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Santrumpos

AA/BAA — akrilamidas/bisakrilamidas

AFM — atominés jégos mikroskopija

ALS — amiotrofiné lateraliné sklerozé

APS — amonio persulfatas

APTES — 3-aminopropil-trietoksisilanas

ASyn — a-sinukleinas

Bcl-2 — antiapoptotinis baltymas B-lasteliy limfoma 2
CI90RF72 — 9 chromosomos atviras skaitymo rémelis 72
CCS — superoksido dismutazg 1 sulankstantis Saperonas
DMSO - dimetilsulfoksidas

DTT — ditiotreitolis

EAAT — suzadinamas aminoriig§¢iy transporteris

EDTA — etilendiaminotetraacto rugstis

FUS — RNR prisijungiantis baltymas (ang. Fused in sarcoma)
GPP — gyvybinis plau¢iy taris

IMAC — metalo jonais imobilizuotas afininés chromatografijos sorbentas
LB — mitybiné Luria-Bertani terpe

NDS — natrio dodecilsulfatas

S.0.C. — mitybiné terpé (ang. Super Optimal Broth)
SDS-PAGE — elektroforeze poliakrilamido gelyje naudojant natrio dodecilsulfata
SOD - superoksido dismutaze

SOD1 - vario/cinko superoksido dismutazé

TEMED - tetraetilmetilendiaminas

TBP-43 — TAR DNR prijungiantis baltymas 43

ThT — tioflavinas T



IVADAS

Neurodegeneracinés ligos — 1étinés nervy sistemos ligos, kuriomis sergantiems zmonéms
pasireiskia judéjimo, kalbéjimo, magstymo bei kvépavimo sutrikimai. Dazniausiai Siomis ligomis
suserga vyresnio amziaus zmoneés, o gyvenimo trukmeé po diagnozés jprastai trunka tik iki keleriy
mety. Neurodegeneracines ligas sieja baltymy agregaty sankaupos nervy sistemos Iastelése arba Salia
ju. Tokio tipo dariniai sutrikdo normalig lastelés veiklg uztikrinancius procesus bei nulemia lgsteliy
zutj. Baltymy amiloidiniams agregatams budinga i§ [-klos¢iy sudaryta struktiira, atspari
detergentams, bei baltymus skaidantiems fermentams. Susidarancios baltymy fibrilés biina keliy
nanometry plo€io ir gali uzaugti iki keliy mikrometry ilgio. Kai Kuriais atvejais smegenyse aptinkami
neurofibriliniai dariniai, sudaryti i§ skirtingy baltymy. Tai nulemia amiloidogeniniy baltymy
tarpusavio saveika agregacijos metu. Nustatyta, jog vieno baltymo agregacija gali biiti inicijuojama
kito baltymo fibrilémis. Tokiu atveju gali pasikeisti agregacijos laikas bei susidaranciy dariniy
konformacijos, dél ko gali sustipréti amiloidiniy ligy simptomai bei progresavimo greitis. Viena i$
amiloidy sukeliamy neurodegeneraciniy ligy yra amiotrofiné lateraliné sklerozé (ALS), kurios metu
Zliva serganéiy asmeny motoriniai neuronai ir dél to suprastéja ligoniy raumeny veikla. Si liga siecjama
su superoksido dismutazés-1 (SOD1) amiloidine agregacija, kuri vyksta dél atsiradusiy mutacijy $j
baltymg koduojanc¢iame gene, susidarant neteisingg erdvine strukttrg suformuojan¢ioms baltymo
molekuléms. Kol kas vaisty, galin¢iy pilnai i§gydyti ALS, néra, tafiau yra bandoma sukurti
preparatus, galin¢ius slopinti SOD1 agregaty susidaryma. Daznu atveju slopikliy ieSkoma tarp rinkoje
esanciy bei kity amiloidus formuojanciy baltymy agregacija slopinanciu poveikiu pasizyméjusiy
junginiy. Vieni i§ tokiy junginiy — sulfonamido funkcing grupe turin¢ios medziagos, tarp kuriy yra

Alzheimerio liga sukeliancio amiloido-p peptido agregacija létinanciy preparaty.

