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IVADAS

Neurodegeneracinés ligos — nervy sistemos ligos, kuriomis sergantiems zmonéms budingi
jvairus nervy sistemos veiklos — atminties, kalbos, judesiy, mastymo sutrikimai. Keletas tokio
tipo ligy pavyzdziy — Alzheimerio, Parkinsono, Hantingtono, prioninés ligos (Kroicfeldo-Jakobo
liga, kuru, transmisiné spongiforminé encefalopatija ir kitos). Dazniausiai Sio tipo ligomis
suserga vyresnio amziaus zmoneés. Visas Sias ligas sieja amiloidiniy agregaty kaupimasis nervy
sistemos lgstelése ir uz juy riby. Tokio tipo baltymy sankaupos sutrikdo normalig lasteliy veikla
ir jos galiausiai zuva.

Amiloidiniai agregatai — natyvig formg praradusiy baltymy sankaupos, kuriose gausu f
klostyty struktury (Stroo et al., 2017; Wolfe and Cyr, 2011). Tokio tipo agregatai pasizymi
daliniu atsparumu proteinazéms, detergentams ir specifiskai jungia tam tikras molekules (dazus)
ir keicia ju optines savybes (pvz. tioflavina T, Kongo raudonajj daza, dapoksila). Dazniausiai
pacienty nervy sistemos audiniuose randami agregatai yra savitos formos — keliy nm plocio, iki
keliy pm ilgio pailgos amiloidinés fibrilés (Chan et al., 2013).

Viena i$ amiloidiniy neurodegeneraciniy ligy yra amiotrofiné lateraliné sklerozé (ALS), kuria
serganciy pacienty organizmuose zuva ir savo funkcijos nebeatliecka motoriniai neuronai. Kol kas
vaisty, visiskai iSgydanciy ALS, néra. Su Sia liga dazniausiai siejama antioksidacinio fermento
superoksido dismutazés I (SOD1) agregacija; tad magistro darbo metu tiriama potencialaus
slopiklio metileno mélio jtaka SOD1 agregacijos kinetikai ir agregaty strukturai.

Kadangi amiloidinius agregatus sieja panasi struktura — 8 klostés, manoma, kad egzistuoja
junginys ar ju grupé, slopinanti jvairiy baltymy agregacija (Ow et al., 2015; Sneideris et al.,
2015a). Tokiems junginiams surasti naudojami ne tik tiesiogiai su ligomis susije baltymai, bet
ir modeliniai, pavyzdziui, insulinas, kuriy agregacijos mechanizmai in vitro yra gerai iStyrinéti
(Muzaffar and Ahmad, 2011; Surmacz-Chwedoruk et al., 2014). Tad atliekant §j darba bus
tikrinama hipotezé, ar metileno mélis gali veikti keliy baltymy — SOD1 ir Zmogaus insulino
agregacijos procesus.

Amiloidiniy agregaty susidaryma patogu stebéti naudojant fluorescencinj daza tioflaving
T; tad fluorescencines spektroskopijos metodas ir buvo naudojamas agregacijos kinetikos tyri-
mams, aprasytiems Siame darbe. Agregaty morfologija vertinama itin jautriu, aukstos skiria-
mosios gebos atominés jégos mikroskopijos metodu, o antriné struktura — Furjé transformacijos
infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos metodu. Tyrimams naudotas is tiekéjy jsigytas insu-
linas, o rekombinantiné SOD1 sintetinta ir gryninta sio darbo metu.

Darbo tikslas — istirti metileno mélio jtaka SOD1 ir Zmogaus insulino amiloidinei agrega-
cijai.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti rekombinantinés zmogaus Cu, Zn superoksido dismutazeés sinteze ir jg iSgryninti.

2. Atlikti SOD1 ir insulino agregacijos kinetikos eksperimentus su metileno méliu.

3. Istirti SOD1 agregaty strukturg ir morfologija.
4. Atlikti metileno mélio jungimosi prie SOD1 baltymo ir fibriliy tyrimus.
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1. LITERATUROS APZVALGA IR ANALIZE

1.1. Superoksido dismutazeé I

Superoksido dismutazé I (SOD1) — antioksidacinis fermentas, priklausantis superoksido dis-
mutaziy Seimai. SOD1 — 32 kDa homodimeras, randamas eukariotiniy lasteliy citozolyje, turin-
tis po 1 Cu™ ir Zn?* jong kiekviename subvienete (McCord and Fridovich, 1969). Superoksido
dismutaziy Seimos baltymai katalizuoja superoksido jono virtima j vandenilio peroksidg ir de-

guonj:
20, +2H" — H,0,+0, (1)

Superoksido dismutazé yra vienas is efektyviausiy fermenty, jos katalitiné konstanta — 2 x
10° M~'s~! tai yra 10 % difuzijos ribojamo maksimalaus reakcijos greicio (Getzoff et al., 1983).
Tokj fermento efektyvuma lemia jo struktura (1.1 pav.). Fermentas sudarytas is dvieju identisku
subvienety, kuriy kiekviename yra po B statine, sudaryta i$ antilygiagrec¢iy B klos¢iy. Dvi
leucino aminorugstys, esancios graikisko rakto motyva turinciose kilpose, veikia kaip , kamsciai“
statinés galams uzkisti. Cys®’ ir Cys'#® sujungti disulfidiniu rysiu, §is rySys stabilizuoja natyvia
baltymo struktiirg. Metaly jonai lokalizuoti B statinés iSoréje. Cu’t yra koordinuojamas
keturiy histidiny, Zn?* — trijy histidiny ir aspartato, esanc¢iy Zn kilpoje (IV B statinés kilpa).
Vieno histidino imidazolo ziedas yra bendras ligandas abiems metalams. Zn kilpa kartu su
elektrostatine kilpa (VII B statinés kilpa) dalyvauja nukreipiant substrata i aktyvuji centra,
kur piltuvélio formos strukturos dugne yra vario jonas (Perry et al., 2010; Sheng et al., 2014).
Tokia struktura lemia auksta SOD1 lydymosi temperatura (92 °C) ir atsparuma denaturantams
(iki 8 M karbamido ir 1 % NDS, Sheng et al. (2014)). I§ viso citozoliné SOD1 sudaro 1-2 %

visy centrinés nervy sistemos baltymuy (Bunton-Stasyshyn et al., 2014).

1.1 pav. SODI1 erdviné struktura. Ruda spalva pazymétas vario jonas, mélyna — cinko,
paryskintos aminorugstys, koordinuojan¢ios metaly jonus. Pritaikyta pagal Perry et al. (2010)

Kitos superoksido dismutazés — SOD2 (turinti Mn®* jong aktyviame centre, homotetrame-

13



ras), randama mitochondrijose. Taip pat i lastelés iSore sekretuojama SOD3 (tetrameriné Cu,
Zn superoksido dismutazé), irgi randama eukariotuose. Ni SOD (tetrameras) randama Strepto-
myces genties bakterijose (Barondeau et al., 2004). Fe jona aktyviajame centre turinéios SOD
randamos tik primityviuose organizmuose ir augaly chloroplastuose. Taip pat pastebéta, kad
bakterijy ir archéju SOD gali turéti tiek Fe, tiek Mn jona aktyviame centre ir tinkamai atlikti
savo funkcija, todél daznai Sie fermentai vadinami tiesiog Fe/Mn superoksido dismutazémis
(Miller, 2012). Nepaisant strukturiniy skirtumy, visos SOD atlieka ta pacia funkcija — apsau-
go lasteles nuo reaktyviy deguonies formy poveikio. Taip pat pastebéta, kad SOD1 ir SOD3
turi peroksidazinj aktyvuma (Hink et al., 2002), katalizuodamos vandenilio peroksido virtima
1 hidroksilo radikala.

1.2. Amiotrofiné lateraliné sklerozé

Viena i$ amiloidiniy neurodegeneraciniy ligy yra amiotrofiné lateraliné sklerozé, dar vadi-
nama Lou Gehrig’o liga. Ja serganciy pacienty organizmuose zuva ir savo funkcijos nebeatlieka
virSutiniai motoriniai neuronai, esantys motorinéje zievéje. Pirminiai Sios ligos simptomai —
sunkumas atlikti valingus raumeny judesius (judéti), jauciamas raumeny silpnumas, ligai prog-
resuojant vis daugiau neurony zuva, pacientui tampa sunku ryti, kvépuoti, kalbéti, kol galiau-
siai zmogus visiskai paralyZuojamas. ALS susergama vidutiniskai esant 55-eriy mety (Taylor
et al., 2016), o nuo pirmujy ligos poZymiy atsiradimo iki mirties praeina 3-5 metai (Peters and
Brown Jr, 2015; Zarei et al., 2015). ALS serganciy zmoniy intelektas islieka nepakites, taciau
kartu su liga pasireiskia ir kity psichologiniy sutrikimy, tokiy kaip nevalingas kalbéjimas ar juo-
kas, asocialus elgesys, poZymiai (Cruz, 2018). ALS sirgo tokie Zymus Zmonés kaip amerikietis
beisbolo zaidéjas Lou Gehrig’as ir angly fizikas Steven’as Hawking’as.

90-95 % atvejy ALS atsiranda spontaniskai, tuo tarpu likusiais 5-10 % atvejy liga pavel-
dima ir yra susijusi su genetinémis mutacijomis. Atrasta 50 geny, kuriy mutacijos siejamos su
ALS. Sie genai reikalingi proteostazés ir baltymy taisyklingo susilankstymo palaikymui, RNR
stabilumo palaikymui ir metabolizmui, citoskeleto virsmams motoriniuose neuronuose ir auto-
fagijai (Taylor et al., 2016). Pagrindiniai su ALS susije genai ir ju funkcijos apibendrinti 1.1
lenteléje.

Pagal statistikos duomenis ALS suserga 1,9 Zmogaus is 100 000. 2015 m. pasaulyje Sia
liga sirgo 222 801 pacientas ir manoma, kad ligoniy skaic¢ius 2040 m. dél visuomenés senéji-
mo padidés iki 376 674 (Arthur et al., 2016). Kol kas vaisty, visiskai isgydanc¢iu ALS, néra.
Pacientams skiriami preparatai yra tik riluzolas (Rﬂutek®, 1.2 pav. kairéje), kainuojantis 10
000 JAV doleriy pacientui metams ir prailginantis ju gyvenimo trukme keliais ménesiais (Fang
et al., 2018; Miller et al., 2012) ir 2017 m. FDA patvirtintas edaravonas (Radicava®, 1.2 pav.
desingje) (Cruz, 2018; Rothstein, 2017). Riluzolas slopina neuromediatoriaus gliutamato is-
skyrimg is neurony, tai vyksta blokuojant jtampos valdomus natrio kanalus gliutamaterginése
neurony dalyse. Vaistas taip pat blokuoja NMDA receptorius. Toks veikimo pobudis lemia gliu-
tamato ekscitotoksiskumo sumazinimg ir apsaugo neurony aksonus nuo degeneracijos (Doble,

1996). Tikslus edaravono veikimo mechanizmas néra zinomas. Manoma, kad junginys veikia
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1.1 lentelé. Su ALS susije genai ir baltymai (pagal Smith et al. (2017); Taylor et al. (2016))

Genas Baltymas Vaidmuo lagsteléje

Lsidacini
SOD1 Cu, Zn superoksido dismutazé % %{décmlo streso
mazinimas

VCP Endoplazminio tinklo ATPazé Proteostazé

ANG, TARDBP,
FUS, C9orf72,
HNRNPA1, MATR3

DCTNI1, PFNI1, Dinaktino subvienetas I, profilinas
TUBA4A I, tubulino @4A grandiné

Angiogeninas, TDP-43, FUS,

C9orf72, hnRNP A1, matrinas III Saveika su RNR

Citoskeleto virsmai

Optineurinas, ubikvilinas II,

OPTN, UBQLN2,

sekvestosoma I, Ser-Thr kinazé Autofagija
SQSTM1, TBK1 TBK1
CHCHD10 Spiraliy motyvus turintis baltymas Sgveika su
mitochondrijomis

Pusleliy transporto

ANXA11 Aneksinas A1l .
reguliacija

kaip antioksidatorius ir mazina oksidacinj stresa lastelése (Cruz, 2018). Deja, abu Sie vaistai

tik pailgina pacienty gyvenimo trukme ir $velnina ligos simptomus (Dash et al., 2018; Jaiswal,

2019).
OYYCH3
/
N

S O.
CF N-—
T
N

1.2 pav. FDA patvirtinti vaistai ALS gydymui. Kairéje — riluzolo, desinéje — edaravono
strukturinés formulés

1.2.1. SOD1 vaidmuo ALS

Baltymy agregatai, randami ALS serganciy pacienty audiniuose, dazniausiai sudaryti is su-
peroksido dismutazés 1. 20-25 % paveldimos ALS atvejy susije su mutacijomis SODI gene,
kuriy nustatyta virs 180 (Pansarasa et al., 2018; Taylor et al., 2016). Su ALS susijusiy SOD1
mutacijuy zemeélapis pateiktas 1.3 pav. Ligos fenotipo pasireiskimas nesusijes su fermento neak-
tyvumu, kadangi dalj su liga susijusiy mutacijy turincios SOD1 pilnai atlieka savo katalitine
funkcija.

Strukturg turinc¢iuose baltymuose labiausiai linke agreguoti hidrofobiniai regionai yra pa-
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1.3 pav. Su ALS susijusios mutacijos SOD1 gene (pritaikyta pagal Valentine et al. (2005)).

slepti ju viduje. Toks baltymas pirmiausia turi prarasti savo erdvine struktura (iSsivynioti),
ir tik tada gali agreguoti j kitokia strukturg turinc¢ius darinius. Buvo pastebéta, jog kai ku-
rie SOD1 mutantai, prarade Cu?t ir Zn>* jonus, gali agreguoti j tarpmolekuline B klostyta
struktura turincius filamentus ir tusc¢iavidurius vamzdelius, sudarytus is globulinés strukturos
nepraradusiy baltymy (Banci et al., 2005; Elam et al., 2003). Tokiu atveju visas baltymas
neturi iSsivynioti, pakanka keliy hidrofobiniy segmenty, eksponuojamy j iSore; Sie segmentai ir
leidzia molekuléms sukibti. Véliau tokios strukturos persitvarko, virsta oligomerais ir galiausiai
fibrilémis. Laukinio tipo ir metaly jonus turintys SOD1 baltymai j tokius darinius neagreguoja;
tai padaryti jiems trukdo elektrostatinés stumos jégos tarp elektrostatinés ir cinko kilpy, kurios

laukinio tipo ir metalus koordinuojanciame baltyme yra tvirtos strukturos (Elam et al., 2003).

1.3. Amiloidiné agregacija

Baltymai lasteléje gali jgyti daugybe konformacijy nuo to momento, kai yra susintetinami
ribosomose, iki degradacijos. Budami tam tikros konformacijos, pavyzdziui, kuomet j iSore
eksponuojamos baltymo grandinés dalys, kurios taisyklingai susilanksc¢iusiame baltyme yra pa-
sleptos jo viduje, jie gali tapti labiau linkusiais agreguoti. Apsaugai nuo nepageidaujamos
agregacijos yra skirti Saperonai — kiti baltymai ir jy kompleksai, prisijungiantys prie atidengty
baltymo viety ir neleidziantys Sioms baltymo grandinés dalims saveikauti tarpusavyje (Alam
et al., 2017).

Amiloidinei baltymy agregacijai aprasyti ir paaiskinti sukurta daug mechanizmy, taciau

visiems jiems budingi Sie esminiai zingsniai. Pirmiausiai kartu sukimba keletas baltymo mo-

16



2

Jsisotinimas

3

8

8

Agregaty dalis (%)

N
o
Ll

Lag fazé

(@]

Laikas

1.4 pav. Amiloidinés agregacijos etapai (pritaikyta pagal Arosio et al. (2015))

lekuliy, sudarydamos bestrukturius, dalinai strukturg turincius ir strukturizuotus agregatus,
kurie susidaro atitinkamai i$ bestrukturiy baltymo monomery, daline strukturg turinc¢iy ir na-
tyviy monomery. Tokie agregatai yra nestabilus ir gali lengvai isirti | baltymo monomerus, nes
juos jungianéiy rysiy yra mazai. Si stadija trunka ilgiausiai ir in vitro tyrimuose yra apibudi-
nama lag laiku (1.4 pav.). Agregacijai vykstant toliau, dariniai persitvarko ir jgyja tvirtesne
B klostyta struktiira. Sie oligomerai toliau jungia monomerus, didéja, jvyksta persitvarkymas
ir esant kritiniam oligomero dydziui ir strukturai jis ima didéti ne visu pavirsiaus plotu, o il-
géja tik dviem kryptimis, kol galiausiai susidaro tvirta, tvarkinga B klostyta struktura turinti
amiloidiné fibrilé (agregacijos schema pateikta 1.5 pav.). Sis etapas vadinamas elongacija (1.4
pav.). Isisotinimo fazé pasiekiama, kai visi galintys agreguoti baltymo monomerai suagreguoja
ir susidaro maksimalus fibriliy kiekis. Ne visi oligomerai virsta fibrilémis; oligomeras gali jungti
kitus monomerus ir didéti, nejgydamas jokios grieztos struktuiros — taip susidaro amorfiniai ag-
regatai arba agregatai, sudaryti i$ natyviy, strukturos nepraradusiy baltymu (angl. native-like
assemblies) (Chiti and Dobson, 2017).

