mM KH,PO,,
50 mM NH,CI, 5 mM Na,SO,, 2 mM MgSO,, 0,3 mM ZnSO, ir 0,3 mM CuSO,,
0,5 % glicerolio, 0,05 % gliukozes, 0,2 % laktozeés.

Terpés autoklavuojamos 20 min 1 atm slégio ir 121 °C temperaturos salygomis.

2.1.6. Tirpalai

A buferinis tirpalas: 50 mM NaH,PO,/Na,HPO,, 100 mM NaCl, pH 7,5

B buferinis tirpalas: 50 mM NaH,PO,/Na,HPO,, 100 mM NaCl, 0,5 M imidazolo,
pH 7,5

C buferinis tirpalas: 100 mM CH;COOH/CH;COONa, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA,
pH 3,8

D buferinis tirpalas: 100 mM CH;COOH/CH;COONa, 50 mM NaCl, 50 mM EDTA,
pH 3,8

E buferinis tirpalas: 10 mM KH,PO,/K,HPO,, pH 7.4
F buferinis tirpalas: 10 mM KH,PO,/K,HPO,, 6 M GuHC]l, pH 7,4

G buferinis tirpalas: 10 mM KH,PO,/K,HPO,, 0,5 M GuHCl, 5 mM DTT, pH 7,4

Buferiniy tirpaly pH koreguojamas HCI arba NaOH. Visi tirpalai (isskyrus C, D, E)
filtruojami per 0,22 pum pory dydzio filtra. GuHCI koncentracija buferiniame tirpale F
nustatoma tirpalo luzio rodiklj matuojant refraktometru, tuomet tirpalas praskiedziamas
tiek, kad galutiné GuHCI koncentracija buty 6 M.

2.2. Metodai

2.2.1. Plazmidinés DNR transformacija

[ 100 pl atsildyty kompetentiniy lasteliy jdedama 1 pl plazmidinés DNR ir 30 min

inkubuojama ant ledo. Po inkubacijos lastelés 90 s laikomos 42 °C termostate; tada 2 min

22



Greta MUSTEIKYTE Medziagos ir metodai

idedamos j ledo vonele. Ipilama 400 ul S.O.C. terpés ir 45 min auginama purtykléje (37
°C, 220 aps/min). 2 min centrifuguojama 6000 aps./min grei¢iu. 200 pl 1 supernatanto
nupilama, lgstelés resuspenduojamos likusiame turyje ir isséjamos Petri léksteléje ant

agarizuotos LB terpés su 100 pg/ml ampicilino. Inkubuojama termostate 37 °C 16 val.

2.2.2. Tikslinio baltymo sintezeé

Tikslinio baltymo sintezé atlieckama naudojant nakting kultura. Naktiné kultura augi-
nama 100 ml LB terpéje su 100 ul g/ml ampicilino. | autoklavuota terpe uzsé¢jama viena
bakteriju kolonija, uzaugusi po transformacijos. Kultura auginama purtykléje (37 °C, 220
aps./min) 16 val. Tuomet j kolbas su mitybinémis terpémis ir ampicilinu séjama naktiné
kultura turio santykiu 1:40 ir auginama 37 °C, 220 aps/min. Auginant LB terpéje balty-
mo sintezé indukuojama 1 mM IPTG, kurio j terpe pridedama kulturai pasiekus OTgg
0,6-0,8. Auginimo salyguy optimizavimui tam tikrais laiko momentais imami méginiai ir
matuojamas optinis tankis. Uzaugintos kulturos centrifuguojamos 20 min 6000 aps./min

greic¢iu +4 °C temperaturoje. Lastelés plaunamos A buferiniu tirpalu.

2.2.3. Baltymy elektroforezé

Baltymu elektroforezeé vykdoma denaturuojanciomis salygomis pagal U. K. Laemmli
aprasyta metodika (Laemmli, 1970). Baltymu atskyrimui naudojamas 12 % skiriamasis
gelis. Elektroforezé vykdoma esant 150 V jtampos ribai ir 30 mA srovei. Pasibaigus
elektroforezei, gelis dazomas ,, Ez-Run® geliy dazu per naktj, po to blukinamas distiliuotu

vandeniu, kol isryskéja juostelés.

2.2.4. Baltymo gryninimas

Biomasé mechaniskai homogenizuojama A buferiniame tirpale. Gautas homogenatas
10 min ardomas ultragarsu, 60 s trukmes impulsais kas 60 s, parinkus 70 % VS70T antgalio
galinguma, meéginj saldant lede. Biomasé centrifuguojama 20 min 18000 aps./min esant
+4 °C temperaturai. Supernatantas sumaisomas su buferiniu tirpalu A nulygsvarintu
ir Ni(IT) pakrautu IMAC sorbentu. Sorbentas su supernatantu paliekami per naktj +4
°C létai maisant, kad nusistovéty pusiausvyra ir tikslinis baltymas histidinine uodega
prisijungty prie imobilizuotuy Ni(I1) jony.

Sorbentas pakraunamas j chromatografine kolong, kuri prijungiama prie chromato-
grafo. Buferiniai tirpalai gryninimui (A ir B) parinkti remiantis Gazdag et al. (2010)
literaturos Saltiniu. 3 ml/min greiciu leidziamas tirpalas A, kol iSsiplauna su sorbentu
nesgveikaujantys baltymai. Tuomet leidziamas 10 % laiptinis buferinio tirpalo B gradien-
tas (50 mM imidazolo), iSplaunami silpnai su sorbentu saveikaujantys baltymai. Laiptinis
gradientas padidinamas iki 40 % (200 mM imidazolo), plaunamas tikslinis baltymas, su-

renkamos jo frakcijos.
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Po chromatografinio gryninimo vykdoma dializé, kuriai C ir D buferiniai tirpalai pa-
rinkti remiantis Chattopadhyay et al. (2008), Stathopulos et al. (2003) Saltiniais ir eks-
perimentiskai. Surinktos tikslinio baltymo frakcijos sujungiamos j viena ir 12 valandy
dializuojamos tirpale C, po to — 2 valandas tirpale D. Sio etapo dializes funkcija — gauti
SOD1 apofermenta. Esant rugstiniam pH baltymas dalinai denaturuojamas, todél ne-
tenka Cu?" ir Zn*T jony (juos prisijungia EDTA). Antras etapas — 3 valandy trukmés
dializés dviejuose E tirpaluose, esant tirpalo ir surinkty frakcijy santykiui 100:1. Sio etapo
paskirtis — renaturuoti baltyma ir atsikratyti EDTA.