Sio darbo metu siekiama istirti Parkinsono ligos metu amiloidinius darinius suformuojan¢io
baltymo alfa-sinukleino (ASyn) monomery ir agregaty jtaka SOD1 amiloidinei agregacijai. Taip pat
bus bandoma nustatyti sulfonamidy poveikj SOD1 agregaty susidarymui bei iSsiaiSkinti, ar Sis

poveikis pasikeicia, kuomet SOD1 agreguoja kartu su ASyn.
Darbo tikslas: Istirti sulfonamidy ir alfa-sinukleino poveikj SOD1 amiloidinei agregacijai.
Uzdaviniai:

1. Istirti ASyn monomery ir agregaty jtakg SOD1 amiloidinei agregacijai.

2. Atlikti 64 sulfonamidy jtakos SOD1 amiloidinei agregacijai tyrima.

3. Nustatyti, kaip pasikei¢ia sulfonamidy poveikis SOD1 agregacijai, kai | tirpalg pridedama
ASyn.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Superoksido dismutazeés

Superoksido dismutazés (SOD) — grupé metalofermenty, sauganciy lasteles nuo reaktyviy
deguonies formy (superoksido O radikaly) toksiSkumo, katalizuojant jy virtimg j deguonies ir
vandenilio peroksido molekules:

20, + 2H* —» 02+ H,0, 1)

SOD pagal aktyviuosiuose centruose esancius metalo jonus skirstomos j keturias grupes:
Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, Mn-SOD ir Ni-SOD (Wright et al, 2019). Superoksido dismutazé-1 (Cu/Zn
SOD; SOD1) — i§ dviejy identisky subvienety sudarytas 32 kDa fermentas (1.1 pav.), esantis
mitochondrijy tarpmembraninéje erdvéje ir citozolyje. Kiekvieng i§ subvienety sudaro B-statinés
strukttira, kurig suformuoja 8 antilygiagreciai susijungian¢ios B-klostés bei dvi funkciskai svarbios
Kilpos. Elektrostatiné kilpa sudaryta i§ poliniy ir kriivj turiniy aminoragsciy, kuriy elektrostatiné
sgveika su aktyviojo centro aminoriigS§timis, orientuotomis aplink vario jong, padidina fermentinés
reakcijos efektyvumg. Oksidacijos-redukcijos reakcijoje dalyvaujantis vario jonas esant oksiduotoje
(Cu(II)) formoje koordinuojamas keturiy histidino Soniniy grupy, redukuotoje (Cu(l)) — trijy, o cinko

kilpoje esancios trys histidino ir viena aspartato Sonin¢ grupé¢ koordinuoja baltymo struktirg

stabilizuojantj cinko jong (Seetharaman et al, 2009).
)

1.1 pav. SODI erdviné struktiira (pagal Seetharaman et al, 2009). Zydra spalva Zymétas Cu?* jonas,

7alia — Zn?" jonas, pazymétos aminoriigstys, koordinuojangios metalo jonus.

SODI bidingi keli potransliacinio brendimo etapai. Pirmiausia, monomeriné apoSOD1%H
prisijungia cinko atoma, véliau jvyksta baltymo dimerizacija. Tuomet prijungiamas vario atomas ir
galiausiai oksiduojamos 57-oje ir 146-oje pozicijoje esanCiy cisteiny Soninés grupés, tarp kuriy
susidaro baltymo struktiirg stabilizuojantis disulfidinis tiltelis. Visus SOD1 brendimo etapus atlieka

vario $aperonas CCS (Culik et al, 2018).



Eukariotuose aptinkama ir mitochondrijose esanti mangano jonus prisijungianti SOD2 bei

uzlgstelinéje erdvéje esanti tetrameriné vario/cinko superoksido dismutazé (SOD3) (Mohammedi et

al, 2014; Parascandolo ir Laukkanen, 2021). Tuo tarpu Ni-SOD budinga tik prokariotiniams

organizmams, i$skyrus Zaliuosius dumblius, o Fe-SOD aptinkama bakterijose, archéjose, augaly

chloroplastuose bei protisty citozolyje ir mitochondrijose (Sheng et al, 2014; Miller, 2017).

1.2. Neurodegeneracinés ligos

Neurodegeneracinés ligos — tai létinés nervy sistemos ligos, pasizyminios progresyvia

neurony zitimi, kurig sukelia smegenyse susidaran¢ios amiloidiniy agregaty sankaupos (Gitler et al,

2017). Neurodegeneraciniy ligy skirstyma apibrézia keli aspektai:

Klinikiniai simptomai, kuriuos nulemia tam tikrame anatominiame regione jvykstantys
nervinio audinio lgsteliy funkcijy sutrikimai ir zitis. Nors ligai progresuojant pacientams
pasireiSkia daugelis jvairiy sutrikimy vienu metu, klinikiné ligos pozymiy klasifikacija svarbi
ankstyvyjy simptomy nustatymui ir gydymui. Ligy patofiziologiniai pozymiai gali skirtis —
vienoms ligoms biuidingi atminties ir kognityviniy procesy sutrikimai, siejami su hipokampo,
limbinés sistemos, neokortekso bei entortinés semegeny Zievés (ang. Entorhinal cortex)
pazeidimais, kitos ligos sukelia jud¢jimo, kalbéjimo, kvépavimo sutrikimus, susijusius su
bazaliniy ganglijy, talamo, cerebralinés smegeny zievés bei nugaros smegeny motoriniy
neurony sutrikimais (Kovacs, 2017). Siy simptomy kombinacija biidinga ir jau ankstyvoje kai
kuriy ligy (pvz. prioniniy ligy) stadijoje, o ligai progresuojant pasireiskia daugumos
neurodegeneratyviniy sutrikimy atveju.

Lastelinés patologijos: lemia, kurie lasteliy tipai patiria pazeidimus (neuronai, glijos lastelés),
kuriose lasteliy vietose arba tarplastelinéje erdvéje kaupiasi baltyminiai agregatai (Kovacs,
2019).

Skirtingi pakitusig erdving struktiirg turintys ir agregacijos procesuose dalyvaujantys
amiloidogeniniai baltymai (1.1 lentel¢), pagal kuriuos iSskiriamos pagrindinés
neurodegeneraciniy ligy klasés: amiloidozés, alfa-sinukleinopatijos (alfa-sinukleinas),
prioninés ligos (prioninis baltymas), tauopatijos (tau baltymas), TDP-43 proteinopatijos (TAR
DNR prijungiantis baltymas-43) ir kt. (Biagioni et al, 2013; Ganguly ir Jog, 2020; Boer et al,
2020).



1.1 lentelé. Amiloidogeniniai baltymai ir jy sukeliami neurodegeneratyviniai sutrikimai

(pagal Eftekharzadeh et al, 2016; Tee et al, 2018).

Amiloidas 3 Alzheimerio liga

Parkinsono liga
Alfa-sinukleinas Demensija su Lewy kiineliais

Daugybinés sistemos atrofija

Hantingtinas Hantingtono liga

Lizocimas Paveldima sisteminé amiloidozé

Creutzfeldto-Jakobo liga
Prioninis baltymas Gertsmanno-Strausslerio-Scheinkerio

sindromas

Progresuojantis supranuklearinis paralyzius
Tau Picko liga

Globuliné glijos tauopatija

TDP-43 Pirminé lateraliné sklerozé

Progresyvi raumeny atrofija

Transtiretinas Paveldima amiloidiné polineuropatija

Superoksido dismutaze-1 Amiotrofiné lateraliné sklerozé

1.3. Amiotrofiné lateraliné sklerozé

Amiotrofiné lateralin¢ sklerozé (ALS), dar vadinama Lu Gerigo liga (pavadinta Zymaus XX
a. beisbolo zaidéjo, sirgusio $ia liga, vardu), — placiai paplitusi neurodegeneraciné liga, pasizyminti
progresyvia motoriniy neurony ziitimi. Dauguma atvejy liga pasireiskia spontaniskai (90-95%), o
ALS paveldéjimo atvejai sudaro tik nedidelg dalj visy ligos atvejy (5-10%) (Zarei et al, 2015). Taciau
tieck spontaniné, tiek paveldéta ALS yra susijusi su genetinémis mutacijomis baltymus
koduojan¢iuose genuose (1.2 lentelé), kuriy §iuo metu nustatyta vir§ 40. Sios mutacijos sutrikdo tiek
baltymy, atsakingy uZz jvairiy lasteliniy procesy (RNR stabilumo, funkcionalumo palaikyma,
proteostaze, baltymy kokybeés kontrole, citoskeleto dinamiSkumo palaikyma, autofagijos valdyma)
veikla, tiek koduojamy baltymy erdving struktiirg ir susilankstymo procesus, ko pasekoje formuojasi
netirpios pakitusig konformacija jgyjusiy baltymy sankaupos, besikaupian¢ias motoriniuose

neuronuose ir nulemiancias jy funkcionalumo praradima ir zttj (Taylor et al, 2016).



1.2 lentelé. Su ALS susije genai, jy koduojami baltymai ir funkcijos (pagal Taylor et al, 2016).