Siandien Zinomi 37 peptidai/baltymai, kuriy agregacija yra susijusi su ligomis; 7 i$ jy siejami
su neurodegeneracinémis ligomis. Dauguma ju yra mazi (iki 100 aminorugsciu), tiek bestruk-
turiai, tiek struktura turintys ir nepasizymi aminorugscéiy sekos panasumu (Chiti and Dobson,
2017).

1.3.1. Veiksniai, turintys jtakos baltymuy agregacijai

Pagrindiniai veiksniai, skatinantys neurodegeneraciniy ligy vystymasi ir baltymy agregacija
lasteléje, yra oksidacinis stresas ir mutacijos baltymy polipeptidinése grandinése. Oksidacinio
streso salygomis aminorugsciy soninés grupés oksiduojamos — dél to pakinta juy kruviai ir ge-
béjimas sudaryti rysius su kitomis aminorugstimis. Maziau rysiy savo strukturos palaikymui
sudarantis baltymas destabilizuojamas ir yra labiau linkes agreguoti. Su neurodegeneracinémis
ligomis siejamos mutacijos taip pat turi jtakos baltymo strukturai ir daznu atveju ji destabili-
zuoja (Alam et al., 2017).

Svarbus aplinkos veiksnys, turintis jtakos baltymo stabilumui ir su tuo tiesiogiai susijusiam
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1.5 pav. Bendra baltymu agregacijos schema (pritaikyta pagal Lotz and Legleiter (2013))

agregatyvumui, yra pH. Baltymai — amfoterinés medziagos, turincios tiek teigiamai, tiek nei-
giamai jkrauty grupiy. Kai aplinkos pH lygus baltymo pl, teigiamy ir neigiamy kruviy suma
baltymo molekuléje lygi 0, palengvéja baltymo molekuliy tarpusavio saveika ir lengviau vyksta
agregacija.

Baltymai taip pat lengviau agreguoja esant didelei jy koncentracijai. Fiksuotame tirpalo
turyje esant daugiau molekuliy, jos susiduria dazniau — taip padidéja tikimybé formuoti agre-
gatus. Svarbus veiksnys — temperatura. Esant aukstai temperaturai, baltymas denaturuoja; j
iSore labiau eksponuojamos hidrofobinés baltymo dalys. Siy daliy eksponavimas lemia greitesne
baltymo agregacija. Druskos taip pat turi jtakos baltymo stabilumui; esant aukstoms drusky
koncentracijoms, didelé dalis tirpiklio panaudojama drusky jony tirpinimui. Tokiu budu suma-

zinamas baltymo tirpumas ir jis tampa labiau linkusiu agreguoti (Alam et al., 2017).

1.3.2. Amiloidinés fibrilés

Amiloidinés fibrilés yra 7-13 nm plocio, keliy mikrometry ilgio dariniai, kuriy skiriamasis
bruozas — tarpmolekuliné B klostyta struktura (1.6 pav.), esanti isilgai fibrilés asies. ISilgai fib-
rilés asiai aminorugsciy Soninés grupés susijungusios vandeniliniais rysiais, kurie susidaro tarp
skirtingy polipeptidiniy grandiniy; atstumas tarp jy — 4,7 A. Fibrilés tvirtuma statmenai jos
asiai palaiko jvairaus tipo (elektrostatiniai, vandeniliniai, Van der Valso, hidrofobiné saveika)

rySiai tarp peptidiniy grandiniy Soniniy grupiy. Atstumas tarp jy — 10 A. Vieng fibrile sudaro
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1-8 protofilamentai. Tokia struktura lemia didelj amiloidiniy fibriliy atsparumg denaturan-
tams, proteinazéms, temperaturai ir kitiems veiksniams (Chiti and Dobson, 2017; Eisenberg
and Sawaya, 2017).

1qd

sise 59

1.6 pav. Amiloidiniy fibriliy struktura (pritaikyta pagal Sawyer et al. (2012))

1.4. Vaisty kurimo principai amiloidinéms ligoms gydyti

Neurodegeneracinéms ligoms gydyti pasitelkiamos pacios jvairiausios strategijos, nuo lasteliy
terapijos (Kumar et al., 2017; Sugaya and Vaidya, 2018) iki vaisty mazy molekuliy pavidalu,
kurie mazina agregatyvaus baltymo raiskos lygj, stabilizuoja natyvios strukturos baltymus,
lengvina netaisyklinga strukturg jgijusiy baltymy skaidyma ar stabdo patj agregacijos procesa
(Alam et al., 2017; Porat et al., 2006). Vis dazniau kandidaty vaistams ieskoma tarp jau
patvirtinty vaisty kitoms ligoms gydyti — tai gerokai atpigina klinikinius tyrimus ir pagreitina
vaisto patekima ] rinka.

Is mazy molekuliy grupés medziagy didelj potenciala turi polifenoliai — naturaliai gamtoje
randami junginiai, kuriy gausu raudoname vyne, Zaliojoje arbatoje, vynuogése. Siai junginiy
grupei priklauso flavonoidai, kurkuminas, rozmariny rugstis, epigalokatechin-3-galatas, resve-
ratrolis, tanino rugstis ir kiti. Manoma, kad Sios grupés junginiuose esantys aromatiniai ziedai
saveikauja su baltymy aromatinémis aminorugstimis, tokiu budu trukdydami fibriliy susidary-
mui. Be to, polifenoliai zinomi kaip antioksidatoriai ir laisvyjy radikaly gaudyklés, mazinancios
reaktyviuju deguonies formuy poveikj lasteléms (Porat et al., 2006).

Kitos medziagos, kuriose jzvelgtas potencialas neurodegeneraciniy ligy gydymui, yra su
metalais kompleksus sudarantys junginiai (pvz. desferioksaminas), ftalocianinai, molekuliniai
pincetai, jvairios nanodalelés (pvz. Fe3zOy), trumpi peptidai (Alam et al., 2017). Taip pat
bandoma pritaikyti antikuny technologijas skiepams sukurti ir netaisyklingg struktura jgijusiy
baltymy ir oligomery Salinimui pasyvios ir aktyvios imunizacijos budu (Godyn et al., 2016;
O’Hara et al., 2018).

Taip pat ieskoma junginiy, veikianciy ne agregatyvius baltymus, o kitus, susijusius su signalo
perdavimu nervy sistemoje arba dalyvaujancius agreguojancio baltymo sintezés kelyje (Godyn
et al., 2016; O’Hara et al., 2018).
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Nepaisant dedamy didziuliy pastangy vaisty nuo neurodegeneraciniy ligy sukurimui, dau-
guma vaisty, puikiai pasirodziusiy II klinikiniy tyrimy fazéje, nebéra efektyvus atliekant III
klinikiniy tyrimy fazés tyrimus (95 %). Taip yra dél to, kad vis dar prastai suprantama sio tipo
ligy patogenezé ir, norint iSgydyti pacientus, potencialus vaistas greiciausiai turi buti nukreiptas
i kelis skirtingus taikinius (Godyn et al., 2016).

1.5. SOD1 agregacijos slopikliai

Tyrimy, skirty efektyviy SOD1 agregacijos slopikliy paieskai, literaturoje aprasoma nema-
zai. leskant efektyviy slopikliy, taikomos pacios jvairiausios sistemos ir metodai — nuo kompiu-
terinio modeliavimo, in vitro agregacijos kinetikos stebé¢jimo iki rentgenostruktirinés analizés

ar auksto nasumo tyrimy in vivo sistemose.

1.2 lentelé. Polifenoliai, darantys jtaka SOD1 agregacijai

Junginys Ve.lklfno Metodai Baltymas Saltinis
principas
Stipriai jungiasi In vitro kinetika,
prie prefibriliniy AFM, TEM, .
Kurkuminas agregaty, silpnai ~ ATR-FTIR, DLS, WT ](32}6??? et al.
— prie natyvaus kompiuterinis
baltymo modeliavimas
Stabilizuoja Kompiuterinis esxfllclinvasan
Epigalokatechin- baltymo tretine It WT, L84F .
3 oalatas struktiir modeliavimas Rajasekaran
& 2 (2017)
Stabilizuoja MS, kompiuterinis Zhuang et al.

11 flavonoidy modeliavimas, in WT

baltymo dimerg vitro kinetika

(2016)

Vaisty ieskoma tarp jvairiy klasiy junginiy — nuo polifenoliy (1.2 lentelé), azotiniy baziy ir
tarp jau rinkoje esanciy vaisty (1.3 lentelé). Pasirenkami skirtingi taikiniai — dauguma tyréju
mano, kad norint stabdyti agregacija, reikia stabilizuoti baltymo dimera (Nowak et al., 2010;
Ray et al., 2005; Zhuang et al., 2016), kadangi skilimas j monomerus yra tiesiogiai susijes su
baltymo destabilizavimu, natyvios struktiiros praradimu ir didesniu polinkiu agreguoti. Siam
poziuriui iSsakoma kritika, nes kai kurie SOD1 mutantai agreguoja vienodu greic¢iu budami tiek
monomero, tiek dimero formos (Wright et al., 2013).

Daugumoje literaturos Saltiniy akcentuojama, kad tirtas junginys ar ju grupé turi didelj
potencialag tapti vaistu. Vis délto reikia atkreipti démesj, kokiais metodais atliktais tyrimais
remiamasi sakant tokj teiginj. Kai kuriuose straipsniuose, ypac¢ tuose, kuriuose aprasytas dau-
gybés junginiy testavimas, iSvados daromos remiantis vos keliais metodais (Anzai et al., 2016;
Yerbury et al., 2013). Kai kuriuose saltiniuose atlickama issami baltymo su prisijungusiu slopik-

liu strukturiné analizé, taciau pamirstama parodyti kinetinius duomenis — ar i$ tikryjy esant
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1.3 lentelé. Kiti junginiai, darantys jtaka SOD1 agregacijai

Junginys Ve.lklfno Metodai Baltymas Saltinis
principas
WT, A4V,
15 Kompiuterinis gg?g’
neatskleistos Stabilizuoja modeliavimas, in vitro ALV /7\/'7F / Ray et al.
strukturos baltymo dimerg, kinetika, atsparumo V14SF (2005)
junginiy denaturantui testas GO3A/VTF/
V148F
I.zoprotereno— o SEC-SAXS, XRD. WT, A4V, .
lis, Jungiasi prie CD. AtSpAFIO 11137, Wright et al.
o baltymo den,atﬁrgntui testas L33V, (2013)
fluoruridinas H48Q
Dalis junginiy
Gigvi]t)iﬁt saveikauja su DSC, MS, in vitro G3TR Anzai et al.
b t iSvyniotu kinetika, PAGE (2016)
vaisty
baltymu
aB- Jungiasi prie
kristalinas ir baltymo ir In vitro kinetika, SEC WI, Yerbury ef al.
G93A (2013)
Hsp27 agregaty
>50 000
junginiy Benmohamed
biblioteka, Citotoksiskumo testas et al. (2011);
pirimidin- Didina lasteliy PC12-G93A-YFP G93A, Xia et al.
2.,4,6-trionai, gyvybinguma lasteliy linijai, SOD1 G85R (2011);
cikloheksan- G93A peléms Zhang et al.
1,3-diono (2012)
vediniai
14 junginiy Komp?ut?rlms
a0 e modeliavimas,
azauracilo ir Stabilizuoja Nowak et al.
. ) atsparumo WT, A4V
uracilo baltymo dimerg _ . (2010)
aerinduy denaturantui testas,
pag D
BMR, XRD,
Jungiasi prie NDS-PAGE, DSF,
Cisplatina Cysl1l ir SEC, in wvitro WT, Banci et al.
P tirpina kinetika, toksigkumo ~ G93A (2012)
agregatus testas NSC-34 lasteliy

linijai

junginiui baltymas agreguoja lé¢iau ar visai neagreguoja (Nowak et al., 2010; Wright et al.,

2013). Taikomuy metody siaurumas, prastas supratimas apie molekulinius virsmus agreguojant

baltymams ir ziniy trukumas apie tikrasias ALS ligos priezastis ir skirtingy agregaty vaidmenj
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ligos patologijoje lemia tai, jog vis dar neturime vaisto, galinc¢io saugiai ir efektyviai iSgydyti

Sig liga.

1.6. Insulinas

Zmogaus insulinas, kasos B lastelése gaminamas 5,8 kDa dydzio peptidas, sudarytas i A
ir B grandiniy, sujungty dviem tarpgrandininiais ir vienu vidugrandininiu disulfidiniu rysiu
(1.7b pav.). Insulino heksamero struktura pateikta 1.7a pav. Organizme insulinas veikia kaip
signalinis peptidas, skatinantis gliukozés patekima j lasteles ir greitinantis glikogeno sinteze

kepenyse.

A grandiné -
®@®@@@

s

n=w
o'

B grandiné

3 29 28 27 ® 25 24 23 2

(a) Insulino heksamero erdviné  (b) Insulino struktura. Pritaikyta pagal Hilgenfeld et al.
struktura. PDB kodas: 5MAM (2014)

1.7 pav. Zmogaus insulino struktiiros

Insulinas susijes su injekcine amiloidoze — retais atvejais pasireiskiancia diabetu serganciy
zmoniy, besileidzianc¢iy insuling, komplikacija. Dalis insulino, suleisto po oda, suleidimo vietoje
suformuoja B klostes turincias amiloidines sankaupas ir nepatenka j kraujotakos sistema, tad
pacientams, kuriems pasireiskia $i komplikacija, reikalingos didesnés insulino dozés. Amiloidi-
niy sankaupy vietoje kyla uzdegimas; j fibriliy tinkla taip pat jtraukiami kiti baltymai. Kaip
tiksliai vyksta siy sankaupy formavimasis néra istirta dél sios komplikacijos retumo. Poodi-
nés insulino sankaupos salinamos chirurginiu budu; norint uzkirsti kelia komplikacijai siuloma
reguliariai keisti vieta, i kuria leidziamas insulinas (Gupta et al., 2015).

Vis délto amiloidiniy ligy srityje insulinas daugiausia naudojamas kaip modelinis baltymas,
kurio agregacijos mechanizma skirtingose aplinkos salygose siekiama suprasti. Manoma, kad
sio baltymo agregacijos mechanizmo supratimas padés nustatyti ir kity baltymy, siejamy su
neurodegeneracinémis ligomis, agregacijos mechanizmg. Apibendrinta insulino agregacijos me-
chanizmo schema pateikta 1.8 pav. Kasos B lastelése insulinas sudaro heksamerinj kompleksa
su Zn”* jonais. Heksamerui skilus j monomerus, $ie dalinai i$sivynioja, keli monomerai sufor-
muoja agregacijos branduolj, kuris savo ruoztu jungia kitus monomerus ir taip susiformuoja
amiloidinés fibrilés (Yang et al., 2010).
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1.8 pav. Insulino agregacijos mechanizmas (pritaikyta pagal (Yang et al., 2010))

1.7. Insulino agregacijos slopikliai

Literaturoje yra aprasyta tyrimy, kuriy tikslas — rasti efektyvy insulino agregacijos slopiklj.
Tiriamos pacios jvairiausios medziagos, pradedant polifenoliais, baigiant biologinj aktyvuma
turinciomis molekulémis.