Po dializés baltymas nufiltruojamas per 0,22 pm pory dydzio filtra ir koncentruojamas
iki 5 mg/ml 10 000 Da pralaidumo koncentratoriais esant +4 °C temperaturai. Isgrynintas
ir sukoncentruotas baltymas iSpilstomas ir uzsaldomas -80 °C temperaturoje iki tolimesnio

naudojimo.

2.2.5. Baltymo koncentracijos nustatymas

Baltymo koncentracija nustatoma matuojant OTagq ir skaiciuojant pagal formule:

CA-M

)
€280 * |

c (2)
kur A - optinis tankis ties 280 nm, M - baltymo molekuliné masé (16 867,5 Da SOD1
monomerui), €gg9 - ekstinkcijos koeficientas (5750 cm™! mol~™! SOD1 monomerui), [ -

sviesos kelio ilgis.

2.2.6. Baltymo lydymosi temperaturos nustatymas

Baltymo lydymosi temperatura nustatoma DSF metodu, matuojant fluorescencinio
dazo ANS fluorescencijos emisijos (suzadinimas 365 nm, emisija 460 nm) intensyvuma
(Zubriene et al., 2009) arba tirozino ir triptofano fluorescencijos emisijos intensyvuma
(suzadinimas 295 nm, emisija 330 ir 350 nm). Matavimai su ANS vyksta buferiniame
tirpale E, i ji papildomai pridéjus 100 uM ANS. Méginiai ispilstomi po 30 ul, daroma po
3 pakartojimus. Fluorescencijos emisijos intensyvumas matuojamas realaus laiko PGR
analizatoriuje Rotor-Gene Q, temperatura keliant 0,5 °C/min grei¢iu nuo 25 °C iki 99 °C.

Tyr ir Trp fluorescencijos intensyvumai matuojami DSF aparatu nanoDSF'; buferinia-
me tirpale E. Baltymo formai su redukuotais disulfidiniais tilteliais gauti naudojami 5
mM DTT. Méginiai matuojami 10 ul turio stikliniuose kapiliaruose, daroma po 3 pakar-

tojimus.
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2.2.7. Amiloidiniy fibriliy gamyba

SOD1 amiloidinés fibrilées gaminamos 200 uM baltymo monomero 4 paras laikant
buferiniame tirpale G, kuris gaunamas maisant tirpalus E ir F bei pridedant 5 mM
DTT. Agregacijos buferinis tirpalas su baltymu ispilstomas j 96 Sulinéliy mikroplokstele
ir purtomas 600 aps./min +37 °C temperaturoje.

Agregacijos procesas stebimas naudojant amiloidinéms fibriléms specifinj daza tiofla-
vina T, kuris suzadinamas 440 nm banga, o emisija matuojama 460-520 nm bangy srityje
(Amdursky et al., 2012). Méginiy su 50 uM tioflavino T fluorescencijos emisija matuojama

mikroploksteliy skaitytuve.

2.2.8. Agregacijos kinetikos tyrimai

Spontaninés agregacijos kinetika tiriama tirpale G naudojant 200 pM baltymo mono-
mero ir 50 pM ThT. Agregacijos su ,sékla“ kinetikai tirti dedama 190 4M baltymo ir 10
uM (5 %) suformuoty fibriliy, kurios pries pat tyrima ardomos ultragarsu 10-15 min 30
s impulsais kas 30 s esant 20 % MS72 antgalio galingumui. Tyrimy su flavonoidais kont-
rolems dar jdedama DMSO (galutiné koncentracija 2 %), kadangi pradiniai flavonoidy
tirpalai gaminami juos tirpinant 100 % DMSO. Misiniai ispilstomi po 100 pl j 96 Sulinéliy
ploksteles, po 3-4 pakartojimus kiekvienam. Plokstelés bent 15 valandy 16 Hz dazniu
purtomos mikroploksteliy skaitytuve, +60 °C temperaturoje. Agregacijos procesas ste-
bimas matuojant OTgyy ir ThT fluorescencijos emisijos intensyvuma kas 5-10 min. ThT

suzadinamas 440 nm banga, emisija matuojama ties 480 nm bangos ilgiu.

2.2.9. Atominés jégos mikroskopija

30 pl méginio uznesama ant zérucio disko; po 10 min diskas nuplaunamas vandens srove
ir isdziovinamas. Mikroskopija atlieckama Dimension Icon mikroskopu, angl. Tapping-
mode rezimu, 300 kHz dazniu. Skanavimo greitis — 0,5-1 Hz, plotas — 5-20 um, skanavimo
kokybé — 512x512 arba 1024x1024 tasky.

2.2.10. Duomeny apdorojimas

Agregacijos kinetikos duomenys apdorojami naudojant Ms Excel ir Origin 2016 prog-
ramine jranga. Kinetinés kreivés gluodinamos sigmoidine Hilo (angl. Hill) lygtimi (3

lygtis, 2.1 pav.):

x’l’b

y:a+(b—a)Tn—+xna (3)
1/2

kur y - fluorescencijos emisijos intensyvumas laiko momentu x, a - pradinis fluorescen-
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cijos emisijos intensyvumas, b - galutinis fluorescencijos emisijos intensyvumas, n - Hilo
koeficientas (kreivés islenktumo rodiklis), 71/, - agregacijos puslaikis (laiko momentas, kai

misinyje suagregave pusé baltymo).

/C

o
|

t=0 E D

ThT fluorescencijos intensyvumas

Q
—a 1l

tog T2 laikas

2.1 pav. Sigmoidinés kreivés grafikas

Agregacijos lag fazés trukmé randama pagal Nielsen et al. (2001) aprasyta metodika.
ISvedama tiesé (y = kx + b) per sigmoidés eksponentinio augimo tiesine dalj (tiesé C)
ir sigmoidés pradzioje (tiesé D). Tiesiy susikirtimo tasko E koordinaté x ir yra lag fazés
trukmeé.

Eksperimentiniai duomenys normalizuojami pagal lygt:

-1,

Inorm = : 1007 4
1. (4)

kur I,,5,mm — normalizuoto Th'T fluorescencijos emisijos intensyvumo jvertis, I — iSmatuotas
fluorescencijos emisijos intensyvumas, I, ir I, — pradiné ir galutiné fluoresencijos emisijos
intensyvumy vertes.