Parodyta, kad ektoinas, trechalozé ir citrulinas, kurie randami streso salygomis gyvenan-
¢iuose mikroorganizmuose, efektyviai slopina insulino agregacija in vitro (Arora et al., 2004).
Tai aiskinama tuo, kad sios molekulés didina vandens pavirsiaus jtempj; Siomis salygomis balty-
mui palankiau islikti natyvios strukturos, pilnai solvatuotam ir turéti mazesnj pavirsiaus plota,
nes jo issivyniojimas (pavirsiaus ploto didéjimas) ir hidrofobiniy sri¢iy atidengimas yra susije
su aukstesne sistemos energija. Taip pat manoma, kad streso metu lasteléje Sios molekulés
stabilizuoja baltymus prisijungdamos prie hidrofiliniy pavirsiaus grupiy. Deja, Siy junginiy vei-
kimas aiskinamas tik pagal bendro pobudzio tirpaly savybiy pakitimus, o tokiems pakitimams
atsirasti reikia pakankamai auksty medziagy koncentraciju (Melo et al., 2001). Néra atlikta
jokiy strukturiniy tyrimy, jrodanciy, kad Sie junginiai tiesiogiai veikia agregacijos procesg ar
yra specifiniai butent 8 klostytos strukturos susidarymo slopikliai.

Yra ieSkoma medziagy, slopinanciy insulino agregacija mazesnémis koncentracijomis. Vienos
is tokiy — trumpi peptidai, kurie jungiasi prie tam tikry baltymo regiony ir trikdo baltymo
monomery susijungima j amiloidines fibriles (Gibson and Murphy, 2006; Siddiqi et al., 2018).

Insulino agregacijos slopikliy ieskota ir polifenoliniy junginiy klaséje. IS tirty 265 flavonoidy
dalis pasizymeéjo stipriu agregacija slopinanciu efektu, taciau su siais junginiais tolimesni tyrimai
neatlikti ir tikslaus poveikio agregacijos mechanizmui nebandyta issiaiskinti (Malisauskas et al.,

2015). Potencialas slopinti insulino agregacija jzvelgtas ir polifenoliy oksidacijos produktuose
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chinono dariniuose (Gong et al., 2014).

Taip pat tirtas glikoakridiny (Van Vuong et al., 2015) ir aromatinj zieda turin¢iy junginiy
poveikis (Levy-Sakin et al., 2009). Abiejuose tyrimuose nustatytas agregacijos slopinimo efek-
tas, taciau nemazai klausimy kelia pasirinktais tyrimo metodais gauty rezultaty vertinimas.

Vis délto teigiama, kad junginiy veikimas paremtas nepoline saveika.

1.8. Metileno mélis
1.8.1. Junginio panaudojimas, fizikinés ir farmakokinetinés savybés

Metileno meélis — pirmas pilnai chemiskai susintetintas vaistas. Junginio pagrinda sudaro
fenotiazino ziedai, prie kuriy prijungtos dvi metilamino grupés; junginys gali buti oksiduotos
ir redukuotos formos (1.9 pav.). 1891 m. Paul’as Guttmann’as ir Paul’as Ehrlich’as pradéjo
naudoti §j junginj maliarijos gydymui, véliau jis buvo panaudotas kity vaisty sintezei. Dabar Sis
vaistas naudojamas methemoglobinemijai gydyti, slapimo taky infekcijy prevencijai, nerviniy
audiniy vizualizacijai operacijy metu, priesvézinio vaisto ifosfamido sukeltam neurotoksiskumo
efektui mazinti, taip pat kaip prieSnuodis apsinuodijusiems cianidu (Oz et al., 2011; Schirmer
et al., 2011). Junginys naudojamas ir kitose srityse, pavyzdziui, akvariumy dezinfekcijai ir kaip
fotosensitizatorius vézio terapijoje.

H
|

/@N;@ — /(INIJ\
H3C CH i HiC. ~ CH
3 SN S N~ 3 Redukcija 3 N S N 3

HaC” CH, HaC™ “CH,

Redukuota forma
(leuko metileno mélis)

Oksiduota forma

1.9 pav. Metileno mélio formos

Oksiduotos formos metileno mélis atrodo mélynas; tuo tarpu redukuotos formos junginys,
dar vadinamas leuko metileno méliu, yra bespalvis. Esant fiziologiniam pH, metileno mélis
yra pusiausvyros formos tarp oksiduotos ir redukuotos; sig pusiausvyrg palaiko glutationas,
NAD(P)H ir deguonis. Leuko metileno meélis neturi kruivio, tad gali pasyviai difunduoti per
lasteliy membrana; patekes j oksidacine aplinka, junginys oksiduojamas, jgyja teigiama kruvij
ir nebegali laisvai difunduoti is lastelés. Tokiu principu junginys patenka j eritrocitus, kuriuo-
se redukuoja hemoglobine esantj Fe’T jona ir atstato hemoglobino gimininguma deguoniui i$
padidéjusio i normaly methemoglobinemijos ligos atveju (Oz et al., 2011).

Metileno mélis yra azoto sintazés, monoamino oksidazés A, jvairiy acetilcholino esteraziy,
disulfido reduktaziy ir guanilato ciklazés slopiklis (van Bebber et al., 2010).

Metileno mélio farmakokinetinés savybeés gerai zinomos. Tipine vaisto dozé 200 mg/dienai,
skilimo puslaikis Zmogaus organizme yra 10 valandy, 73 % per burng suvartoto vaisto patenka

i kraujo sistema. Vaistas pereina kraujo-smegenu barjera (Schirmer et al., 2011). Per burna
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vartojamo metileno mélio medianiné mirtina dozé LDy, yra 1,180 mg/kg ziurkems ir 3,500
mg/kg pelems (Oz et al., 2011).

1.8.2. Taikymas amiloidiniy ligy gydymui

Neseniai jzvelgtas metileno mélio potencialas neurodegeneraciniy ligy gydymui. Pastebéta,
kad metileno mélis slopina T baltymo, amiloido B, hantingtino ir TDP-43 agregacija.

TDP-43 (angl. transactivation response DNA binding protein) — su DNR saveikaujantis 43
kDa dydzio baltymas, kurio pastovi raiska butina lasteliy iSgyvenamumui. TDP-43 dalyvauja
geny raiskos reguliacijoje, jis svarbus alternatyviam splaisingui ir iRNR stabilumui palaikyti.
TDP-43 agregacija j amiloidines fibriles siejama su amiotrofine lateraline skleroze, Alzheimerio
ir Parkinsono ligomis (Cook et al., 2008). Parodyta, kad vos 0,05 pM metileno mélio sumazino
TDP-43 agregatu kiekj 50-¢ia procenty SH-SY5Y linijos lastelése (Yamashita et al., 2009).
Junginys taip pat atstato motoriniy neurony funkcija zebrazuviy D. rerio ir nematody C.
elegans ALS ligos modeliuose (Vaccaro et al., 2013, 2012).

Hantingtono liga — dar viena neurodegeneraciniy ligy grupei priklausanti liga, kuria sergan-
¢iy pacienty smegenyse amiloidinius agregatus sudaro baltymas hantingtinas, turintis nejprastai
ilga poligliutaminine seka N-gale. Siai ligai gydyti taip pat intensyviai ieSkoma vaisty ir yra
parodytas gydantis metileno mélio poveikis ligos gyvuny modeliuose. Metileno meélis didina
pirminiy neurony kulturos iSgyvenamuma, mazina hantingtino agregacija in vitro, Drosophila
melanogaster modelyje ir R6/2 linijos pelése. [domu tai, kad metileno mélis slopino hantingtino
agregacija in vitro net esant reakcijos pradzioje pridéty agregaty. Taciau néra aisku, kokiu budu
jis veikia — ar destabilizuodamas agregatus, ar darydamas jtaka monomero-agregaty pusiau-
svyrai. Taip pat pastebéta, kad esant metileno meliui, Drosophila melanogaster ligos modelyje
susidaro mazesnio dydzio agregatai ir ju yra maziau (Sontag et al., 2012).

T baltymas — mikrovamzdelius stabilizuojantis baltymas, kurio agregacija j neurofibrilinius
tinklus siejama su Alzheimerio, Parkinsono ir grupe kity ligy, bendrai vadinamy tauopatijomis
(Guo et al., 2017). Nustatyta, kad metileno mélis mazina netirpiy agregaty kiekj ir slopina 7
baltymo agregacija in vitro esant 2-30 pM 1Csg (junginio koncentracija, kuriai esant agregacija
slopinama 50 %) vertei, priklausomai nuo baltymo izoformos (Akoury et al., 2013; Taniguchi
et al., 2005). Taip pat parodyta, kad metileno meélis veikia kaip nespecifinis tioliniy grupiu
oksidatorius. Junginys veikia kaip tarpininkas, generuojantis ROS, kurios ir oksiduoja cisteiny
tiolines grupes j sulfeno, sulfino ir sulfongrupes (Akoury et al., 2013). Toks modifikuotas bal-
tymas nebeagreguoja i fibriles (Crowe et al., 2013). Siulomas ir kitas metileno mélio veikimo
mechanizmo aiskinimas — junginys blokuoja 7 baltymo monomery saveikg per pasikartojancius
domenus (Wischik et al., 1996). Peliy ligos modeliuose parodyta, kad metileno mélis atrankiai
skatina neurony autofagija, tokiu budu mazindamas 7 baltymo kiekj (Congdon et al., 2012),
stabdo agregatuy plitima (Hosokawa et al., 2012) ir mazindamas oksidacinj stresa apsaugo nervy
sistema (Stack et al., 2014).

Amiloidas B — 36-42 aminorugscéiy dydzio peptidas, kurio amiloidiniai agregatai randami

Alzheimerio liga serganc¢iy zmoniy smegenyse. Keliuose tyrimuose parodyta, kad metileno mélis
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turi jtakos ir jo agregacijai (Necula et al., 2007; Taniguchi et al., 2005). Necula et al. (2007)
tyrime parodyta, jog junginys geba slopinti AB oligomerizacija, skatindamas jo fibrilizacija.
Toks veikimo pobudis atrodo perspektyvus vaisty kurimo kontekste, nes zinoma, jog A fibrilés
yra maziau toksiskos lgsteléms nei oligomerai. Tad junginys, keisdamas Sio baltymo agregacijos
pobudj, galéty sulétinti toksisky agregaty susidaryma.

Kita vertus, literaturoje galima rasti ne viena tyrima, kuriame metileno mélis neturi teigia-
mo poveikio gyvuny iSgijimui/ligos simptomy sumazéjimui. Metileno mélis sumazino agregaty
kieki Hantingtono ligos zebrazuviy modelyje, tac¢iau neturéjo jtakos ju iSgyvenamumui. Jungi-
nio neveiksnumas nustatytas ir frontotemporalinés demencijos (su T baltymo agregacija susijusi
liga) ligos modelyje (van Bebber et al., 2010). Metileno mélis nesugebéjo isgydyti ir Alzheime-
rio liga serganciy peliy, kai vaistas buvo duodamas atsiradus pirmiesiems ligos simptomams.
Taciau teigiamas junginio efektas tos pacios linijos peliy sveikatai ir iSgyvenamumui pastebétas
tais atvejais, kai vaistas buvo duodamas Alzheimerio ligos prevencijai, anks¢iau nei pasirodo
pirmieji ligos pozymiai (Hochgréfe et al., 2015). Gali buti, jog tyrimuose su ligos fenotipa
turinciais gyvunais buvo naudojamos nepakankamos junginio dozés arba junginys tiesiog yra
nepajegus sustabdyti ligos progresavima jai prasidéjus. Nepaisant priestaringy tyrimy rezulta-
ligai gydyti (Gauthier et al., 2016; Wilcock et al., 2017). Siy tyrimy rezultatai nebuvo tenkin-
tini ir vaistas nebuvo patvirtintas. Manoma, kad neurodegeneracinéms ligoms gydyti dar néra
sukurta vaisty dél to, kad nepilnai suprantama neurodegeneraciniy ligy patologija ir vaisty
ieskoma pasirinkus netinkamus taikinius. Minétuose tyrimuose metileno meélis pasirinktas kaip
junginys, slopinantis fibrilizacijg ir bendrag agregaty kiekj, taciau gali buti, kad ligy priezastis

yra ne agregaty susidarymas, o kiti lasteliniai vyksmai.

1.8.3. Metileno mélis ir SOD

Tyrimy, atlikty su SOD1 ir metileno méliu, literaturoje aprasyta vos keletas. In wvitro tyrimy
su SOD1 ir siuo junginiu néra atlikta; pavyko rasti tik in vivo studijas. Visose jose tikrintas
metileno mélio veikimas SOD1 G93A mutacija turinciose pelése. G93A — viena is dazniausiy su
ALS susijusiy mutacijy SOD1 baltyme; baltymas, turintis sig mutacija, yra itin agregatyvus.

Lougheed and Turnbull (2011) aprasé tyrima, kurio metu maitino SOD1 G93A peles di-
dziausia Salutiniy efekty nesukeliancia 25 mg/kg/dienai metileno mélio doze. Tyrime buvo
naudojamos 8-15 peliy vienam tyrimui. Deja, pastebétas tik statistiSkai nereikSmingas ligos
pradzios atitolinimas.

Dibaj et al. (2012) tikrino metileno mélio jtaka uzdegimo smegenyse vystymuisi ir neurony
zuciai SOD1 G93A pelése. Nustatyta, kad junginys slopina mikroglijos aktyvacija, tad uzde-
giminis atsakas yra mazesnis. [domu tai, kad vélesné ligos pradzia ir vélesnis svorio kritimas
pastebétas tose pelése, kurioms buvo duodama 3-10 mg/kg/dienai metileno meélio dozé. Di-
desne doze (30-100 mg/kg/dienai) gavusios pelés ALS susirgdavo panasiu metu kaip vaisto
negavusios. Vis délto, metileno melio vartojimas neprailgino gyvenimo trukmeés nei vienai peliy

grupei. Remiantis Siais rezultatais daroma isvada, kad metileno mélis turi tik bendro pobu-
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dzio teigiamag efekta nervy sistemai, didina neurony iSgyvenamuma, mazina uzdegima, taciau
is esmeés ligos negydo.

Audet et al. (2012) taip pat tikrino metileno mélio sugebéjima padidinti SOD1 G93A peliuy
iSgyvenamuma, kai jis vartojamas vienas arba su neuroprotekciskai veikianc¢iomis li¢io drus-
komis. Sis tyrimas nuo auks¢iau minéto skyrési tuo, kad buvo duodamos maZesnés metileno
mélio dozés (1-10 mg/kg/d.) — tai yra dozés, artimos realioms dozéms (0,5-2,5 mg/kg/d.),
leidziamoms zmonéms siekiant iSgydyti kitas ligas (1.8.1 skyrius). Taip pat vaistu pradedama
Serti ne 45, kaip tai daré Dibaj’us ir kolegos, o 90 diena, pries pat ligos pozymiy atsiradima.
Deja, metileno mélis nesumazino netirpiy SOD1 agregaty SOD1 G93A pelése kiekio ir aksony
nykimo, taip pat neprailgino peliy gyvenimo trukmeés.

Visi trys minéti tyrimai buvo paremti tuo, kad metileno mélis turéjo gydantj efekta TDP-43
ALS ligos modeliuose (1.8.2 skyrius), tad rezultatai (teigiamo poveikio nebuvimas), gauti su
SOD1 G93A pelémis, stebina. Vieni autoriai sieja tai su netinkamu ligos modeliu (Lougheed
and Turnbull, 2011). Jau anksciau pastebéta, kad tarp SOD1 G93A peliy, gimusiy skirtingose
vadose arba isvesty naudojant skirtingus metodus, ALS progresavimas ir baigtis yra labai
skirtingi. Siekiant iSvengti atsitiktiniy rezultaty, tyrimams reikia naudoti daugiau gyvuny
ir juos grieztai atrinkti pagal vada, lytj ir kitus veiksnius. Taip pat manoma, kad SOD1 G93A
ligos modelis netinkamas dél itin greito ir nevaldomo ligos progresavimo. Gali buti, jog tokiame
modelyje vaistas paprasciausiai yra per silpnas veikti, kai suleidziamas netoksiskomis dozémis,
taciau esant kitam ligos modeliui (pvz. TDP-43) jis spéja suveikti. Be to, visuomet islieka vaisto
vartojimo pradzios laiko ir naudojamy vaisto doziy efektyvumo klausimas, nes Sie parametrai
buvo parenkami remiantis skirtingais Saltiniais ir kriterijais (Audet et al., 2012; Dibaj et al.,
2012; Lougheed and Turnbull, 2011).

1.8.4. Metileno mélio veikimas nervy sistemoje

Metileno melis nuo seno naudojamas nervinio audinio dazymui operacijy metu; patekus i
organizma, jo koncentracija smegenyse tampa 10-20 karty didesné nei kraujotakos sistemo-
je. Nervy sistemos giminingumas Siam junginiui néra iki galo paaiskintas, taciau manoma,
kad metileno mélis j nervines lasteles patenka panasiu principu kaip ir j eritrocitus. Neurony
plazminéje membranoje esanti reduktazé pavercia oksiduota junginio forma j kruvio neturincia
redukuotg; taip molekulé tampa lipofiliska ir gali kirsti plazmine membrang. Patekes j lastelés
vidy, leuko metileno mélis oksiduojamas ir laisvai is jos iseiti nebegali.