Grafikuose vaizduojamos eksperimentinés kreivés is 3-4 pakartojimy.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. E. coli kulturos auginimo salygy optimizavimas SOD1 bal-
tymo sintezei ir baltymo gryninimas
3.1.1. E. coli kulturos auginimo salygy optimizavimas

Iki Sio darbo pradzios laboratorijoje su SOD1 baltymu dirbta nebuvo, todél nebuvo
zinomos optimalios kulturos auginimo salygos tikslinio baltymo sintezei. Auginimo salygy
optimizavimas pradétas nuo plazmidés pET303/CT-his su SODI1 genu transformacijos i
E. coli BL21 Star™ (DE3) kamiena. I$ vieno transformanto uzauginta naktiné kultura
LB terpéje su ampicilinu, véliau naktiné kultura séta i Sviezias LB ir ZYM-5052 terpes
su ampicilinu bei stebéta SOD1 sintezés eiga (3.1a pav.) Tiek LB, tiek autoinduktyvioje
terpéje baltymo sintezé prasidéjo beveik tuo pat metu (po 2 val. 20 min ir 2 val. 50 min
atitinkamai) nuo uzséjimo. Lyginant abi terpes, baltymo kiekis taip pat panasus. Re-
miantis Siais pastebéjimais, kulturg nuspresta auginti autoinduktyvioje ZYM-5052 terpéje

dél mazesniy darbo sanaudu (autoinduktyvios terpés nereikia atskirai indukuoti).

. . Terpé Tirpi fazé Netirpi fazé oz
L8 Autoinduktyvi 005 01 02 03 005 01 02 03 00501 02 03 LW/l
R L5 2 220" 250" 320" 24 at 5 2 2 20’ 22 50° - 320" 24, mM
+IPTG —

25 kDa

— —
(a) Rekombinantines SOD1 sintezé LB ir ZYM- (b) SODI1 tirpumas esant skirtingai
5052 terpése. Cu?* /Zn2* jony koncentracijai.

3.1 pav. Auginimo salygy optimizavimas.

Auginant kulturg paprastoje ZYM-5052 terpéje tikslinis baltymas sintetinamas j in-
tarpinius kunelius. Tokio baltymo gryninimas buty sudétingesnis, todél buvo nuspresta
ieskoti auginimo salygu, kuriomis SOD1 buty sintetinama tirpi. Natyviame baltyme ran-
dama Cu?t ir Zn** jony, todél iy metaly drusky buvo papildomai jdéta j augimo terpe
tikintis, kad tokiomis salygomis baltymas jgis teisinga strukturg ir bus sintetinamas tirpus.

Pagal 3.1b pav. pateiktus rezultatus matoma, kad j terpe pridéjus bent po 0,05 mM
Cu?t ir Zn** drusky, SOD1 sintetinama tirpi. Didinant $iy drusky kocentracija, baltymo
dalis intarpiniuose kuneliuose mazéja. Tolimesniam auginimui nuspresta j terpe déti po
0,3 mM Cwu?*/Zn?* drusky, kad kuo didesné dalis baltymo bty tirpioje fazéje.
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3.1.2. SOD1 gryninimas

Baltymas gryninamas Ni** jony giminingumo chromatografijos metodu, kaip apra-
Syta 2.2.4 skyrelyje. Tipiné chromatograma pateikta 3.2 pav. IS sorbento iSplaunamas
baltyminis turinys stebimas matuojant sviesos (A=280 nm) sugertj. Pirmiausia plaunant
buferiniu tirpalu A issiplauna su sorbentu nesaveikaujantys lastelés baltymai, paleidus
10 % buferinio tirpalo B gradientg — silpnai sgveikaujantys, plaunant 40 % tirpalo B

gradientu eliuojamas tikslinis baltymas (3-6 frakcijos, po 10 ml kiekviena).
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3.2 pav. SODI1 gryninimo chromatograma.

Gryninimo metu surinktos frakcijos analizuojamos NDS-PAAG elektroforezés metodu
(2.2.3 skyrelis), elektroforegrama pateikta 3.3 pav. Méginys i terpés yra kontrolé, kad
pries gryninima kulturoje buvo tikslinio baltymo (ryski juostelé siek tiek auksciau 17 kDa,
zymes). ,Prasokimas“ — tirpus lasteliy lizatas, kuris neprisijungé prie sorbento ir iste-
kéjo kolonélés krovimo metu. Tuo pat metu tai yra kontrole, kad gryninamas baltymas
prisijungé prie sorbento — ,prasokime® jo neturi buti. 1-2 frakcijos — iSplauti tyrimams
nereikalingi lastelés baltymai. Tarp juy yra ir tikslinio baltymo, tac¢iau si frakcija tolimes-
niems eksperimentams nenaudojama dél nepakankamo grynumo. Tolimesniems tyrimams
naudojamos tik 3-6 frakcijos, kuriy turinys yra dializuojamas, koncentruojamas ir kuriam
atliekama kokybés kontrolé.

IS viso baigiamojo darbo metu uzauginta 18,4 1 kultury, i$ kuriy surinkta 94,4 g bio-
mases. Atlikta 15 chromatografiniy gryninimy, kuriy metu isgryninta 1228 mg svaraus,

tinkamo naudoti baltymo.

3.1.3. ISgrynintos SOD1 kokybés kontrolé

[sgryninus baltyma, po dializés yra labai svarbu atlikti kokybés kontrole, kadangi toli-
mesniems eksperimentams yra reikalinga apo®? — agregatyviausia baltymo forma. Nusta-

tymui, kokios formos baltymas gaunamas, pasitelkta diferenciné skanavimo fluorimetrija
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_Terpé ,Prasokimas” 1 3-6 MM

2
——
C—_—
— .
—
——
Ca—
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- — R -
—

17 kDa

-

B T
et

3.3 pav. Elektroforegrama po gryninimo: meéginiai is terpés, ,prasokimo®, 1, 2 ir 3-6
sujungty frakcijy. MM - molekulinés maseés zZymuo.

(2.2.6 skyrelis), o gauti rezultatai palyginti su literaturoje aprasytais (Furukawa et al.,
2005).

Pradzioje iSgryninus baltyma buvo atliekama dializé tirpale C, turin¢iame 10 mM
EDTA, kuris buvo keic¢iamas du kartus. ISmatavus tokiu budu gauto baltymo lydymosi
temperatura, pastebéta, kad ji yra aukstesné negu turi buti apofermentui (nustatyta 69,1
+ 0,1 °C, kai turi buti 49,8 £ 0,3 °C — 2 lentelé). Visiskam metaly pasalinimui nuspresta,
antra dializés tirpala C pakeisti 50 mM EDTA turinciu tirpalu D. Tokiu budu gaunamas
baltymas jau yra prarades metaly jonus bei turi oksiduota disulfidinj tiltelj — apo®® forma,
(3.4 pav., 2 lentele, T, = 50,3 + 0,1 °C). Papildomai atlikti Trp/Tyr fluorescencijos

emisijos matavimo duomenys atitinka fluorescencijos su ANS emisijos matavimo duomenis
(2 lentele).

2 lentelé. SOD1 lydymosi temperaturos.

Duomenys pagal Furukawa et al. (2005)

Baltymo forma Redukuotas Olesidutas
disulfidinis tiltas disulfidinis tiltas
Apofermentas 42,9 + 0,2 49,8 + 0,3
Turi 1 Zn 58,4 + 0,2 74,6 £ 0,2
Eksperimentiniai duomenys

Metodas T

ANS fluorescencija 69,1 = 0,1 50,3 & 0,1
Trp/Tyr fluorescencija 43,3 +£ 0,1 50,6 + 0,1

[Sgrynintas baltymas toliau naudotas amiloidinés agregacijos tyrimams. Kad agre-

guoty pakankami greitai, SOD1 turi ne tik neturéti metaly jony, bet ir turéti redukuota
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disulfidinj tiltelj. Disulfidiniam tiltui redukuoti buvo naudojamas DTT. Jo veikimas taip
pat jrodytas T;,, matavimu. DSF, pagristo Trp/Tyr fluorescencija, metodu gauta lydymosi
temperatura 43,3 &+ 0,1 °C — tai atitinka literatiiroje pateikta apo®” formos T),.

oTm =503 (G1)
: 0Tm =504 (G2)
%400 ©Tm=50.3(G3)
%)

“a 20,01

=)
nd

20 30 40 50 60 70 30 30 100
Temperatiira, °C

3.4 pav. Baltymo lydymosi temperaturos matavimo su ANS kreivé.

[Sgryninto baltymo masé buvo patikrinta masiy spektrometrijos budu; darba atliko
dr. Vytautas Smirnovas. Gauta baltymo masé 16 867,5 + 1 Da atitinka teorine 16 867,6

Da mase.

3.2. Agregacijos salygy optimizavimas
3.2.1. Spontaninés agregacijos salygu optimizavimas

Norint tirti veiksnius, darancius jtaka baltymo amiloidinés agregacijos kinetikai, pir-
miausia reikia rasti salygas, kuriomis baltymas suagreguoja j amiloidines fibriles. Lite-
raturoje gausu duomeny, kai SOD1 agreguoja j amorfinius agregatus veikiant divalenciy
metaly katijonais (Leal et al., 2013, 2015; Li et al., 2013), oksiduojant vandenilio peroksi-
du ar askorbo rugstimi (Mulligan et al., 2012; Rakhit et al., 2002). Tuo tarpu agregacija
i labai specifinius agregatus, neurodegeneracinéms ligoms budingas amiloidines fibriles,
vyksta tik kiekvienam amiloidiniam baltymui unikaliomis salygomis. Yra zinoma, kad
apo®t formos SOD1 yra destabilizuota ir formuoja amiloidines fibriles (Furukawa et al.,
2004; Hayward et al., 2002; Khare et al., 2004; Oztug Durer et al., 2009). Metaly pasalini-
mas aptartas 2.2.4 ir 3.1.3 skyreliuose, o disulfidinio tilto redukcijai, remiantis Chattopa-
dhyay et al. (2008) literaturos Saltiniu, pasirinktas ditiotreitolis. DTT veikimu jsitikinta
ismatavus SOD1 lydymosi temperatiira (apo® T, yra mazesné nei apo®® T,, — tai jau
aptarta 3.1.3 skyrelyje), taciau Siomis salygomis (37 °C, purtymas, 5 mM DTT) amilo-
idiniy agregaty gauti nepavyko - 3.5a pav. AFM nuotraukoje matomi apvalios formos,
keliasdesimties nm skersmens dydzio agregatai nepasizymi fibriléms budinga pailga for-

ma. Remiantis laboratorijos darbo su kitais amiloidiniais baltymais patirtimi, nuspresta j
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agregacijos misinj papildomai jdéti denaturanto GuHCl. GuHCI suardo baltymo antrine,
tretine, ketvirting strukturas ir nukreipia ji amiloidiniy agregaty susidarymo keliu (1.4
skyrelis, 1.4 pav.). Siuo budu suformuoti agregatai pasizymeéjo fibriléms biidinga i$vaizda
(pailgi, iki keliy pm ilgio dariniai — 3.5b pav.) ir stiprino ThT fluorescencijos emisijos
intensyvuma (3.5¢ pav.).

== ThT spektras
=0 val.

25 val.
70 val.
=94 val.
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ThT fluorescencijos intensyvumas, s.v.
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IS

v ._ : ..-. et i -,". - : i '.“"M q e Bangos ilgis, nm
(a) Su 5 mM DTT sufor- (b) Su0,5M GuHClir5mM (c) SODI1 amiloidiniy fibri-
muoti agregatai. DTT suformuotos fibrilés. liy ThT spektrai.

3.5 pav. SODI1 agregatai ir fibriliy ThT fluorescencijos emisijos spektrai.

3.2.2. Agregacijos kinetikos salyguy optimizavimas

Norint tirti amiloidinés agregacijos kinetikos ypatumus, nepakanka agregacijos mi-
sinyje gauti fibriles, reikia rasti salygas, kuriomis jos susidaro per priimtina laika (1-3
paros). Kadangi neurodegeneraciniy ligy poZymiai dazniausiai pasireiskia vélyvo amziaus
Zmonéms, su jomis siejamy baltymy agregacija uztrunka beveik visg gyvenima — dél Sios
priezasties tyrimai fiziologinémis salygomis uztrukty per ilgai. Dazniausiai literaturoje
aprasyti SOD1 in vitro agregacijos eksperimentai trunka 80 (Chattopadhyay et al., 2008,
2015), 200 (Stathopulos et al., 2003), 400 (Chia et al., 2010) ar net 5000 (Banci et al.,
2007) valanduy. Salygu tokio ilgio eksperimentams laboratorijoje néra, todél eksperimenti-
niu keliu buvo ieskoma budy, kaip agregacija dar labiau pagreitinti. Vienas tokiy budy —
baltymo koncentracijos didinimas. SOD1 koncentracija lastelése yra 100 uM (Banci et al.,
2007), o cerebrospinaliniame skystyje — 20 uM (Jacobsson et al., 2001). Remiantis Siais
duomenimis parinktos SOD1 koncentracijos ir atliktas agregacijos grei¢io priklausomybés
nuo baltymo koncentracijos tyrimas. Pagal 3.6a pav. rezultatus matoma, kad esant SOD1
koncentracijai 100 M agregacija dar nesibaigusi ir fibriliy ilgéjimo fazé dar neprasidéjusi,
esant 150 uM elongacija prasidéjusi, bet po 3 pary (3200 min) dar nesibaigusi, esant 200-
300 uM — pasiektas ThT fluorescencijos intensyvumo jsisotinimas. Kadangi maziausia
koncentracija, kuriai esant pasiekiamas jsisotinimas, yra 200 pgM, si baltymo monomero
koncentracija ir pasirinkta tolimesniems tyrimams.