Esant didelei metileno meélio koncentracijai junginys kaupiasi nerviniy skaiduly galuose ir
sutrikdo signalo perdavimg — tai lémé junginio panaudojima anestezijai, vietiniam skausmo ir
niezuliy gydymui.

Metileno melis daro jtaka jvairiy jony kanaly ir transporteriy veiklai — pakinta gliukozes,
H* pernaga; veikiami jtampos reguliuojami Na® jony kanalai ir Ca?* reguliuojami K* kanalai,
tad veikiant metileno méliu lengviau suzadinami neuronai.

Nustatyta, kad metileno mélis kaupiasi mitochondrijose, saveikauja su elektrony pernasos

grandine ir palengvina elektrony pernasg ant deguonies. Taip pat veikia kaip antioksidatorius,
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slopinantis superoksido jony susidaryma ir veikia neuroprotekciskai hipoksijos salygomis (Oz

et al., 2011).

1.9.

Metodai amiloidinei agregacijai tirti in vitro

Amiloidinei agregacijai tirti naudojami jvairus biofizikiniai metodai, tokie kaip fluorescen-

ciné, infraraudonyjy spinduliy, apskritiminio dichroizmo spektroskopija, elektroniné, atominés

jégos mikroskopija ir kiti. Populiariausias metodas agregacijos kinetikai stebéti yra fluorescen-

ciné spektroskopija naudojant jvairius isorinius dazus (1.4 lentelé).

1.4 lentelé. Amiloidy detekcijai naudojami dazai

Dazas Ka detektuoja Pastabos Saltinis
Tioflavinas Tinkamas kiekybiniam vertini-  Biancalana
T B klostyta struktura mui, bet dazo fluorescencinés  and Koide
savybés priklauso nuo pH (2010)
: . Kiekybiniams vertinimams ne-  Rajamohamedsait
Tioflavinas _ . T qe 11 . .
S B klostyta struktura naudojama dél didelio bazinio = and Sigurds-
triuksmo lygio son (2012)
Prastas tirpumas vandenyje
Nilo rau-  Hidrofobinius pavir- (0,2 mg/ml), taciau fluorescen-  Mishra et al.
donasis sius cinés dazo savybes nepriklauso  (2011)
nuo pH
Neaiskus jungimo-
Kongo rat- s .mecha.n'lzma's. Jungla_L51 prie natyvm/d'évxhnz'u Khurana ot al.
: Galimai jsiterpia  denaturuoty baltymy — iSkrei-
donasis . e o . (2001)
tarp  polipeptidiniy  pia kinetinius duomenis
grandiniy
. 'B klostyt% § truktu}r v Tinkamas ir fibriliy, ir oligo-  Yates et al.
Dapoksilas ir hidrofobinius pavir- L
Sius mery charakterizavimui (2016)
i o Aslund et al.
Neaiskus jungimo- (2009): Brels
si mechanizmas. Budamas agregacijos misinyje ’
L o _ taff et al
pFTAA Galimai jungiasi |}  keiCia agregaty struktura, to- (2015): Ci
hidrofobinius griovius  dél netinka detekcijai in situ o
iSilgai fibriliy agiai vitelli et al
(2016)
. Mechanizmas neais-  Gali daryti jtaka kinetikai net ~ Ahn et al
Resveratrolis . .
kus zemose koncentracijose (2007)

Taip pat siuloma fibriles detektuoti matuojant ju vidinés fluorescencijos intensyvuma (Pi-

notsi et al., 2013). Vidinis fibriliy fluoroforas — B klos¢iy vandeniliniy rysiy tinklas; fibrilés,

suzadintos 405 nm ilgio Sviesa, iSspinduliuoja Sviesg ties 460 nm bangos ilgiu.

Sio metodo

privalumas — matuojamas B klosciy susidarymas agregacijos misinyje ir nenaudojami iSoriniai
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dazai. Tai leidzia stebéti tikraja agregacijos kinetika, iSvengiama nespecifinio dazy jungimosi,
be to, jokios pasalinés molekulés nedaro jtakos agregacijos procesui. Atliekant agregacijos su
slopikliais kinetikos eksperimentus in vitro daznai pastebima, kad tiriamas junginys slopina da-
7o fluorescencijos intensyvuma, tad naudojant Sj metodg iSvengiama ir tokiy problemy. Taciau
Sis metodas néra placiai taikomas dél mazos kvantinés iseigos ir dél to atsirandancio didelio
triuksmo lygio.

Populiariausias fluorescencinis dazas amiloidiniy agregaty susidarymo kinetikai tirti yra
tioflavinas T, suzadinamas 440 nm ilgio banga ir kurio emisijos maksimumas yra ties 480 nm
(Biancalana and Koide, 2010). Jo veikimo principas pavaizduotas 1.10 pav. Dazui prisijun-
gus prie amiloidiniy agregaty, jo suzadinimo spektro maksimumas pasislenka nuo 385 nm iki
440 nm, emisijos — nuo 445 nm iki 482 nm. ThT veikimas aiSkinamas molekulinio rotoriaus
principu. Tirpale esancio ThT benzilamino ir benzotiazolo ziedai sukasi apie C-C rysj. Dél Sio
sukimosi molekulés fluorescencijos kvantiné iseiga labai maza, nes dazas stipriai fluorescuoja tik
ziedams iSsidéscius tam tikru kampu vienas kito atzvilgiu. Tuo tarpu ThT prisijungus j fibriliy
pavirsiuje esancius i peptido Soniniy grupiy sudarytus griovius, dazas uzfiksuojamas vienoje
konformacijoje, ziedai nesisuka vienas aplink kita ir molekulé stipriai fluorescuoja (1.10 pav.
desinéje) (Biancalana and Koide, 2010).
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ThT fluorescencija
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460 480 500 520 540
Bangos ilgis (nm)

1.10 pav. ThT struktura ir optinés savybeés (pritaikyta pagal Biancalana and Koide (2010))
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2.

2.1.

PRIETAISAI, MEDZIAGOS IR METODAI

Prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:

2.2,

96 sulinéliy mikroplokstelés ,,Corning* ir jy sandarinimo juosta ,,Nunc;

Autoklavas ;AHS-75N“ (Raypa);

Atomineés jégos mikroskopas ,,Dimension Icon“ ir zondas ,RTESPA-300 (Bruker);
Centrifuga ,,HiCen SR“ (HeroLab);

Chromatografijos sistema ,,AKTApurifier* (GE Healthcare);

Chromatografinés kolonos , XK 26/20“ ir  HiScale 26/40“ (GE Healthcare);

Dializes celé ,Bel-Art“ (Scienceware);

Dializés zarnos: 49,5 mm skersmens ,,Zella Trans Roth“ (pralaidumas 8 kDa);
Elektroforezés aparatas ,,Biometra Minigel-Twin“ su ,,Biometra PS 300 T* srovés Saltiniu;
Filtrai: 0,22 pm ir 0,45 pm pory dydzio ,,Sartorius Stedim Biotech* ir ,Millipore Steri-
cup;

FTIR spektrometras ,,Bruker alpha® (Bruker);

Homogenizatorius , Potter-Elvehjem“ (Fisher Scientific);

Koncentratoriai ,Amicon® Ultra-15“ (pralaidumas 10 kDa);

Laminariné spinta ,,Bio II Advance“ (Telstar);

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

pH metras ,,Orion DUAL STAR meter” (Thermo Scientific);

Ploksteliy skaitytuvas ,,Biotek Synergy H4 Multi-Mode Reader®;

Purtykle ,KS 4000i“ (IKA);

Realaus laiko PGR aparatas ,,Rotor-Gene Q real-time analyzer* (GE Healthcare);
Refraktometras ,RL3” (PZO);

Spektrofotometrai ,,UV-1800“ (Schimadzu), ,Varian Cary Eclipse“, ,Nanodrop 2000“
(Fisher Scientific);

Svarstykles: | PCB 1000-2 (Kern)“, , TP-214“ (Denver Instruments);

Termostatai: ,Ditabis MHR 23%, [ IB-15G*“, ,Mini Dry Bath“ (Fisher Scientific);
Ultragarso Saltinis ,,Bandelin Sonopuls 3100 (antgaliai: VS70/T, MS72, MS73);
Vakuuminé filtravimo jranga ,,Sigma-Aldrich®;

Vandens valymo sistema ,,Simplicity UV system*.

Medziagos

Darbe naudotos medziagos:

AB Vilniaus degtiné: 96 % etanolis;
Acros Organics: 99 % Na,SO,, 99,6 % NH,CI, 99 % glicerolis, 98,5 % NaOH, 99,7 %
GuHCI, NaH,PO,, 37 % HCI tirpalas, 50 % NaOH tirpalas, 99,5 % APS, 99 % NiCl, -
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6H,0;

o Carl Roth: 99 % KH,PO,, KCIl, 99 % ampicilino natrio druska, Luria Broth mitybiné
terpe, agaras, 99 % CH3COOH;

« Fisher Scientific: 99 % DTT, 99,5 % MgSO,, laktozé, imidazolas, KoyHPO,, glicinas,
dekstroze, mieliy ekstraktas, TEMED, NDS, triptonas, akrilamido/bis-akrilamido 30 %
tirpalas, 99 % EDTA, DMSO, molekulinés maseés zymuo ,,PageRuler Unstained Low Ran-
ge Protein Ladder”, elektroforezés geliy dazas ,,Ez-Run Protein Gel Staining Solution*;

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

« Sigma-Aldrich: rekombinantinis Zmogaus insulinas, metileno mélis, ThT, 98 % CuSOy,,
98 % ZnSO, - 6H50;

2.2.1. Konstruktas

pET303/CT-his plazmidé su SOD1 ir atsparumo ampicilinui genais jsigyta i$ Fisher Scien-
tific.
2.2.2. Kompetentinés lagstelés

E. coli BL21 Star’(DE3) kamienas, kurio genotipas F~ ompT hsdSp rg mg gal dem
rnel31(DE3), naudotas baltymuy sintezei. Kamienas jsigytas iS Fisher Scientific.
2.2.3. Mitybinés terpés

o LB (Luria-Bertani) terpé: 25 g LB-Medium terpés misinio iStirpinama 1 1 dejonizuoto
vandens. Agarizuotai terpei papildomai pridedama 1,5 % agaro.

+ Autoinduktyvi ZYM-5052 terpé su Cu’" ir Zn?>" druskomis: 1 % (w/v) kazeino
hidrolizato, 0,5 % (w/v) mieliy ekstrakto, 25 mM Na,HPO,, 25 mM KH,PO,, 50 mM
NH,CI, 5 mM NaySO,, 2 mM MgSO,, 0,3 mM ZnSO, ir 0,3 mM CuSOy, 0,5 % glicerolio,
0,05 % gliukozeés, 0,2 % laktozeés.

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

2.2.4. 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 CH3COOH/CH3COONa, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH
3,8

D buferinis tirpalas: 100 mM CH3;COOH/CH3COONa, 50 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH
3,8

E buferinis tirpalas: 10 mM KH,PO,/K,HPO,, pH 74
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F buferinis tirpalas: 10 mM KH,PO,/K,HPO,, 0,5 M GuHCI, 5 mM DTT, pH 7,4

Buferiniy tirpalu pH koreguojamas HCl arba NaOH. Visi tirpalai (iSskyrus C, D, E) filt-
ruojami per 0,22 pm pory dydzio filtrg. GuHCI koncentracija buferiniame tirpale F nustatoma
tirpalo luzio rodiklj matuojant refraktometru, tuomet tirpalas praskiedziamas tiek, kad galutiné
GuHCI koncentracija buty 6 M.

2.3. Metodai

2.3.1. Plazmidinés DNR transformacija

1 100 pl atsildyty kompetentiniy lasteliy jdedama 1 pl plazmidines DNR; lastelés iSséjamos
Petri leksteléje ant agarizuotos LB terpés su 100 pg/ml ampicilino. Inkubuojama termostate
37 °C 16 val.

2.3.2. Lasteliy kulturos paruosimas Saldymui

Viena E. coli kolonija, uzaugusi po transformacijos, séjama j 30 ml skystos LB terpés.
Kultura auginama +37 °C temperaturos salygomis iki optinio tankio OTgog = 0,6. Lasteliy
suspensija sumaiSoma su 10 % DMSO, iSpilstoma ] mégintuvelius po 1 ml ir uzSaldoma esant

-80 °C temperaturai.

2.3.3. SOD1 baltymo sintezé

E. coli kultura auginama autoinduktyvioje ZYM-5052 terpéje (Studier, 2005) su 100 pg/ml
ampicilino. | autoklavuota terpe uzséjama 100 pl uzsaldytos lasteliy kulturos. Kultura augina-
ma purtykléje (37 °C, 220 aps./min) 16 val. Uzauginta kultura centrifuguojama 20 min 6000

aps./min grei¢iu +4 °C temperaturos salygomis. Lastelés plaunamos A buferiniu tirpalu.

2.3.4. Baltymy elektroforezé

Baltymy elektroforezé vykdoma denaturuojanciomis salygomis pagal U. K. Laemmli ap-
raSyta metodika (Laemmli, 1970). Baltymams atskirti naudojamas 12 % skiriamasis gelis.
Elektroforezé vykdoma esant 150 V jtampos ribai ir 30 mA srovei. Pasibaigus elektroforezei,

gelis dazomas ,,Ez-Run® geliy dazu bent kelias valandas, po to blukinamas distiliuotu vandeniu.

2.3.5. Baltymo gryninimas

Biomasé mechaniskai homogenizuojama A buferiniame tirpale. Gautas homogenatas 10 min
ardomas ultragarsu, 60 s trukmeés impulsais kas 60 s, naudojant VS70T antgalj, 70 % galia, meé-
ginj Saldant lede. Biomasé centrifuguojama 20 min 18 000 aps./min esant +4 °C temperaturai.
Supernatantas sumaiSomas su buferiniu tirpalu A nulygsvarintu ir Ni(IT) jonais pakrautu sor-
bentu. Sorbentas su supernatantu paliekami bent pusvalandziui +4 °C temperaturos salygomis

létai maisant.
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Sorbentas pakraunamas j chromatografine kolona, kuri prijungiama prie chromatografo.
3 ml/min grei¢iu leidziamas tirpalas A, kol iSsiplauna su sorbentu nesaveikaujantys baltymai.
Tuomet leidziamas 10 % laiptinis buferinio tirpalo B gradientas (50 mM imidazolo), iSplaunami
silpnai su sorbentu saveikaujantys baltymai. Laiptinis gradientas padidinamas iki 40 % (200
mM imidazolo), plaunamas tikslinis baltymas, surenkamos jo frakcijos.

Po chromatografinio gryninimo vykdoma dializé: surinktos tikslinio baltymo frakcijos su-
jungiamos j vieng ir per naktj dializuojamos tirpale C, po to — 3 valandas tirpale D. Sio etapo
dializes funkcija — gauti SOD1 apofermenta. Esant rugstiniam pH baltymas dalinai denaturuo-
jamas, todél netenka Cu?* ir Zn?* jony (juos prisijungia EDTA). Antras etapas — 3 valandy
trukmes 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 pym pory dydzio filtra ir koncentruojamas iki
5 mg/ml 10 000 Da pralaidumo koncentratoriais esant +4 °C temperaturai. ISgrynintas ir su-
koncentruotas baltymas iSpilstomas ir uzsaldomas -80 °C temperaturos salygomis iki tolimesnio

naudojimo.

2.3.6. Baltymo koncentracijos nustatymas

Baltymo koncentracija (mg/ml) nustatoma matuojant optinj tankj ties 280 nm ir skaic¢iuo-
jant pagal formule:
A-M
C= )
€301

(2)

kur A — optinis tankis ties 280 nm, M — baltymo molekuliné masé (16 868 Da SOD1 monomerui
ir 5 808 Da insulinui), &gy — ekstinkcijos koeficientas (5750 L- mol~'em ™! SOD1 monomerui ir

6335 L- mol~'em ™! insulinui), I — $viesos kelio ilgis.

2.3.7. Amiloidiniy fibriliy gamyba

SOD1 amiloidinés fibrilés gaminamos 200 pM baltymo monomero 3 paras laikant buferinia-
me tirpale F. Agregacijos buferinis tirpalas su baltymu ispilstomas j mégintuvélius ir purtomas
600 aps./min esant +60 °C temperaturai.