Agregacija galima pagreitinti j reakcijos misinj pridéjus suformuoty fibriliy — ,,séklos*,

tuomet misinyje dominuoja elongacijos fazé ir stebimas greitas fluorescencijos intensy-
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vumo kilimas be lag fazés (1.5 pav.). Agregacijos grei¢io priklausomybés nuo ,séklos*
koncentracijos grafikas pateiktas 3.6b pav. IS rezultaty matoma, kad miSinyje turi buti
bent 1 % fibriliy, kad agregacijos procesas buty pagreitintas ir baigtysi per 15 val (900
min). Labiausiai agregacija greitino 5 % ir 10 % ,séklos® (agregacijos puslaikiai atitinka-
mai 100 &+ 12 min ir 53 £ 4), taciau didelio skirtumo kylancioje kreiviy dalyje néra, todél

tolimesniems tyrimams pasirinkta 5 % (10 uM) ,seklos“ koncentracija.
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(a)  Agregacijos greicio (b)  Agregacijos grei¢io (c) Agregacijos grei¢io pri-
priklausomybé nuo baltymo priklausomybé nuo ,séklos“ klausomybé nuo GuHCI kon-
koncentracijos. koncentracijos. centracijos.

3.6 pav. Agregacijos greicio priklausomybés nuo jvairiy veiksniy grafikai.

Kaip minéta 3.2.1 skyrelyje, fibriles buvo gautos naudojant GuHCl. GuHCI koncent-
racija agregacijos misinyje turi buti pakankama, kad baltymas buty destabilizuotas. Taip
pat ir ne per didelé, nes esant per didelei GuHCI koncentracijai elektrostatinés stumos
jégos tarp denaturantu apsupty monomery nebeleidzia jiems sukibti j fibriles. Optimaliai
GuHCI koncentracijai rasti buvo atliktas tyrimas, kurio rezultatai pateikti 3.6¢ pav. IS
grafiko kreiviy matoma, kad nukleacija (lag fazé) trunka trumpiausiai (1548 4+ 47 min) ir
elongacija (fibriliy ilgéjimas) vyksta greiciausiai, kai misinyje yra 0,50 M GuHCI. Esant
didesnéms arba mazesnéms GuHCI koncentracijoms, nukleacijos laikas padidéja kelis kar-
tus arba elongacija iSvis neprasideda per tirta laika (kreivé su 1,0 M GuHCl). Reikia
pastebeti, kad kreivé, gauta nepridéjus guanidino hidrochlorido, atspindi visai kitokio
pobudzio agregatu (3.5a pav.) formavimasi. Todél amiloidiniy fibriliy kontekste jos pa-
rametrai negali buti lyginami su kity tame paciame grafike esanciy kreiviy parametrais.

Is laboratorijos patirties zinoma, kad ,seklos* veikimas ultragarsu prieS pat eksper-
imenta padidina ,séklos“ efektyvuma — fibrilés suskaldomos j mazesnes (3.7c pav.), at-
siranda daugiau laisvy fibriliy galy, prie kuriy gali jungtis baltymo monomerai. Atlikus
agregacijos greicio priklausomybeés nuo ,séklos* ardymo ultragarsu laiko tyrima (3.7a pav.)
paaiskéjo, kad veikimas ultragarsu visgi neturi didelés reikSmeés fibriliy ilgéjimo greiciui —
300 s ultragarsu paveiktos ,seklos® 71/ sutrumpéja tik 57 minutémis lyginant su kontrole
(0 s). Be to, jsisotinimas stebimas jau po pirmojo 30 s trukmeés impulso (paveikus fibri-
les didesniu impulsy kiekiu, agregacijos puslaikis nebemazéja). Nepaisant to, nuspresta
»sekla®“ ardyti ultragarsu tam, kad fibriliy tirpalas tapty homogeniskesnis ir j agregacijos

misinius pavykty jdéti vienoda kiekj ,,séklos“. Kuo skiriasi ultragarsu neardytos ir ardytos
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3.7 pav. Ultragarso poveikis fibriliy morfologijai ir kinetikai.

fibrilés, matoma 3.7b ir 3.7c pav.

Aptarty salygu agregacijos kreiviy parametrai pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Agregacijos kreiviy parametrai.

Grafikas Kreive T1/2, Min Lag fazés trukmé, min
150 pM - 2029 + 40
3.6a pav. 200 uM 2258 + 134 1705 £+ 122
250 uM 1572 £+ 92 1323 £+ 67
300 uM 1313 £+ 25 1046 + 33
1,0 % 100 4+ 12 -
3.6b pav. 50 % 53 4 4 -
10 % 37 + 2 -
0,25 M - 3671 4+ 45
3.6cpav. 050 M 2231 + 139 1548 + 47
0,75 M 2432 + 143 2154 4+ 112
N 0s 113 + 6 -
300 s 56 + 4 -

3.3.

Slopikliy jtaka SOD1 agregacijos kinetikai

Kaip minéta 1.5 skyrelyje, vaisty, iSgydanciy ALS, néra. Literaturoje taip pat yra
mazai duomenny, liudijanéiy apie SOD1 agregacijos slopikliy paieskas. Zinant $ig problema
buvo nuspresta istirti junginiy, slopinanciy kity amiloidiniy baltymy agregacija, poveikj
SODL1 fibrilizacijai in vitro.
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3.3.1. Flavony jtaka

Yra zinoma, kad flavony klasés junginiai (flavonoidy strukturinio motyvo formulé pa-
teikta literaturinéje dalyje, 1.7b pav.), kuriy gausu arbatoje, slopina amiloido 5 (Marsh
et al., 2017) ir modelinio baltymo insulino (Malisauskas et al., 2015) agregacija. Patik-
rinus 265 flavony jtaks insulino agregacijai nustatyta, kad stipriausig slopinimo poveikj
turintys flavonai turi bent 3 Sonines grupes ir tarp tu triju grupiy yra hidroksi- ir/arba
metoksigrupé (Malisauskas et al., 2015). Remiantis Siais kriterijais, tyrimui pasirinkta
112 flavony (pavadinimy sarasas pateiktas priede).

Flavonai, strukturiniame motyve turintys benzeno ziedus, yra hidrofobinés medziagos,
todél buvo tirpinamos su vandeniu besimaiSané¢iame organiniame tirpiklyje DMSO. To-
dél pries atliekant agregacijos eksperimentus su Siais junginiais, reikéjo patikrinti, kokig
itakag SOD1 agregacijai turi DMSO. Flavonus buvo ketinama tikrinti baltymas:flavonas
santykiu 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5. Tad eksperimentui DMSO kiekis pasirinktas toks, koks bus
inestas kartu su flavonais (atitinkamai 1 %, 2 %, 3 %, 4 % ir 5 %). Agregacijos su ,sékla*
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(a) Agregacijos greic¢io pri- (b) Agregacijos puslaikiai (c) Su 2 % DMSO su-
klausomybé nuo DMSO kon- esant skirtingai DMSO kon- formuotos fibrilés.
centracijos. centracijai.

3.8 pav. DMSO poveikis agregacijos kinetikai ir fibriliy morfologijai.

ir DMSO duomenys pateikti 3.8 pav. 1§ 3.8a pav. matoma, kad DMSO slopina fibriléms
specifinio dazo ThT fluorescencijos intensyvuma (didéjant DMSO koncentracijai, mazéja
maksimalios ThT fluorescencijos jvertis) — tai apriboja flavonu koncentracijas, kuriy po-
veikis gali buti tikrinamas (vykstant dideliam fluorescencijos slopinimui, maksimali ThT
fluorescencija mazai skiriasi nuo bazinés ThT fluorescencijos ir tokius rezultatus tampa
sunku teisingai interpretuoti). Be to, net 1 % DMSO greitina agregacija su ,sékla“ (3.8b
pav., didéjant DMSO koncentracijai, agregacijos puslaikiai mazéja) — i tai irgi atsizvelgta,
vertinant tolimesnius rezultatus. Galiausiai svarbu patikrinti, kokia jtaka DMSO turi ag-
regacijos misinyje gaunamy fibriliy morfologijai. 3.8¢ pav. pateiktoje AFM nuotraukoje
matomos 0,5 - 2 pm ilgio fibrilés, panasios j gaunamas be DMSO (3.7b, 3.13a ir 3.14b
pav.).

Patikrinta visy 112 flavonoidy jtaka agregacijai, kai baltymas:slopiklis santykis yra 1:2
(200 pM:400 pM). Tipinés agregacijos kreivés pateiktos 3.9 pav. Santykiniai puslaikiai
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su kontrole, kurioje yra tik DMSO, pateikti 3.10 pav. 7 flavonai i$ 112 pasizymeéjo stipriu
slopinanciu poveikiu (didino agregacijos puslaikj bent 50 %), 65 atvejais buvo matomas
silpnas slopinimo efektas (71/, padidéjo iki 50 %). Agregacijos puslaikj didinantys flavo-
noidai 3.10 pav. atidéti kairiau nuo raudonai pazymétos kontrolés su DMSO. 1 flavonas
neturéjo jtakos agregacijai, tuo tarpu 39 flavonai silpnai greitino SOD1 agregacija (mazino
puslaikj iki 50 %), o stipriai greitinanciy flavony tarp tirty junginiy nebuvo. Agregacija
greitinantj poveikj turintys flavonai 3.10 pav. atidéti desiniau nuo DMSO kontrolés. 5
didziausig slopinantj poveikj turinciy flavony 22-205, 22-318, 22-201, C-101 ir G-001 struk-
turinés formulés pateiktos 3.11 pav. Norint detaliau istirti siy flavony poveikj agregacijai,
reikty isbandyti skirtingas jy koncentracijas bei iSanalizuoti agregaty strukturg AFM ar
IR spektroskopijos metodais.
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3.9 pav. Didziausia poveikj turin¢iy flavony jtaka agregacijai.
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3.3.2. EGCG jtaka

EGCG - gausiausas zaliojoje arbatoje randamas polifenolis. Sis junginys yra placiai
tyrinéjamas kaip amiloidinés agregacijos slopiklis tiek in vivo, tiek in vitro; yra zinoma
jo saveika su serija amiloidiniy baltymuy: AfS, « sinukleinu, hantingtinu, TTR, amilinu,
vistos kiausinio baltymu lizocimu, k-kazeinu bei kalcitoninu (Stefani ir Rigacci, 2013). Li-
teraturoje eksperimentiniy duomeny apie EGCG jtaka SOD1 agregacijai rasti nepavyko.
Taciau rastas straipsnis, kur atlikus kompiuterinio modeliavimo eksperimentus nustatyta,
kad EGCG turéty jungtis su natyviu SOD1 baltymu (Srinivasan ir Rajasekaran, 2017).
Tad buvo jdomu suzinoti, kaip EGCG veiks SOD1 agregacija 2.2 metody skyriuje apra-
Sytomis salygomis ir iSbandyti Sia medziaga kaip potencialy SOD1 agregacijos slopiklj.

Eksperimento su svieziai paruostu EGCG ir ,sékla“ rezultatai atskleidé, kad SOD1
su EGCG kinetiné kreivé yra tipinés agregacijos su ,sékla“ kreives pavidalo tik iki 2000-
osios minutés (3.12a pav.). Véliau stebimas laipsniskas ThT fluorescencijos kritimas.
Tokie rezultatai persa mintj, kad su EGCG agregacija nukreipiama neamiloidiniu keliu ir

susidaro ThT daza silpniau jungiantys dariniai. Spéjimas pasitvirtino padarius agregaty

1004
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(a) Agregacijos kinetika su (b) Spontaninés agregacijos (c) Spontaninés agregacijos
EGCG ir ,sékla“. kinetika su EGCG. kinetikos su EGCG 1)y ir

tlag-

3.12 pav. SODI1 agregacijos kinetika su EGCG.

AFM nuotrauka (3.13b pav.). Nuotraukoje matomi smulkus dariniai, nei kiek nepanasus
i kontrolinio eksperimento metu gautas fibriles (3.13a pav.). Amiloidiniy baltymuy agrega-
tu pertvarkymo (angl. amyloid remodelling) efekta veikiant EGCG pastebéjo ir Palhano
et al. (2013), agreguojant AS, IAPP ir mieliy prionui Sup35. Si tyréjy grupé taip pat
nustateé, kad EGCG amiloidy pertvarkymo efektyvumas didéja jam oksiduojantis. Tai pa-
aiskina, kodél 3.12a pav. raudonos kreives fluorescencijos emisijos intensyvumas pradeda
kristi tik po 2000 minuciy - reikalingas laikas, kad EGCG oksiduotysi ir pradéty veikti.
EGCG veikimas grindziamas jo jungimusi prie hidrofobiniy sri¢iy baltyme, taip pat Sifo
baziy sudarymu su peptidiniy grandiniy N-galais (Palhano et al., 2013). Ar tikrai EGCG
kovalentiskai modifikuoja tirta baltyma, padéty nustatyti masiy spektrometrija.