Agregacijos procesas stebimas naudojant amiloidinéms fibriléems specifinj daza tioflaving T,
kuris suzadinamas 440 nm banga, o emisija matuojama 460-520 nm bangy srityje. Méginiy su
50 nM tioflavino T fluorescencijos emisija matuojama mikroploksteliy skaitytuve arba realaus
laiko PGR aparate.

2.3.8. Agregacijos kinetikos tyrimai

SOD1 spontaninés agregacijos kinetika tiriama tirpale F naudojant 200 pM baltymo mono-
mero ir 50 pM ThT. Agregacijos su ,sekla“ kinetikai tirti dedama 190 pM baltymo ir 10 pM (5
%) suformuoty fibriliy, kurios pries pat tyrima ardomos ultragarsu 10 min 30 s impulsais kas

30 s esant 20 % MS72 antgalio galingumui.
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Insulino spontaniné agregacija stebima 100 mM natrio fosfatiniame buferiniame tirpale su
100 mM NaCl, kurio pH yra 2 arba 2,4 ir 20 % acto rugsties tirpale su 100 mM NaCl (ter-
pés pH 1,8). Pasveriamas reikiamas kiekis liofilizuoto zmogaus insulino; baltymas istirpinamas
buferiniame tirpale ir spektrofotometru pamatuojama jo koncentracija. Tada insulinas praskie-
dziamas iki reikiamos koncentracijos, pridedama metileno mélio ir 50 uM tioflavino T.

Abiejy baltymy agregacijos procesas stebimas 60 °C temperaturos salygomis matuojant ThT
fluorescencijos emisijos intensyvuma. ThT suzadinamas 440 nm banga, emisija matuojama ties

480 nm bangos ilgiu.

2.3.9. Fluorescenciniy dazy jungimo tyrimai

Inkubuojant su metileno méliu gauti SOD1 agregatai dializuojami 1 1 10 mM kalio fosfati-
niame buferiniame tirpale, kurio pH 7,4, tirpala keiciant 4 kartus kas 3—4 valandas. Pradinis
agregaty misinio turis 2 ml.

Tioflavino T jungimui patikrinti j 1 ml 10 mM kalio fosfatinj buferinj tirpala, pH 7,4 su 50
pM ThT jpilama 10 pl agregaty. Matuojama fluorescencijos emisija 450-600 nm bangy ruoze,
ThT suzadinant 440 nm ilgio banga.

Nilo raudonojo jungimui patikrinti j 1 ml 10 mM kalio fosfatinj buferinj tirpala, pH 7,4 su
10 M NR jpilama 50 pl agregaty, inkubuojama 15 min. Matuojama fluorescencijos emisija
550-800 nm bangy ruoze, NR suzadinant 530 nm ilgio banga.

Kongo raudonojo jungimui patikrinti j 1 ml 10 mM kalio fosfatinj buferinj tirpala, pH 7,4
su 10 pM CR jpilama 10 pl agregaty, inkubuojama 15 min. Matuojama absorbcija 400-700 nm

bangy ruoze, naudojama kiuvete, kurios sviesos kelio ilgis yra 1 cm.

2.3.10. Infraraudonyjy spinduliy spektroskopija

Paruostos SOD1 fibrilés 20 min centrifuguojamos 14 000 aps./min grei¢iu, nupilamas su-
pernatantas. Ant fibriliy uzpilama 1 ml D,O; vél centrifuguojama; supernatantas nupilamas.
Plovimo sunkiu vandeniu zingsniai kartojami 4-5 kartus. Nupylus supernatanta po paskutinio
plovimo, fibrilés resuspenduojamos 300 pl sunkaus vandens. Agregatai pries matavima 1 min
ardomi ultragarsu, MS72 antgaliu, esant 20 % galiai. 30 pl suardyty fibriliy patalpinama j
cele tarp dviejy CaF, stikly. FTIR spektrometru matuojamas IR spinduliy sugerties spekt-
ras. Apdorojant duomenis, i fibriliy spektro atimamas sunkaus vandens spektras, duomenys

normalizuojami pagal plota.

2.3.11. Tyrimai su mikrodializés celémis

Vieng mikrodializeés cele sudaro dvi 1 ml turio ertmeés, perskirtos 8 kDa laidumo regeneruotos
celiuliozés membrana (2.1b pav.). Pries eksperimentg surenkamas dializés celiy korpusas, tarp
ertmiy jdedant sudrékintg membrang. Atliekant metileno mélio jungimosi prie baltymo ir
fibriliy tyrima, j vieng ertme pilamas 10 ptM metileno mélio tirpalas, j kitg — 50 uM baltymo

arba fibriliy tirpalas (prie$ tyrima fibrilés ardomos ultragarsu). Celés uzsukamos varztais ir
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paliekamos 24 val. pusiausvyrai nusistovéti. Eksperimento metu vyksta metileno meélio difuzija
per membrang j cele su baltymu/fibrilémis, kur junginys jungiasi su $iomis makromolekulémis.
Baltymo ir fibriliy difuzija per membrana nevyksta, nes jie yra didesni uz membranos poras.

Kiekvienam matavimui atliekama po 3 nepriklausomus pakartojimus.

Celé su MM Celé su baltymu
® ®
-)\% =
|
R
- @
e ® ®
R ®
(a) Mikrodializés celiy nuotrauka (b) Celés veikimo principas

2.1 pav. Mikrodializés celés

Nusistovejus pusiausvyrai, spektrofotometru iSmatuojama kiekvienos celés turinio optiné
sugertis 400-800 nm banguy ruoze. Pagal Sviesos adityvumo deésnj iS sugerties spektry galima

apskai¢iuoti prie fibriliu/baltymo prisijungusio metileno mélio spektra (3 lygtis):
A=B+C+D+E, (3)

kur A — iSmatuota tirpalo sugertis, B — fibriliy/baltymo sugertis, C — laisvo MM sugertis, D —
prisijungusio MM sugertis, E — buferinio tirpalo sugertis. Baltymo sugertis iSmatuojama pries
tyrima; laisvo metileno mélio ir buferinio tirpalo suminé sugertis lygi sugerciai tirpalo, esancio
kitoje dializés celés ertméje be baltymo ir fibriliy. Pries eksperimentg iSmatuotas fibriliy su-
gerties spektras skai¢iavimams nenaudojamas, nes kol nusistovi pusiausvyra dializeés celéje (24
val.), ultragarsu ardytos fibrilés sukimba j gabalus, be to, patiriami nuostoliai perkeliant fibriles
is meégintuveélio/j dializés cele/i matavimo kiuvete — dél Siy priezasciy fibriliy sugerties spektro
pries ir po eksperimento intensyvumas néra toks pats. Kadangi fibrilés yra mikrometry eilés
dydzio dalelés ir stipriai sklaido Sviesa, spektrofotometru stebima sugertis visame matuojama-
me 400-800 nm bangy ruoze. Todél norint apskaiciuoti prie fibriliy prisijungusio metileno mélio
spektra, i$ iSmatuoto spektro atimama laisvo metileno mélio ir buferinio tirpalo sugertis, tada
iSvedama baziné linija, ji atimama ir gaunamas prie fibriliy prisijungusio metileno mélio spekt-
ras. Metileno mélio koncentracija skai¢iuojama naudojant ekstinkcijos koeficienta €g56 = 73230

L- mol~lem—!.

2.3.12. Atominés jégos mikroskopija

30 pl méginio uznesama ant zérucio disko; po 2 min diskas nuplaunamas vandens srove ir
isdziovinamas. Mikroskopija atliekama virpancio zondo rezimu, 300 kHz dazniu. Skanavimo
greitis — 0,5—1 Hz, plotas — 5 pm, skanavimo kokybé — 1024 x 1024 tasky. AFM nuotraukos
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apdorojamos NanoScope Analysis 1.9 programa.

2.3.13. Duomeny apdorojimas

Agregacijos kinetikos duomenys apdorojami naudojant Ms Excel ir Origin 2016 programine

jiranga. Kinetikos kreivés gluodinamos sigmoidine Hilo lygtimi (4 lygtis, 2.2 pav.):

xn

n n’
T+

y=a+(b—a) (4)
kur y — fluorescencijos emisijos intensyvumas laiko momentu x, a — pradinis fluorescencijos emi-
sijos intensyvumas, b — galutinis fluorescencijos emisijos intensyvumas, n — Hilo koeficientas
(kreiveés islenktumo rodiklis), 1 /2 — agregacijos puslaikis (laiko momentas, kai miSinyje suag-
regave pusé baltymo). t;,, — lag fazés trukmeé; ji apskaiciuojama randant tiesily, einanciy per

bazine linija ir eksponentinio augimo dalj, susikirtimo taska.

/C

ThT fluorescencijos intensyvumas

t=0 E D

tg Tiz laikas

2.2 pav. Sigmoidinés kreivés grafikas

Eksperimentiniai duomenys normalizuojami pagal lygtj:

I—1
Inorm = Ibf;a : 100, (5)

kur Lo, — normalizuoto ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo jvertis, I — iSmatuotas flu-
orescencijos emisijos intensyvumas, I, ir I, — pradiné ir galutiné fluorescencijos emisijos inten-
syvumy vertes.

Fibriliy elongacijos greitis skaic¢iuojamas sigmoidés eksponentinio augimo dalj gluodinant

tiesés lygtimi:
y=ax+b, (6)

kur y — fluorescencijos signalo intensyvumas laiko momentu x, a — tiesés krypties koeficientas

(elongacijos greitis), b — taskas, kuriame tiesé kerta y asj.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Baltymo gryninimas

Tyrimams naudojamas rekombinantinis SOD1 baltymas, sintetintas E. coli BL.21 Star (DE3)
kamiene. Tikslinio baltymo geno seka sulieta su 6 histidiny uodega, todél gryninimas atlieka-
mas nikelio jony giminingumo chromatografijos metodu. Gryninimo rezultatai pateikti 3.1 pav.
Pirmiausia laiptiniu 50 mM imidazolo gradientu isSplaunami su sorbentu silpnai saveikaujantys
baltymai; tikslinio baltymo eliucija vykdoma esant 200 mM imidazolo gradientui. Surinktos
1-3 frakcijos (3.1 pav.) dializuojamos buferiniame tirpale su EDTA siekiant gauti apoSOD1 be
metaly jony. Baltymo grynumas vertinamas naudojant NDS-PAGE elektroforezés metoda (3.1
pav. desingje). IS 1 g biomasés iSgryninama vidutiniskai 16,6 + 1,1 mg SOD1 baltymo; is viso

darbo metu iSgryninta 1207 mg baltymo.

UV sugertis, mAU
Imidazolo konc., mM

1 17 kDa ——
500

1 ¥ 1 ¥ 1 T 1 v 1 ¥ |I‘| I2' l:?'II4. !5 II
25 50 75 100 125 150 175 200
V, ml

3.1 pav. SODI1 gryninimas nikelio jony giminingumo chromatografija. Kairéje — chromatog-
rama, desinéje — NDS-PAGE gelio nuotrauka po gryninimo. M — molekulinés masés zymuo, 1
— 1-3 sujungtos frakcijos pries dialize, 2 — po dializés ir filtravimo

3.2. Metileno mélio jtaka SOD1 agregacijos kinetikai

Paprasciausias budas patikrinti, ar potencialus slopiklis veikia tiriamo baltymo agregaci-
ja, yra agregacijos kinetikos stebéjimas fluorescencinés spektroskopijos pagalba. Naudojant §j
metoda galima aukstu nasumu patikrinti tiriamy aplinkos salygu (Siuo atveju slopiklio) jta-
ka baltymo agregacijos greiciui; amiloidiniams agregatams detektuoti naudotas fluorescencinis
dazas tioflavinas T. Agreguojant baltyma periodiskai matuojamas tioflavino T fluorescencijos

emisijos intensyvumas, kuris priklauso nuo tarpmolekuliniy 8 klosé¢iy kiekio.
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3.2.1. Metileno mélio jtaka SOD1 spontaninei agregacijai

Spontaninés baltymo agregacijos eksperimentas — eksperimentas, kurio metu matuojamas
savaiminis agregaty susidarymas tam tikromis aplinkos salygomis. Tokio tipo eksperimentais
modeliuojamos savaime atsirandancios neurodegeneracinés ligos — atvejai, kai amiloidiniai ag-
regatai organizme susidaro ne dél baltyminio uzkrato, o dél kity aplinkos veiksniy. Spontaninés
SOD1 agregacijos su metileno méliu kinetikos rezultatai pateikti 3.2 pav. Metileno mélio jtaka
SOD1 spontaninei agregacijai tirta naudojant 3 skirtingas baltymo koncentracijas — 150, 200 ir
250 pM. SOD1 agreguoja létai lyginant su kitais amiloidiniais baltymais, todél jo koncentracijos
pasirinktos tokios, kad pilna agregacija jvyktu per 60 valandy.

Tyrimo metu nustatyta, jog metileno meélis slopina SOD1 spontanine agregacija, slopinimo
efektyvumas stipréja didéjant junginio koncentracijai. Tai matoma i$ ilgesnés lag laiko (laiko
nuo agregacijos pradzios iki eksponentinio kilimo pradzios) trukmeés (pvz. 18 h ir 25 h esant 0
pM ir 5 pM metileno mélio atitinkamai, 3.2b pav.) ir gulstesnés eksponentinio augimo kreives
dalies. Atitinkamai didéjant metileno mélio koncentracijai, ilgeja agregacijos puslaikis (laikas,
per kurj pasiekiama pusé didZiausios fluorescencijos emisijos signalo vertes) ir tai priklauso nuo
junginio koncentracijos (3.2d pav.). Kadangi metileno mélis ilgina baltymo agregacijos laika
ir ne visuose méginiuose per stebima laika (3 paras) pasiekiamas ThT signalo jsisotinimas, ne

visomis salygomis atliktiems eksperimentams buvo galima apskaic¢iuoti agregacijos puslaikius.
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3.2 pav. Spontaninés SOD1 agregacijos su metileno méliu 10 mM kalio fosfatiniame buferyje,
esant 0,5 M GuHCI ir 5 mM DTT, kinetikos kreivés. Standartinés paklaidos apskaic¢iuotos is

3-6 pakartojimy
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Atliekant eksperimenta buvo grieztai kontroliuojamos pradinés salygos (agregacijos misSinys
gerai iSmaiSomas, pilstomas greitai, nepaliekama oro burbuly, 96 Suliniy plokstelé uzklijuojama
permatoma plévele siekiant isvengti meéginio garavimo), taciau kinetikos kreivés tarp techni-
niy pakartojimy ne visuomet panasios. Sig problema pastebéjo ir kitos mokslininky grupeés
(Abdolvahabi et al., 2016). Manoma, kad §is reiskinys susijes su agregacijos atsitiktinumu
ir konkuruojanciais agregacijos i fibriles ir amorfinius agregatus keliais. Taip pat pastebima,
kad kuo didesné baltymo koncentracija, tuo geresnis rezultaty atsikartojamumas. Didesnés nei
15 1M metileno mélio koncentracijos kinetikos tyrimams nenaudotos, nes esant aukstesnéms
junginio koncentracijoms stipriai slopinamas ThT fluorescencijos intensyvumas ir dél mazo
signalo-triuksmo santykio tokiy rezultaty negalima tinkamai jvertinti.

Suagregavus SOD1 baltyma su slopikliu, atlikta agregaty morfologijos analizé atominés
jégos mikroskopu (3.3 pav.). Tirpale nesant metileno mélio, gaunami iki keliy pm ilgio fibriliniai
agregatai (3.3 pav. desinéje); tuo tarpu tirpale esant 400 pM junginio, miSinyje randami tik
protofilamentai ir mazi, apvalus dariniai, kurie nestiprina ThT fluorescencijos intensyvumo (3.3

pav. kairéje).

3.3 pav. Agregatai, gauti spontaniskai agreguojant SOD1 su 400 pM MM (kair¢je) ir be jo
(desinéje)

Norint istirti 3.3 pav. kairéje matomy agregaty spektroskopines savybes, buvo atliktas toks
eksperimentas: baltymas agreguotas su metileno méliu koncentracijy santykiu 200:400 uM, o
gauti agregatai dializuoti 10 mM kalio fosfatiniame buferiniame tirpale, siekiant pasalinti tirpale
esant] metileno meélj. Junginio pasalinimas butinas, nes esant tokiai didelei jo koncentracijai
slopinama tyrimui naudoty dazy tioflavino T ir Nilo raudonojo fluorescencija, o metileno mélio
sugerties spektras persidengia su Kongo raudonojo dazo sugerties spektru.