Buvo patikrintas ir EGCG poveikis spontaninei SOD1 agregacijai. Pagal 3.12b ir
3.12¢ pav. pateiktus grafikus matoma, kad esant EGCG koncentracijai iki 100 pM SOD1
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agregacija létinama (ilgéja lag fazé ir didéja 71/5). Esant 200 uM EGCG, agregacija reiks-
mingai nesiskiria nuo kontrolinio meéginio, o esant 400 uM EGCG t,4 ir 71/2 sutrumpéja
beveik tris kartus — agregacija greitinama. Tokia agregacijos greic¢io priklausomybé nuo
EGCG koncentracijos gali buti aiskinama skirtinga slopiklio saveika su baltymu. Wang
et al. (2012) izotermines titravimo kalorimetrijos metodu nustaté, kad esant mazai EGCG
koncentracijai, EGCG linkes sudaryti vandenilinius rysius su amiloidu . Esant didelei
koncentracijai — vyrauja hidrofobiné saveika tarp EGCG benzeno ziedy ir baltymo hidro-
fobiniy regiony (Wang et al., 2012). Panasi saveika galéty buti tarp EGCG ir SOD1:
EGCG vandeniliniais rysiais gali jungtis su baltymu ir taip trukdyti peptidinéms grandi-
néms jungtis i amiloidines fibriles. Tuo tarpu esant didelei EGCG koncentracijai, slopiklis
gali buti linkes sudaryti vandenilinius rysius tarpusavyje, o su SOD1 sgveikauti hidrofo-
bine sgveika — taip pasalinti vandenj nuo baltymo hidrofobiniy regiony ir palengvinti ju

sukibima j agregatus. Agregaty, spontaniskai gauty su EGCG, AFM nuotraukoje (3.13d

1um

RSN

(a) Fibriles, sufor- (b) Agregatai, gauti (c) SODI1 fibrilés, (d) Agregatai, gau-

muotos be EGCG, su su 400 pM EGCG ir gautos be EGCG. ti su 400 uM EGCG

sekla“, nsekla“, spontaninés agregaci-
jos metu.

3.13 pav. Agregaty, gauty su ir be EGCG, AFM nuotraukos.

pav.) matomi jvairaus pobudzio dariniai: tiek trumpos fibriles, tiek apvalus agregatai.
Apvalus agregatai galéty buti stabilizuoti baltymo oligomerai (toks EGCG veikimo efek-
tas parodytas su baltymu amilinu (Nedumpully-Govindan et al., 2016)). Tad padaryti
tikslig isvada apie EGCG poveikj SOD1 agregacijai yra sunku, kadangi visy pirma néra
aisku, kokia EGCG forma — oksiduota ar neoksiduota — ir kaip sgveikauja su baltymu, ko-
kias tarpines agregacijos formas stabilizuoja bei ar nuo pat agregacijos pradzios nukreipia

baltyma neamiloidinés agregacijos keliu, ar veéliau.

3.3.3. Metileno mélio jtaka

Dar vienu tyrimy objektu pasirinktas histologinis audiniy dazas metileno mélis, vei-
kiantis AS agregacijos procesa (Necula et al., 2007). Atliktas agregacijos grei¢io priklau-
somybés nuo metileno mélio koncentracijos tyrimas su ,sékla“; kurio rezultatai pateikti

3.14a pav. Is Sio grafiko duomeny matoma, kad kaip ir EGCG atveju, agregacijos kreives
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su metileno meéliu néra tipinio sigmoidés pavidalo — esant bent 50 uM metileno mélio,
ThT fluorescencijos emisijos intensyvumas pakyla ir ima leistis. Priklausomai nuo slopik-

lio koncentracijos, susidaro skirtingo dydzio ,kalneliai“ (3.14a pav.). Padarius meéginio
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(a) Agregacijos kinetika su meti- (b) Fibriles, gautos (c) SODI1 Agregatai,
leno méliu ir ,sekla‘. SOD1 agreguojant su gauti su 400 M meti-
nsekla‘ leno mélio ir ,sekla‘.

3.14 pav. Metileno mélio jtaka SOD1 agregacijos kinetikai ir agregaty morfologijai.

AFM nuotrauka (3.14c pav.) paaiskéjo, kad susidaro mazi, apvalus agregatai. Metileno
mélis, kaip ir EGCG, galimai veikia kaip veiksnys, nukreipiantis baltymg neamiloidiniy
agregaty susidarymo kryptimi — tokj poveikj meélis turi AS agregacijos procesui (Necula
et al., 2007). Is 3.14a pav. grafiko matoma, kad stebimo proceso pradzioje fibrilés buvo
linkusios ilgéti — ThT fluorescencijos emisijos intensyvumas kilo. Véliau jis galéjo imti
kristi dél fibriliy ardymo ar pertvarkymo veikiant metileno méliui - susidare kitokio tipo
agregatai silpniau junge ThT daza. Galiausiai ThT fluorescencijos emisijos intensyvu-
mas pasieké bazine linija, kai agregacijos misinyje nebeliko jprasty SOD1 fibriliy. Apie
pasibaigusj procesa liudija ir 3.14c nuotrauka, kurioje nesimato kitokios rusies agregaty,
isskyrus apvalius oligomerus, juo labiau paciy fibriliy.

Norint daugiau suzinoti apie susidariusius naujo tipo agregatus metileno mélio ar
EGCG veikimo atveju, reikéty patikrinti ju gebéjima inicijuoti elongacija (veikima kaip
»sekla®), istirti toksiSkuma lastelems ar gebéjima ardyti membranas. Taip pat, norint
geriau issiaiskinti potencialiy slopikliy veikima, reikéty patikrinti ju gebéjima ardyti jau
suformuotas fibriles bei atlikti spontaninés agregacijos tyrimus pasirenkant jvairias slo-

piklio koncentracijas.

3.3.4. Etanolio jtaka

Yra zinoma, kad saikingas alkoholio vartojimas teigiamai veikia nervy sistema bei
mazina rizika susirgti ALS (E et al., 2016; Ji et al., 2015). Zinant $ia sasaja, nuspresta
patikrinti, ar etanolis turi tiesiogines jtakos SOD1 agregacijai.

Atliktas eksperimentas naudojant ,sékla* ir EtOH koncentracijas iki 30 % (3.15a pav.)
IS pateikty duomeny matoma, kad didéjant etanolio koncentracijai, 71/, didéja ir esant

30 % EtOH lyginant su kontrole iSauga beveik 9 kartus (3.15¢ pav.) — agregacijos greitis
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letinamas. Padarius AFM nuotrauka nustatyta, kad susidare fibrilées (3.16b pav.) Slo-
pinantis etanolio efektas fibrilizacijai buvo parodytas agreguojant A in wvitro, taip pat
nustatyta, kad su etanoliu suformuotos fibrilés yra maziau toksiskos lasteliy kulturoms
(Ormeno et al., 2013).
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3.15 pav. EtOH poveikis SOD1 agregacijos kinetikai ir baltymo 7T5,,.

Atliktas ir spontaninés agregacijos greic¢io priklausomybés nuo EtOH koncentracijos
tyrimas, kurio rezultatai pateikti 3.15b ir 3.15d pav. Aiskig agregacijos greic¢io priklau-
somybe nuo EtOH koncentracijos pavyko nustatyti tik esant EtOH koncentracijai iki 5
% — duomenys, gauti misinyje esant 10 % EtOH, atsikartoja prastai ir jy issibarstymas
didelis (3.15d pav.). Prastas rezultaty atsikartojamumas yra didelé problema SOD1 agre-
gacijos, ypac spontaninés, tyrimuose. Tai galéjo lemti tiek prietaisy matavimo tikslumas,
tiek etanolio garavimo problema, tiek pacios agregacijos stochastiskumas (atsitiktinumas)
(Abdolvahabi et al., 2016). Tad lyginant su kontrole, pakanka j misinj jdéti vos 0,5 %
EtOH, kad sutrumpéty ¢, ir sumazéty 71/5. Spontaninés agregacijos misinyje taip pat
susidare fibrilés (3.16d pav.).

Taip pat buvo patikrinta, ar EtOH saveikauja su SOD1 apofermentu. ISmatuota
baltymo lydymosi temperatura esant skirtingoms etanolio koncentracijoms (3.15e pav.).
Etanolis veikia kaip SOD1 destabilizuojanti medziaga — didéjant jo koncentracijai baltymo
T,, mazéja ir esant 20 % EtOH, nuo kontrolinio bandymo metu iSmatuotos T,, ji skiriasi
10-¢ia laipsniy (3.15e pav.).

Etanolio j agregacijos misinius déta daug, tad jis grei¢iausiai veikia kaip tirpiklis, kei-

¢iantis agregacijos terpés savybes (Dzwolak et al., 2005). Tyrimo su ,sékla“ atveju etanolis
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/| ¥

(a) SOD1 fibriles, (b) Fibrilés, gautos (c) Spontaniné SOD1 (d) Fibrilés, gautos
gautos be EtOH, su 30 % EtOH, pridé- agregacija, be EtOH. spontaniniskai suag-
pridéjus ,,séklos®. jus ,,séklos“. regavus SOD1 su 30 %
EtOH.

3.16 pav. Fibriliy, gauty su ir be EtOH, AFM nuotraukos.

galéjo pasireiksti ,seklos“ veikimo efektyvumo mazinimu (apsupo fibriles ir neleido mo-
nomerams jungtis prie ju galu) — deél to sulétéjo elongacija. Spontaninés agregacijos metu
galéjo dominuoti etanolio poveikis monomerui (nes ,séklos® i§ pradziy misinyje nebuvo).
EtOH, sudarydamas vandenilinius rysius su baltymo monomerais, galéjo pakeisti kruvi
turintj guaniding, sumazinti elektrostatinés stumos jégas ir taip palengvinti monomery
jungimasi j fibriles.

Norint daugiau suzinoti apie etanolio poveikj, reikty placiau istirti susidariusias fibriles
—ju struktura gali skirtis nuo be etanolio gauty SOD1 fibriliy; taip pat jos gali buti maziau
toksiskos, kaip amiloido /5 atveju (Ormeno et al., 2013).
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4.

ISvados

. Optimali terpé SOD1 sintezei E. coli - ZYM-5052 su 0,3 mM ZnSO, ir 0,3 mM

CuSO0,.

. Darbo metu isgryninta 1228 mg svaraus SOD1 baltymo.

. Optimalios salygos fibriliy gavybai ir agregacijos kinetikai stebéti: 200 M baltymo

monomero, 5 mM DTT, 0,5 M GuHCl ir 5 % ,,séklos*.

. 114 i8 115 tirty junginiy daré jtaka SOD1 agregacijos kinetikai.
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REKOMBINANTINES ZMOGAUS SUPEROKSIDO
DISMUTAZES I GRYNINIMAS IR AGREGACILJOS
TYRIMAI

SANTRAUKA

Amiotrofiné lateraliné sklerozé — mirtina neurodegeneracineé liga, kuri dazniausiai sieja-
ma su zmogaus superoksido dismutazés I (hSOD1) amiloidiniy agregatu kaupimusi nervy
sistemoje. Viena is strategijy tokio tipo ligy gydymui yra agregacijos slopikliy paieska,
kurios pradinis zingsnis — agregacijos tyrimai in vitro.

Sio darbo metu chromatografijos metodu iSgryninta 1228 mg $varaus, tyrimams tin-
kamo rekombinantinio hSOD1 baltymo, optimizuotos jo agregaty gavimo ir agregacijos
kinetikos stebéjimo salygos. Fluorescencinés spektroskopijos ar atomineés jégos mikrosko-
pijos metodais patikrinta 115 medziagy jtaka agregacijai ir agregaty strukturai.

Atlikus tyrimus paaiskéjo, kad etanolis, metileno mélis ir EGCG galimai nukreipia
SOD1 agregacija neamiloidiniu keliu ir/arba daro jtaka agregacijos kinetikai. 7 i§ 112

tirty flavony pasizymi stipriu, agregacija slopinanciu poveikiu.

VILNIUS, 2017
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BACHELOR THESIS

PURIFICATION AND AGGREGATION OF
RECOMBINANT HUMAN SUPEROXIDE DISMUTASE
I.

SUMMARY

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease, mostly linked to
amyloid-like aggregation of human superoxide dismutase I (hSOD1). No effective cure for
ALS has been developed for now. One of the strategies for development of therapeutics
is looking for potential aggregation inhibitors in witro.

During this work 1228 mg of recombinant hSOD1 was chromatographically purified.
Conditions for hSOD1 amyloid-like aggregation and aggregation kinetics were optimized.
Finally, the impact of 115 compounds for aggregation kinetics and aggregate structure
was tested by the use of fluorescence spectroscopy and atomic force microscopy.

The results have shown that ethanol, methylene blue and EGCG act as amyloid remo-
delling agents and/or affects hSOD1 aggregation kinetics. 7 of 112 tested flavone deriva-
tives are strong inhibitors of hSOD1 aggregation.

VILNIUS, 2017
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