Is 3.4 pav. pateikty rezultaty matoma, kad amiloidiniai agregatai — fibrilés — jungia vi-
sus tris tyrime naudotus amiloidiniy dariniy detekcijai naudojamus dazus — tioflaving T, Nilo
raudonajj ir Kongo raudongjj. Tioflavino T jungimas matomas i$ dazo fluorescencijos emisijos
intensyvumo padidéjimo keliasdesimt karty, tirpale esant fibrilems (3.4a pav.); emisijos maksi-
mumas pasiekiamas ties 490 nm bangos ilgiu. Tuo tarpu su metileno meliu inkubuoto baltymo
agregatai dazo nejungia — tai matoma is tokio pat fluorescencijos emisijos intensyvumo dazo
misinyje su agregatais ir buferiniame tirpale. Fibrilés jungia ir Nilo raudonajj daza; tai mato-

ma i$ didesnio fluorescencijos intensyvumo ir bangos ilgio, ties kuriuo pasiekiamas intensyvumo
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maksimumas, hipsochrominio poslinkio (3.4b pav.). Tuo tarpu su metileno méliu gauty agre-
gaty buvimas Nilo raudonojo spektroskopiniy savybiy beveik nekeic¢ia. Fibriléms prisijungus
Kongo raudongjj daza, stebimas dazo sugerties spektro pokytis: didziausio intensyvumo smailé
pasislenka nuo 480 nm iki 500 nm ir atsiranda petys ties 540 nm (3.4c pav.). Tuo tarpu su
MM gauty agregaty ir dazo spektras beveik toks pats, kaip dazo buferiniame tirpale. Remian-
tis Siais rezultatais teigiama, kad baltymo agregaty, gauty inkubuojant ji su metileno méliu,
pavirSius yra kitoks, nei amiloidiniy fibriliy. Jame néra tioflavinui T pasiekiamy B klosc¢iy ir

atviry hidrofobiniy sric¢iy, prie kuriy jungiasi Nilo raudonasis ir Kongo raudonasis dazai.
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(a) Tioflavino T fluorescenci- (b) Nilo raudonojo fluorescen- (c¢) Kongo raudonojo sugerties
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3.4 pav. Veikiant 400 ptM metileno mélio gauty agregaty gebéjimas jungti amiloidy detekcijai
naudojamus dazus

3.2.2. Metileno meélio jtaka SOD1 agregacijai su ,,sékla”

Atliktas SOD1 agregacijos greic¢io priklausomybés nuo baltymo ir metileno mélio koncent-
racijos tyrimas, naudojant 5 % ,séklos®. ,Sékla“ vadinami agregatai, kuriy pridedama j pradinj
baltymo tirpala, siekiant inicijuoti elongacijos (eksponentinio augimo) procesa ir pagreitinti
agregacija. Tokios salygos laikomos pazengusios ligos modeliu in wvitro, kai tam tikroje or-
ganizmo vietoje susidare agregatai plinta nervy sistemoje ir privercia agreguoti likusj laisva
baltyma. Toks eksperimentas taip pat atlieckamas siekiant imituoti baltyminio uzkrato sukelty
neurodegeneraciniy ligy vystymasi.

Pastebéta, kad daznai junginiai, puikiai slopinantys spontanine baltymo agregacija, nesuge-
ba daryti jtakos ,sékla“ inicijuotai agregacijai. Ligos kontekste tai reiskia, kad tokiy junginiy
pagrindu pagaminti vaistai nesugebés iSgydyti ligos esant pazengusiai stadijai. Tokiy tyrimy
(kai tikrinamas potencialaus vaisto poveikis fibriliy elongacijai) literaturoje aprasyta nedaug —
grei¢iausiai dél to, kad dauguma tiriamy junginiy tiesiog nerodo laukiamo agregacija slopinan-
¢io efekto Siomis sglygomis. Kalbant apie agregacijos mechanizmg, ,séklos“ pridéjimas leidzia
stebéti aplinkos salygu jtaka iSimtinai fibriliy elongacijai ir antriniams procesams (fragmenta-
cijai ir antrinei nukleacijai), mat Sie procesai vyksta gerokai grei¢iau nei pirminé nukleacija.
Fragmentacijos procesas Siuose tyrimuose laikomas nereiksmingu (turiné¢iu per maza indélj ag-
regacijos greiciui), nes kinetikos matavimai atliekami be purtymo, tokiu budu mazinant fibriliy
luzinéjimo tikimybe.

Is 3.5 pav. pateikty rezultaty matoma, kad metileno mélis ne tik slopina tioflavino T fluo-

rescencijos intensyvuma (kaip ir spontaninés agregacijos atveju), bet ir is esmeés keicia kinetikos
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3.5 pav. SODI1 agregacijos su ,sékla” ir metileno méliu 10 mM kalio fosfatiniame buferyje
kinetikos kreives, esant 5 % ,seklos”, 0,5 M GuHCI ir 5 mM DTT

kreiviy forma (jos tampa ,kalneliy” pavidalo). Visomis tirtomis salygomis junginio poveikis pa-
nasus; kuo didesné baltymo koncentracija, tuo daugiau junginio reikia, kad atsirasty ,.kalneliy”
pavidalo kreivés (efektas tampa matomas, kai junginio:slopiklio santykis yra 1:1). Fluorescenci-
jos intensyvumo kilimas kreiviy pradzioje rodo agregaty koncentracijos didéjima. Po jo sekantis
kritimas veda prie tokiy svarstymw: arba agregaty ir B klosciy kiekis i tiesy mazéja (jungi-
nys ardo ,sékla” ir neleidzia susidaryti naujoms fibrilems), arba agregatai nebejungia tioflavino
T. Savo ruoztu tioflavino T jie gali nejungti dél keleto priezas¢iy: arba agregatai praranda f3
klostyta struktura, arba fiziskai blokuojamas ju pavirsius ir dazas nebegali prisijungti.

Siekiant suzinoti, ar pakinta agregaty morfologija misinyje esant metileno mélio, atliekama
ju vizualizacija AFM pagalba. 3.6 pav. kair¢je matoma daug mazy agregaty su pavienémis
fibrilémis; tuo tarpu kontroliniame misinyje po agregacijos dominuoja fibrilés. IS Siy rezultaty
sprendziama, jog fluorescencijos intensyvumo kritimas kinetikos kreivése yra susijes su pakitusiu
agregacijos mechanizmu, o ne vien fiziniu dazo apribojimu patekti ant fibriliy pavirsiaus, nes
priesingu atveju misinyje dominuoty fibrilés.

Taip pat patikrintas Siuo budu (naudojant ,sékla” ir metileno mélj) gauty agregaty ge-
béjimas jungti amiloidy detekcijai naudojamus dazus. Kaip ir spontaninés agregacijos budu
inkubuojant su metileno méliu gauti agregatai, taip ir Sie dariniai taip pat nejungia amilo-
idinéms strukturoms specifiniy dazy (3.7 pav.). ThT, NR ir CR dazy, esanciy miSinyje su
agregatais, signalai lygus ThT buferiniame tirpale signalui (3.7a pav.), Nilo raudonojo signa-
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3.6 pav. Agregatai, gauti agreguojant SOD1 su ,sékla” (5 %) ir su (kairéje) ir be (desinéje)
400 pM metileno melio

lui (3.7b pav.) ir Kongo raudonojo signalui (3.7c pav.) atitinkamai. I$ Siy rezultaty daroma
isvada, kad metileno meélio poveikis yra greitesnis nei elongacijos ir negrjztamas per stebima
laika (3.6 pav. kairéje matomi agregatai islaiko savo morfologija ir pavirSiaus savybes bent dvi
dienas po susidarymo). Tai, kad junginys sugeba daryti poveikj grei¢iau negu vyksta fibriliy
elongacija (esant junginio:slopiklio santykiui bent 1:1) ir tai vyksta esant gerokai didesnei bal-
tymo koncentracijai nei fiziologiné, yra itin laukiami pozymiai ieSkant vaisty, kuriais siekiama
daryti jtaka agregacijos mechanizmui.
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3.7 pav. Veikiant 400 ptM metileno mélio ir ,sékla” gauty agregaty gebéjimas jungti amiloidy
detekcijai naudojamus dazus

Siekiant detaliau nustatyti metileno mélio jtakg SOD1 agregacijos procesui, atliekami toliau

aprasyti eksperimentai.

3.2.3. Metileno mélio gebéjimo ardyti fibriles nustatymas

Literaturoje minima, kad metileno mélis geba isardyti T baltymo fibriles (Wischik et al.,
2018). Norint patikrinti hipoteze, ar metileno meélis turi tokj patj poveikj SOD1 fibriléms (tai
paaiskinty fluorescencijos intensyvumo kritimg 3.5 pav. grafikuose — jei fibriles buty ardo-
mos, ju kiekis mazéty, buty maziau prisijungusio tioflavino T ir fluorescencijos intensyvumas
buty mazesnis), atliktas toks eksperimentas: SOD1 fibrilés 3 paras inkubuotos su junginiu
koncentracijy santykiu 1:2 esant 60 °C temperaturai, tokiomis paciomis salygomis, kokiomis
buvo atliekami 3.2.2 skyriuje aprasyti eksperimentai. Po inkubacijos gauti agregatai vizuali-

zuoti AFM pagalba. 3.8a pav. nuotraukoje matoma, jog po inkubacijos misinyje yra fibriliy,
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tad daroma isvada, kad metileno mélis per tirta laiko tarpg juy neisardo. Pastebétina, kad jos
buvo itin linkusios susokti i didelius darinius tarpusavyje, tad sunku buvo rasti méginio vieta,
kurioje dar buty matomos pavieneés fibrilés. Tai yra tipinis tokios sistemos (agregatu misSinio)

elgesys, nes hidrofobinj pavirsiy turinc¢ios fibrilés yra itin linkusios sukibti viena su kita.

1624

Fibrilés,
inkubuotos
su MM
Fibrilés
Baltymas

1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600

Bangos skaicius, cm”

(a) Su MM inkubuoty fibriliy AFM nuo- (b) SOD1 fibriliy ir baltymo FTIR
trauka spektrai

3.8 pav. Su metileno méliu inkubuoty fibriliy morfologija ir antriné struktura

Siekiant suzinoti, ar metileno mélis nedaro jtakos fibriliy antrinei strukturai, atlikti Furjée
transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos tyrimai. Baltymy antrinés strukturos
tyrimuose naudojama IR spinduliy sugertis amido I regione (1595 — 1700 cm™!); Siuos spin-
dulius sugeria C=0 grupés rysiai. Skirtingo bangos ilgio sugertj lemia skirtinga C=0 grupeés
aplinka susidarant skirtingo stiprumo vandeniliniams rySiams. IS 3.8b pav. duomeny mato-
ma, kad tiek baltymo, tiek fibriliy maksimalios sugerties smailés patenka j B klostéms budinga
1640-1620 cm ™! sugerties ruoza (Hiramatsu and Kitagawa, 2005). Fibriliy 8 klostéms biidinga
sugertis ties 1624 cm™!, tuo tarpu B statine turintis SOD1 baltymas pasizymi didZiausia suger-
timi ties 1633 cm~!. Fibriliniy B klos¢iy sugerties maksimumo poslinkis link maZesnio bangos
ilgio spinduliy atitinka literatuiroje aprasoma; tai siejama su didesniu f klosciy kiekiu fibrilése
lyginant su natyviu baltymu (Barth, 2007). Fibrilems taip pat budingas linkio motyvas ties
1667 cm™~!. Lyginant su metileno méliu inkubuoty ir neinkubuoty fibriliy spektrus, matomas
nedidelis smailiy ties 1633 cm™! ir 1624 cm™! intensyvumy skirtumas B klostéms biidingame
ruoze (1640-1620 cm~!). Su junginiu inkubuotos fibrilés islaiko tvirta B klostyta struktiira,
kurios dalis vandeniliniy rysiy persitvarko j silpnesnius. Apibendrinus FTIR ir AFM eksperi-
menty duomenis daroma isvada, kad agreguojant SOD1 baltyma susidaro B klostyta struktura
turincios fibrilés ir metileno mélis jy neardo.

Atliekant amiloidy detekcijai naudojamy dazy jungimo tyrimg patikrinta anksciau iskelta
hipoteze, ar metileno mélis fiziskai trukdo agregacijos kinetikai stebéti naudotam tioflavinui T
jungtis prie fibriliy pavirsiaus. IS 3.9a pav. pateikto grafiko matoma, kad fibrilés, inkubuotos
su metileno méliu, nejungia ThT (signalas lygus dazo buferiniame tirpale signalui). Jos taip
pat nejungia ir Nilo raudonojo ir Kongo raudonojo dazy (3.9b ir 3.9¢ pav. atitinkamai). IS Siy

rezultaty daroma isvada, kad metileno melis ir tirti dazai konkuruoja dél ty paciy prisijungimo
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3.9 pav. Fibriliy, inkubuoty su 400 ptM metileno mélio gebéjimas jungti amiloidy detekcijai
naudojamus dazus

viety ant fibriliy pavirsiaus.

Apibendrinus Sio tyrimo rezultatus ir 3.5 pav. pateiktas ,kalneliy” pavidalo kinetikos krei-
ves, daroma isvada, kad ThT signalo kritimas kreivése susijes su metileno mélio ir detekcijai
naudoto dazo konkurencija dél ty paciy prisijungimo viety. Ko gero, tioflavinas T prie fibriliy
jungiasi greiciau (todél matomas jo fluorescencijos intensyvumo didéjimas laike), taciau fibriliy-
metileno mélio kompleksas yra stabilesnis (ThT intensyvumas laike krenta, tai rodo, kad ThT

iSstumiamas i$ prisijungimo vietu) ir fibrilés galiausiai lieka prisijungusios metileno meélj.

3.3. Metileno meélio jungimasis prie SOD1 monomero ir fibriliy

Zinant metileno mélio poveiki SOD1 agregacijos kinetikai (3.2.1, 3.2.2 skyreliai), buvo siekia-
ma nustatyti, prie kuriy agregacijos kelyje dalyvaujanciu daleliy (baltymo monomero, tarpiniy
oligomery, fibriliy) tiesiogiai jungiasi metileno melis. Oligomerai yra tarpinés nestabilios bal-
tymo agregacijos formos, jiems izoliuoti ir charakterizuoti vis dar truksta metodu (Breydo and
Uversky, 2015). Dél sios priezasties Siame tyrime matuojamas tik metileno mélio jungimasis
prie stabiliy daleliy — SOD1 apofermento ir Sio baltymo fibriliy.

Tyrimas atliekamas naudojant mikrodializés cele (2.3.11 skyrelis). 3.10a pav. pateikti
neapdoroti eksperimento duomenys. Zalia kreive atitinka SOD1 baltymo tirpalo sugerti 400
800 nm bangy ruoze pries dialize; tuo tarpu raudona kreive atitinka baltymo tirpalo sugertj po
metileno mélio dializés  baltymo tirpalg. Siame spektre matomas padidéjes $viesos sugerties
intensyvumas ties 610 ir 664 nm bangos ilgiais, kuris atsiranda dél metileno mélio difuzijos per
membrang j celés puse, kurioje yra baltymas. Mélyna kreive — SOD1 fibriliy sugerties spektras
pries dialize. Spektre stebima stipri sugertis visame matuojamame bangy ruoze del fibriliy
sukeltos sviesos sklaidos. Geltona kreivé atitinka fibriliy sugertj po dializés; matomas dviejy
smailiy atsiradimas dél j fibriliy puse dializés celéje difundavusio metileno mélio. Po dializés
metileno meélio puseéje likusio metileno mélio spektras vaizduojamas violetine kreive; matomos
tipinés junginio sugerties smailés ties 610 ir 664 nm.

Skirtuminiai sugerties spektrai pateikti 3.10b pav. Fibriliy skirtuminiame sugerties spektre
(zalia kreivé) matomos dvi smailés, atitinkancios fibriliy prijungto metileno mélio sugertj. Is

siy duomeny pagal Bugero-Lamberto-Bero deésnj apskaic¢iuota, kad 50 pM fibriliy prisijungia
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tojimy

3.10 pav. Metileno mélio jungimasis prie SOD1 baltymo ir fibriliy

1,56 £ 0,08 pM metileno mélio, tirpale esant 4,65 £ 0,06 pM laisvo MM. Tuo tarpu baltymo
skirtuminis sugerties spektras (mélyna kreivé) metileno méliui budingy smailiy neturi; i$ to

daroma isvada, kad SOD1 apofermentas metileno mélio nejungia.

3.4. Agregaty gebéjimo jungti SOD1 baltymo monomerus tyrimas

Atliekant tyrimg buvo tikrinamas agregaty, gauty 3.2.1, 3.2.2 ir 3.2.3 skyriuose aprasy-
tais metodais, gebéjimas priversti agreguoti SOD1 baltyma (savireplikuotis). Tyrimo schema
pateikta 3.11 pav. Trumpai, baltymas buvo agreguojamas su 400 pM metileno mélio (balty-
mas:junginys santykiu 1:2) gaunant A tipo agregatus; baltymas agreguojamas su 5 % fibriliy ir
400 pM metileno mélio (taip pat santykiu 1:2) (B agregatai) ir ruosiamos fibrilés, inkubuotos
su metileno meéliu (fibrilés:junginys santykiu 1:2) (C agregatai). A, B ir C tipo agregatai nau-
dojami kaip ,sékla” SOD1 agregacijai inicijuoti stacionariomis salygomis — nepurtant meéginio,
kad didziausig indélj agregacijos procesui turéty fibriliy elongacija. Tokio tipo eksperimentai
leidzia jvertinti tiriamy agregaty gebéjimg inicijuoti baltymo fibrilizacija iSvengiant ilgos nukle-
acijos fazés. Kontroliniu eksperimentu Siuose tyrimuose laikoma fibrilémis inicijuota baltymo

agregacija.

3.4.1. A tipo agregaty veikimas

Eksperimento rezultatai pateikti 3.12 pav. Su 400 pM metileno mélio agreguotas baltymas
nesugeba inicijuoti elongacijos; matavimo metu ThT fluorescencijos intensyvumas buvo lygus
bazinei linijai. Per matavimo laika (1000 min) fibrilizacijai inicijuoti neuzteko nei 1 %, nei
5 %, nei 10 % ,séklos”, kai tuo tarpu kontrolinis baltymo misinys su fibriléemis suagreguoja
per 400-700 min (3.12 pav. zalia, mélyna ir oranziné kreivés). Kad méginiuose po agregacijos
dominuoja nefibriliniai agregatai, jrodo ir 3.13 pav. AFM nuotraukos. 3.13 pav. kairéje matyti
protofilamentai ir smulkus, apvalus oligomerai, kurie gali buti i§ SOD1 monomery susidare

agregatai nukleacijos fazés metu. Taip pat gali buti ir agregatai, naudoti kaip ,s¢kla” (jie labai
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Agregatai naudojami kaip ,,sékla“

Sponta.nlne SO-D.l ForcERts Fibriles inkubuojamos su metileno meliu (C)
su metileno méliu (A)
Spontaniné SOD1 agregacija

i i (gaunamos fibrilés)

Fibrilés naudojamos kaip ,,sé€kla“,
agreguojamos su baltymu
ir metileno méliu (B)

Gauti agregatai naudojami kaip ,,sékla“

3.11 pav. Agregaty savireplikacijos savybiy tyrimo schema

panasus i 3.3 pav. kair¢je nuotraukoje matomus agregatus). IS Sio eksperimento rezultaty
aisku, kad A tipo agregatai yra prastas Sablonas fibriliy elongacijai inicijuoti. Per tyrimo laika
jie taip pat nepasizymeéjo savybe didéti; jei tai buty jvyke, 3.13 pav. buty matoma bent keletas
didesniy dariniy.

100+

A'A

80

® 1% kontrolé
® 5 % kontrolé
® 10 % kontrolé
1 % agregaty
® 5% agregaty
® 10 % agregaty

60

40-

Normalizuotas ThT
fluorescencijos intensyvumas, s

20

0 200 400 600 800 1000

t, min
3.12 pav. A tipo agregaty inicijuotos SOD1 agregacijos kinetikos kreives. Kiekvienai salygai
atlikta po 3 pakartojimus

3.4.2. B tipo agregaty veikimas

Eksperimentas atliktas norint patikrinti, kaip agregatai, kuriy formavimosi kinetikos kreivé
yra ,kalneliy” pavidalo (3.5 pav.), geba inicijuoti SOD1 monomero agregacija. IS 3.14 pav.
pateikto grafiko matyti, jog Sie agregatai silpnai inicijuoja SOD1 fibrilizacija — apie tai rodo ne-
didelis ThT fluorescencijos intensyvumo kilimas méginiuose su 1 % ir 5 % ,,séklos”. Tik meéginio
su b % ,seklos” kinetikos matavimo kreivéje matomas létas eksponentinis augimas. Siame mé-
ginyje po agregacijos rasta fibriliy ir kitokio tipo apvaliy agregatu (3.15 pav. kairéje). Silpnas
fluorescencijos intensyvumo padidéjimas siejamas su nuotraukoje matomy fibriliy susidarymu.

Taciau fibrilizacijos pobudis visuose trijuose méginiuose skiriasi (esant 1 % ,séklos”, stebimas
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3.13 pav. A tipo agregatais (kairéje) ir fibrilémis (desinéje) inicijuoty agregaty AFM nuotrau-
kos

letas ThT daza jungianciy agregaty susidarymas, esant 5 % — greitesnis, o esant 10 % signalas
lygus bazinei linijai) ir nepriklauso nuo pridéty agregaty koncentracijos. Daroma iSvada, kad
fibriliy ilgéjimas vyko dél j méginius atsitiktinai pakliuvusiy fibriliy ,,séklos” misinyje (kadangi
»seéklos” gavimui buvo naudotos fibrilés). Atsitiktinis fibriliy patekimas j méginius jmanomas,
nes jos yra pakankamai didelés dalelés, nebutinai tolygiai pasiskirsciusios tirpale. Ruosiant
meéginius ,sékla” skiedziama iki 100 karty, tad nebutinai j visus agregacijos misinius patenka
vienodas agregaty kiekis. Tuo tarpu agregacijai inicijuoti pakanka labai nedidelio fibriliy kie-
kio (procento dalies, skai¢iuojant pagal bendra baltymo monomery kiekij), kad buty stebima
elongacija ir ThT signalo sustipréjimas.

-

(=

o
1

V.

o]
o
|

1 % kontrolé
5 % kontrolé
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3.14 pav. B tipo agregaty inicijuotos SOD1 agregacijos kinetikos kreives. Kiekvienai salygai
atlikta po 3 pakartojimus

Miginyje po agregacijos buvo rasta mazai agregaty (3.15 pav. kairéje). Salia fibriliy matomi
ir apvalus kitokio tipo agregatai. Fibrilés galéjo atsirasti dél atsitiktinai su ,,seékla” pakliuvusiy
fibriliy, o apvalus agregatai greiciausiai yra nukleacijos fazés metu susidare oligomerai.

B tipo agregatai nesugebéjo inicijuoti elongacijos taip pat efektyviai, kaip ir fibrilés. Daroma
isvada, kad baltymg veikiant metileno méliu, net ir esant fibriléms, susidaro ilgéti negalintys

agregatai.
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3.15 pav. B tipo agregatais (kairéje) ir fibrilemis (desinéje) inicijuoty agregatu AFM nuotrau-
kos

3.4.3. C tipo agregaty veikimas

Patikrintas ir su metileno méliu inkubuoty fibriliy (3.2.3 skyrius) sugebéjimas inicijuoti
SOD1 agregacija. IS 3.16a pav. grafiko matyti, kad su junginiu inkubuotos fibriles SOD1
elongacija inicijuoja taip pat gerai kaip neinkubuotos visomis eksperimento atlikimo salygomis
(naudojant 1 %, 5 % ir 10 % ,séklos”), o elongacijos grei¢iai tarp méginiy ir kontroliy (3.16b
pav.) paklaidy ribose sutampa. Sie rezultatai patvirtina jau anksciau padarytg isvada, kad
metileno mélis fibriliy neardo ir nemazina jy gebéjimo jungti baltymo monomerus — jei buty
priesingai, buty matoma létesné kreiviy eksponentinio augimo fazé. 3.17 pav. kairéje matomy
fibriliy morfologija nesiskiria nuo 3.17 pav. desinéje pavaizduoty fibriliy iS kontrolinio méginio.
Daroma isvada, kad metileno melis jtakos jau susidariusiy fibriliy morfologijai ir gebeéjimui

inicijuoti SOD1 elongacijg neturi.

100 < [ Kontrole
: £ 0,51 Il C agregatai
g 80+ ; 0,41
£ 3 @
28601 £ 0,31
s g t 1 % kontrolé )
55 40 t}. ® 1% su MM inkubuoty fibriliy o 0,21
£ %‘ .. o ® 5% kontrolé 2
s g 201 /4 5 % su MM inkubuoty fibriliy 20,14
Z9 ‘.' ® 10 % kontrolé oy
g 0- ® 10 % su MM inkubuoty fibriliy © 0,0
T T T T T | T [ [ )
2 0 200 400 600 800 1000 “ 1% | 5% 10%
t, min »Seklos” kiekis, %
(a) Kinetikos kreivés (b) Fibriliy elongacijos greitis

3.16 pav. Su metileno méliu inkubuotomis fibriléemis inicijuotos SOD1 agregacijos kinetika.
Standartinés paklaidos apskaic¢iuotos is 3 pakartojimy
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3.17 pav. C tipo agregatais (kairéje) ir fibriléemis (desinéje) inicijuoty agregatu AFM nuotrau-
kos

3.5. Metileno mélio jtaka insulino agregacijos kinetikai

Ieskant baltymy agregacijos slopikliy, daznai dirbama ne tik su tiesiogiai su ligomis susiju-
siais, bet ir su modeliniais baltymais, su kuriais darbas yra paprastesnis, ir kurie irgi agreguoja
i amiloidines fibriles. Kadangi fibriléms budingos panasios fizikocheminés savybés, manoma,
kad galima rasti slopiklj, slopinantj visy amiloidiniy baltymu agregacija (Chiti and Dobson,
2017; Sneideris et al., 2015a). Dél sios priezasties metileno mélio veikimui patikrinti pasirinktas
dar vienas baltymas — Zmogaus insulinas. Eksperimentai su siuo baltymu padeda atsakyti j
klausimus, ar junginys veikia specifiskai butent SOD1 agregacija, ar jo veikimas gristas bendro

pobudzio saveikomis su jvairiais baltymais.

3.5.1. Metileno mélio jtaka insulino agregacijai pH 1,8 salygomis

Atlikti spontaninés insulino agregacijos su metileno meéliu tyrimai 20 % acto rugsStyje su
100 mM NaCl (pH 1,8). Tokia agregacijos terpé pasirinkta zinant, kad siomis salygomis insuli-
nas yra monomero formos, o tirpale esanti druska panaikina nepalankig elektrostatine saveika
zemame pH ir pagreitina agregacija (Nielsen et al., 2001).

Is 3.18 pav. pateikty grafiky matoma, kad metileno mélis neturi aiskios jtakos insulino
agregacijos kinetikai. Esant tam tikroms slopiklio koncentracijoms (1:1 ir 1:2) ir 200 pM balty-
mo koncentracijai, stebimas stiprus slopinimo efektas (agregacijos puslaikis padidéja 2 kartus
(3.18b, 3.18¢c, P.1a pav.)). Taciau toks poveikis nestebimas esant kitoms baltymo koncentra-
cijoms. Visy tirty baltymo koncentracijy atvejais néra aiskios priklausomybés tarp slopinimo
efekto stiprumo ir junginio koncentracijos; kai kuriais atvejais (pvz. esant 100 nM baltymo,
3.18c pav.) didéjant slopiklio koncentracijai iki tam tikros vertés, agregacijos puslaikiai trumpeé-
ja — stebimas agregacijos greitéjimas. Rezultaty atsikartojamumas tarp techniniy pakartojimuy
esant zemoms insulino koncentracijoms (iki 200 pM), néra itin geras; tai budinga daugeliui ami-
loidiniy baltymy ir yra susije su skirtingu agregacijos keliy konkuravimu tarpusavyje (Crespo
et al., 2016).

Atlikus insulino agregaty morfologijos tyrimus atominés jégos mikroskopu paaiskéjo, kad
tiek baltyma agreguojant su metileno méliu, tiek be jo, susidaro panasios morfologijos fibrilés
(3.19 pav.).
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(c) Agregacijos puslaikiai

3.18 pav. Spontaniné insulino agregacija su metileno meéliu 20 % acto rugstyje su 100 mM
NaCl. Standartinés paklaidos apskaiciuotos is 3 pakartojimuy

Zinoma, kad metileno mélis létina jaucio insulino agregacija (Mukherjee et al., 2018). Jau-
¢io insulinas nuo zmogaus insulino skiriasi tik 3 aminorugstimis; taciau sis, nors ir nedidelis,
3 aminorugséiy skirtumas, gali lemti tai, kad jaucio insulino agregacija junginys slopina, tuo
tarpu apie MM poveikj zmogaus insulinui to pasakyti negalima. Kita vertus, minétame li-
teraturoje aprasytame tyrime buvo naudotos gerokai didesnés metileno mélio koncentracijos

(baltymas:junginys santykiu 1:50 — 1:500), o pats slopinimo efektas nebuvo itin didelis.
Apibendrinant agregacijos kinetikos ir fibriliy morfologijos tyrimus daroma isvada, kad me-

tileno melis neturi jtakos Zzmogaus insulino agregacijos kinetikai ir fibriliy morfologijai 20 %

acto rugsties su 100 mM NaCl agregacijos terpéje.

3.5.2. Metileno meélio jtaka insulino agregacijai pH 2 sglygomis

Atliktas spontaninés insulino agregacijos su metileno méliu tyrimas 100 mM natrio fosfa-
tiniame buferiniame tirpale su 100 mM NaCl, kurio pH yra 2. Zinoma, kad Siomis salygomis
esant baltymo koncentracijai iki 258 nM (1,5 mg/ml) insulinas yra dimero formos (Nielsen et al.,
2001). Esant aukstesnei koncentracijai, dominuoja tetrameriné insulino forma. Siomis salygo-
mis insulinas agreguoja léciau nei acto rugstyje, nes atsiranda papildomas Zingsnis agregacijos
mechanizme — dimerai/tetramerai turi issiskaidyti j monomerus; tik tada jie gali agreguoti j

fibriles (1.6 skyrius). Kadangi nuo aplinkos salygu priklauso baltymo agregacijos mechanizmas,

tiriamas slopiklis skirtingomis salygomis gali veikti kitaip.
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3.19 pav. Insulino fibriliy, suformuoty 20 % acto rugstyje su 100 mM NaCl, AFM nuotraukos.
Kairéje — insulinas agreguotas su metileno méliu, desSinéje — be

Deja, atlikus tyrimag kitoks metileno mélio poveikis, lyginant su tyrimu, kai buvo naudota
acto rugstis, insulino agregacijai nepastebétas (3.20, P.2 pav.). Esant visoms insulino koncent-
racijoms, agregacijos puslaikiai tarp méginiy su metileno meéliu ir be jo paklaidy ribose sutampa
(3.20c pav.). Daroma isvada, kad metileno mélis neveikia nei bendro insulino agregacijos me-
chanizmo, kuomet baltymo monomerai sudaro agregacijos branduolj ir jungiasi j fibriles, nei

papildomo Zingsnio, susijusio su tetrameras/dimeras — monomeras pusiausvyra.
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(c) Agregacijos puslaikiai

3.20 pav. Spontaniné insulino agregacija su metileno meéliu 100 mM natrio fosfatiniame bufe-
riniame tirpale su 100 mM NaCl, pH 2. Standartinés paklaidos apskaiciuotos is 3 pakartojimy

Atlikus agregaty morfologijos tyrima, ryskiy skirtumy tarp insulino fibriliy nepastebéta

(3.21 pav.). Tiek kontroliniame, tiek meéginyje su metileno méliu, matomos ilgos, storos, keliy
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mikrometry ilgio fibrilés. Toks rezultatas yra tikétinas, nes nesikeic¢iant agregacijos mechaniz-
mui, fibriliy morfologija taip pat iSlieka nepakitusi. Bendra iSvada remiantis Sio eksperimento
duomenimis — metileno melis nedaro jtakos zmogaus insulino agregacijai, kai aplinkos pH yra
2.

3.21 pav. Insulino fibriliy, suformuoty natrio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 2), AFM
nuotraukos. Kairéje — insulinas agreguotas su metileno méliu, desinéje — be

3.5.3. Metileno mélio jtaka insulino agregacijai pH 2,4 salygomis

Taip pat atliktas spontaninés insulino agregacijos su metileno meéliu tyrimas 100 mM natrio
fosfatiniame buferiniame tirpale su 100 mM NaCl, kurio pH yra 2,4. Siomis salygomis insulino
monomeras-tetrameras pusiausvyra taip pat yra paslinkta j tetramery puse (Ziaunys et al.,
2018). Be to, esant pH 2,4 susidaro kitokia antrine struktura turincios fibrilés nei aplinko-
je, kurios pH 2 (Sneideris et al., 2015b) — tai vyksta dél skirtingy insulino fibriliy kamieny
formavimosi.

Is 3.22 ir P.3 pav. pateikty rezultaty matoma, kad tirtomis salygomis metileno mélis neturi
aiskios jtakos insulino agregacijos kinetikai. Esant mazai baltymo koncentracijai (200 pM),
junginys nezymiai greitina agregacija (puslaikis sutrumpéja 130-¢ia minuciy, 3.22c pav.), tuo
tarpu esant didesnéms koncentracijoms junginio poveikis tampa nebeaiskus; agregacijos puslai-
kiai beveik visais atvejais sutampa su kontrolinio meéginio puslaikiu.

Fibriliy morfologijos tyrimas taip pat neatskleidé skirtumy tarp fibriliy, gauty insuling inku-

buojant su metileno méliu ir be jo (3.23 pav.).
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(c) Agregacijos puslaikiai

3.22 pav. Spontaniné insulino agregacija su metileno méliu 100 mM natrio fosfatiniame bufe-
riniame tirpale su 100 mM NaCl, pH 2,4. Standartinés paklaidos apskaiciuotos is 3 pakartojimy

3.23 pav. Insulino fibriliy, suformuoty natrio fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 2,4), AFM
nuotraukos. Kairéje — insulinas agreguotas su metileno méliu, desinéje — be

I$ Sio tyrimo daroma iSvada, kad metileno mélis neveikia Zzmogaus insulino agregacijos natrio

fosfatiniame buferiniame tirpale su 100 mM NaCl, kurio pH 2.4.
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4. APIBENDRINIMAS

Apibendrinus SOD1 agregacijos su metileno méliu tyrimy rezultatus, galima teigti, jog me-
tileno mélis dalyvauja Sio baltymo agregacijos procese nuo pat pirmyjy zingsniy ir nukreipia
superoksido dismutazés I agregacija neamiloidiniu keliu (angl. off-pathway aggregation). Tai
matoma i$ pakitusios agregaty morfologijos ir Siy agregaty nesugebéjimo savireplikuotis. Mo-
lekulé jungiasi prie SOD1 fibriliy, nekeisdama juy strukturos ir morfologijos; jungimasis ko gero
vyksta dél aromatiniy metileno melio ziedy saveikos su aromatinémis aminorugstimis. Tuo
tarpu su baltymo monomeru metileno mélio jungimasis nenustatytas. Metileno mélis jtaka
agregacijai gali daryti jungdamasis prie tarpiniy metastabiliy oligomery; taciau tai reikty jro-
dyti sukurus efektyvia metodika Siems oligomerams, kuriy jvairové yra itin didelé, izoliuoti.
Metileno mélis gali veikti ir kaip cisteino Soniniy grupiy oksidatorius (Akoury et al., 2013).
SOD1 monomeras turi 4 cisteino aminorugstis, kuriy oksidacija gali trukdyti tarpmolekuliniy
B klos¢iy susidarymui. Norint patikrinti sia hipoteze, reikty atlikti papildomus strukturinius
SOD1 baltymo tyrimus BMR ir masiy spektrometrijos metodais.

Tuo tarpu insulino agregacijos metileno mélis neslopina. Skirtingas junginio poveikis abiems
baltymams rodo, kad nors amiloidiniy baltymy agregacijai budingas bendras mechanizmas, spe-
cifiniy molekuliy poveikis jiems nebutinai toks pats. Tai rodo, kad ieskant baltymy agregacijos
mechanizma veikianciy vaisty, negalima pasikliauti vien tyrimais, atliktais su modeliniais bal-
tymais. Modelinio baltymo agregacija veikiantis junginys nebutinai veiks su ligomis susijusiy
baltymy agregacija, todél ieskant vaisty, verta iskart bandymus atlikti su su ligomis susijusiais

baltymais.

o4



ISVADOS

1. Darbo metu iSgryninta 1207 mg rekombinantinés superoksido dismutazés I baltymo.

2. Metileno mélis veikia SOD1 agregacijos kinetika ir poveikis priklauso nuo koncentracijos,
tuo tarpu insulino agregacijos kinetikai junginys jtakos nedaro.

3. Metileno mélis keicia SOD1 agregaty morfologija, dalyvaudamas agregacijoje in situ, bet
nekeicia jau suformuoty fibriliy strukturos ir morfologijos.

4. Tirtomis eksperimento salygomis metileno mélis jungiasi prie SOD1 fibriliy, bet nesijungia

prie baltymo.
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detected that Fas mRNA isoform expression profiles in tumors and cancer cell lines
are different, indicating that not all experimental results obtained from cell lines

reflect changes that occur in tumors.
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Effect of EGCG, methylene blue and
24 ethanol on human superoxide dismutase
| aggregation
Greta Musteikyté (1,2), Vytautas Smirnovas (2)

(1) Vilnius Gediminas Technical University, Lithuania (2) Vilnius
University, Lithuania

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neuro-
degenerative disease that results in motor neuron death
and no effective cure for ALS has been developed for
now. In most of ALS cases the disease is linked to human
Cu, Zn superoxide dismutase (SOD1) aggregation into
amyloid-like fibrils. One of the strategies for development of therapeutics for this
incurable disease is looking for potential aggregation inhibitors in vitro.

Impact of epigallocatechin-3-gallate, methylene blue and ethanol on aggregation of
SOD1 was tested. Kinetics of amyloid fibril formation was followed using thioflavin-T
fluorescence assay, and the morphology of aggregates was determined by atomic
force microscopy.

The results suggested that methylene blue and EGCG act as amyloid remodelling
agents and ethanol affects SOD1 aggregation kinetics without changing aggregate
morphology.

Functional and structural analysis of new
25  GD-95 lipase variant created through
random mutagenesis
Gytis Druteika, Egle Lastauskiene, Audrius Gegeckas,

Renata Gudiukaite
Department of Microbiology and Biotechnology, Institute of Biosciences, Life
Sciences Center, Vilnius University, Lithuania

The rapid evolution of biotransformation strongly increases
the focus on the enzymes possessing novel properties.
Industrially interesting enzymes — lipases from Geobacillus
bacteria are active at extreme conditions and are excellent
biocatalysts applied in various bioconversion reactions.
Products of these reactions are included in composition of cosmetics as flavor
ingredients or emulsifiers, in biofuel production, etc. [1]. The functional analysis of
target biocatalysts individual domains and amino acids is important to improve their
industrially-attractive physicochemical characteristics. In this study new Geobacillus
lipase variant was designed using the recombinant GD-95 lipase [2] as a template
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Greta Musteikyte

“Methylene Blue Acts as Amyloid
Remodelling Agent on Superoxide
Dismutase | Aggregation”

GRETA MUSTEIKYTE, Vytautas Smirnovas

Introduction: Amyotrophic lateral sclerosis
(ALS) is a neurodegenerative disease that
results in motor neuron death and has no approved treatment yet.
Around 20% of ALS cases are caused by Cu, Zn human superoxide
dismutase (SOD1) aggregation into amyloid fibrils. First step of
potential strategies to combat the disease could be finding an
effective aggregation inhibitor in vitro. However, only a few studies
for SOD1 protein have been done in this field for now. They involve
in vitro screening of 640 FDA approved drugs, several flavonoids
and curcumin only.

Aim: Our goal was to test inhibitory effect of a small molecule
methylene blue, which has been shown to inhibit Alzheimer’s
disease-linked amyloid beta oligomerization.

Materials and methods: Recombinant SODa was purified from
E. Coli by Ni** affinity chromatography. Aggregation experiments
were carried out in 20 mM potassium phosphate, 0.5 M GuHCl and
5 mM DTT buffer solution, pH 7.4. Kinetics of aggregation was
monitored usingThioflavinT (ThT) fluorescence assay. Morphology
of aggregates was visualised by atomic force microscopy and
secondary structure was tested by infrared spectroscopy.

Results: The presence of methylene blue leads to reduced ThT
fluorescence intensity and results in different morphology as well
as secondary structure of aggregated protein. Seeded aggregation
kinetics suggests that methylene blue possibly modulates surface
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properties of pre-added fibrils without affecting stability of protein
monomer, but further investigation is needed to reveal the exact
methylene blue mode of action.

Conclusion: Methylene blue influences SOD1 aggregation kinetics,
aggregate structure and morphology.

Vilmantas Pupkis

“Cs* blocks high-conductance ion
channels in the tonoplast of Nitellopsis
obtusa: a patch clamp approach”

VILMANTAS PUPKIS, Indre Lapeikaite,

Vilma Kisnieriene
Institute of Biosciences, Life Sciences Center, Vilnius
University, Lithuania

vilmantas.pupkis@gmail.com

Plant ion channels are crucial for various physiological functions
such as sustaining electrochemical potential driven signaling
pathways. Therefore investigation of plant ion channels is
beneficial for obtaining fundamental knowledge and insights into
cellular processes such as the generation of action potentials. For
decades Characean macroalgae have proven to be a convenient
and irreplaceable model system for electrophysiological
investigations.

The aim of our research was to test the effect of a well-known K*
channel blocker Cs* on scarcely characterized high-conductance
ion channels recorded in the tonoplast of a freshwater algae
Nitellopsis obtusa.

Plantcellwallimpedesaccesstothe plasmamembranebutthisissue
inCharaceaenalgae maybe overcome by using cytoplasmicdroplet




METHYLENE BLUE ACTS AS AMYLOID REMODELLING AGENT ON
SUPEROXIDE DISMUTASE 1 AGGREGATION

Greta Musteikyté, Vytautas Smirnovas

Institute of Biotechnology, Life Sciences Center, Vilnius University, Lithuania

gretamus@gmail.com

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease that results in motor neuron death and has no
approved treatment yet. Around 20% of ALS cases are caused by Cu, Zn human superoxide dismutase (SODI)
aggregation into amyloid fibrils. First step of potential strategies to combat the disease could be finding an effective
aggregation inhibitor in vitro. However, only a few studies for SOD1 protein have been done in this field for now. They
involve in vitro screening of 640 FDA approved drugs [1], several flavonoids[2] and curcumin[3] only. Our goal was to
test inhibitory effect of a small molecule methylene blue, which has been shown to inhibit Alzheimer’s disease-linked
amyloid beta oligomerization[4].

Recombinant SOD1 was purified from E. Coli by Ni** affinity chromatography. Aggregation experiments were
carried out in 10 mM potassium phosphate, 0.5 M GuHCI and 5 mM DTT buffer solution, pH 7.4. Kinetics of aggregation
was monitored using Thioflavin T (ThT) fluorescence assay. Morphology of aggregates was visualised by atomic force
microscopy and secondary structure was tested by infrared spectroscopy.

The presence of methylene blue leads to reduced ThT fluorescence intensity and results in different morphology as
well as secondary structure of aggregated protein. Seeded aggregation kinetics suggests that methylene blue possibly
modulates surface properties of pre-added fibrils without affecting stability of protein monomer, but further investigation
is needed to reveal the exact methylene blue mode of action.

[1]L. Anzai, K. Toichi, E. Tokuda, A. Mukaiyama, S. Akiyama and Y. Furukawa, Screening of Drugs Inhibiting In vitro Oligomerization of Cu/Zn-
Superoxide Dismutase with a Mutation Causing Amyotrophic Lateral Sclerosis, Frontiers in Molecular Biosciences, vol. 3, no. 40, (2016).

[2]X. Zhuang, B. Zhao, S. Liu, F. Song, F. Cui, Z. Liu and Y. Li, Noncovalent Interactions between Superoxide Dismutase and Flavonoids Studied by
Native Mass Spectrometry Combined with Molecular Simulations, Analytical Chemistry, vol. 88, no. 23, pp. 11720-11726, (2016).

[3IN. Bhatia, A. Srivastava, N. Katyal, N. Jain, M. Khan, B. Kundu and S. Deep, Curcumin binds to the pre-fibrillar aggregates of Cu/Zn superoxide
dismutase (SOD1) and alters its amyloidogenic pathway resulting in reduced cytotoxicity, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and
Proteomics, vol. 1854, no. 5, pp. 426-436, (2015).

[4]M. Necula, L. Breydo, S. Milton, R. Kayed, W. van der Veer, P. Tone and C. Glabe, Methylene Blue Inhibits Amyloid AR Oligomerization by
Promoting Fibrillization, Biochemistry, vol. 46, no. 30, pp. 8850-8860, (2007).
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Methylene blue acts as amyloid remodelling agent on superoxide dismutase |
aggregation

Greta Musteikyte'",Vytautas smirnovas'

"Institute of Biotechnology, Life Sciences Center, Vilnius University, Lithuania; "Corresponding author

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease that results in motor neuron
death and has no approved treatment yet. Around 20% of ALS cases are caused by Cu, Zn human
superoxide dismutase (SOD1) aggregation into amyloid fibrils. First step of potential strategies to
combat the disease could be finding an effective aggregation inhibitor in vitro. However, only a few
studies for SOD1 protein have been done in this field for now. They involve in vitro screening of 640
FDA approved drugs [1], several flavonoids [2] and curcumin [3] only. Our goal was to test inhibitory
effect of a small molecule methylene blue, which has been shown to inhibit Alzheimer’s disease-
linked amyloid beta oligomerization [4].

Recombinant SOD1 was purified from E. Coli by Ni** affinity chromatography. Aggregation
experiments were carried out in 10 mM potassium phosphate, 0.5 M GuHCl and 5 mM DTT buffer
solution, pH 7.4. Kinetics of aggregation was monitored using Thioflavin T (ThT) fluorescence assay.
Morphology of aggregates was visualised by atomic force microscopy and secondary structure was
tested by infrared spectroscopy.

The presence of methylene blue leads to reduced ThT fluorescence intensity and results in different
morphology as well as secondary structure of aggregated protein. Seeded aggregation kinetics
suggests that methylene blue possibly modulates surface properties of pre-added fibrils without
affecting stability of protein monomer, but further investigation is needed to reveal the exact
methylene blue mode of action.
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Amiotrofiné lateraliné sklerozé (ALS) — nepagydoma neurodegeneraciné liga,
kuria serganéiy pacienty organizme Gva motoriniai neuronai. 20 proc. ligos atvejy
siejama su baltymo superoksido dismutazés | (soD1) amiloidine agregacija. Siandien
pilnai liga idgydantiy vaisty néra; pacientams skiriamas simptomus malsinantis rilu-
zolas [1] arba edaravonas [2]. Viena i§ vaisty karimo strategijy yra potencialiy agre-
gacijos slopikliy paieska in vitro. Sioje srityje tyrimy atlikta nedaug; atlikta slopikliy
paieska tarp 640 FDA patvirtinty vaisty [3], jvertintas kurkumino [4] ir keleto flavo-
noidy [5] veikimas. Pastaruoju metu susidomejima sukele vaistas methemoglobine-
mijai gydyti — metileno melis, slopinantis su Alzheimerio liga siejamo amiloido beta
oligomerizacija [6]- Sio tyrimo tikslas — jvertinti metileno mélio potenciala slopinti
soD1 amiloidine agregacija in vitro.

Rekombinantiné, histidino inkarg turinti SOD1 sintetinta E. coli ir iggryninta Ni2*
jony giminingumo chromatografijos bidu. Agregacijos eksperimentai atlikti 10 mM
pH 7,4 kalio fosfatiniame buferiniame tirpale su 0,5 M guanidino hidrohlorido ir 5
mM DTT. Agregaty susidarymas matuotas naudojant fluorescencinj daZg Tioflavi-
nag T. Agregaty morfologija tirta atominés jégos mikrokopijos pagalba, antriné struk-
tara — infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos pagalba.

1 pav.
Atominés jégos
mikroskopijos
}3  nuotraukos.

3 soD1 fibrilés
(kairéje) ir veikian
Fa 400 uM metileno
mélio gauti
S0D1 agregatdi
(desinéje).
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SOD1 fibrilés
(kairéje) ir veikiant
400 uM metileno
mélio gauti

SOD1 agregatai
(desinéje).

Agregacijos miSinyje esantis metileno mélis maZina fluorescencijos emisijos in-
tensyvuma, o susidare agregatai yra kitokios antrinés struktiiros bei pakitusios mor-
fologijos (1 pav.). Nustatyta, kad metileno mélis baltymo stabilumui jtakos nedaro.
Pagal agregacijos su ,sékla“ rezultatus manoma, kad metileno mélis pakeitia pridety
fibriliy pavirSiaus savybes ir dél to susidaro kitokios morfologijos agregatai.‘
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