Genas Baltymas Vaidmuo Igsteléje

SOD1 Cu/Zn superoksido dismuatz¢ | Oksidacinio streso mazinimas

DCTN1 Dinaktino subvienetas 1 Dineino motorinio komplekso
komponentas

ANG Angiogeninas Ribonukleacija

TARDBP TDP-43 Saveika su DNR, RNR

FUS, HNRNPA, MATR3

FUS, hnRNPA1, Matrinas 3

Saveika su RNR

VCP

Endoplazminio tinklo ATPazé

Ubikvitino segregacija

OPTN, UBQLNZ2, SQSTM1

Optineurinas, ubikvilinas 2,

sekvestosoma 1

Autofagijos adaptorius

C9orf72 C9orf72 Guanino nukleotidy mainy
veiksnys

PFN1 Profilinas 1 Saveika su aktinu

TUBA4A Tubulino a-4A grandiné Mikrovamzdeliy komponentas

TBK1 Serino / treonino baltymy | Autofagijos ir  uzdegimo

kinazé TBK1 reguliacija

Pagal statistikos duomenis, deSimtajame XX a. deSimtmetyje serganéiyjy ALS rodiklis sieke
1,5 - 2,7 atvejo 100 000 gyventojy per metus, XXI a. pirmajame deSimtmetyje 2,7 atvejo 100 000
gyventojy per metus, o 2015 metais ALS sirgo 222 801 Zmogus (~3 atvejai 100 000 gyventojy). Dél
did¢jancio vyresnio amZiaus Zmoniy populiacijos kiekio prognozuojama, jog Sis skaiCius ateityje
nuolat didés ir 2040 m. galéty pasiekti 375 000 atvejy visame pasaulyje (Arthur et al, 2016).
Pastebéta, jog tikimybe susirgti ALS gali priklausyti nuo rasés, geografinio regiono ar lyties (vyrai
ALS serga daZniau), taciau pagrindinis veiksnys nulemiantis ALS pasireiSkimg — pacienty amzZius
(Aktekin ir Uysal, 2020). ALS susergama vidutiniskai esant 50-65 mety amziaus, o ligos
pasireiskimo tikimybé senstant didéja su kiekvienais metais, tad sulaukusiy 80 mety amziaus arba
vyresniy Zmoniy tarpe vyrams ALS pasireiskia apie 10,2 atvejo 100 000 gyventojy per metus, tarp
motery Sis rodiklis siekia apie 6,1 (Talbot et al, 2016).

1.3.1. Ligos simptomai ir naudojami vaistai

ALS simptomus nulemia ligos metu vykstantis motoriniy neurony naikinimas, sutrikdantis
raumeny veiklg jvairiose kiino vietose. ALS sergantys zmonés patiria 1étinius kvépavimo sistemos
sutrikimus, kylancius dél susilpnéjusios diafragmos ir tarpSonkauliniy raumeny veiklos (Zarei et al,
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2015). Ligos simptomy progresavimo jvertinimui naudojamas gyvybinio plau¢iy pajégumo (GPP)
matas, parodantis kokj kiekj oro zmogus gali jkvépti, lyginant su maksimaliu jkvépiamo oro kiekiu
zmogui esant sveikam. GPP pasiekus 50 % pacientai pradeda jausti ligos simptomus, o nukritus
Zemiau, patiria rimtus kvépavimo sutrikimus, dél kuriy plauciy pajégumo palaikymui naudojami
invaziniai ir neinvaziniai plauciy ventiliavimo metodai, zenkliai padidéja mirties tikimybé (Andrews
et al, 2018). Progresuojant kramtymo ir rijimo raumeny veiklos sutrikimams pasireiskia disfagija,
stebimas svorio kritimas, sergantiesiems pritaikomos specialios dietos ir, reikalui esant, prie
virSkinamojo trakto prijungiamas vamzdelis, kuriuo pacientui tickiamas maistas. Ligos metu taip pat
pasireiskia disartrija, pasizyminti geb&jimo kalbéti silpné€jimu, dél kurio pacientui tampa sunku

komunikuoti su aplinka (Fransceschini ir Mourao, 2015).

Kol kas vaisty, galin¢iy pilnai iSgydyti ALS néra, o naudojami preparatai skirti ligos
simptomams mal§inti bei gyvenimo trukmei prailginti. Siuo metu JAV maisto ir vaisty asociacija yra
patvirtinusi keturiy pagrindiniy medziagy — riluzolo (Rilutek ®, Tiglutik ®, Exservan ®), edaravono
(Radicava®), dekstrometorfano ir kvinidino (Nuedexta ®) naudojima ALS terapijoje. Riluzolas (1.3
pav. A) — 1995 m. pirmasis FDA patvirtintas preparatas nuo ALS, kuris slopindamas gliutamato
18siskyrimg 1§ neurony sumazina $io neuromediatoriaus eksitotoksiSkuma bei apsaugo aksonus nuo
degeneracijos. Nustatyta, jog $io vaisto vartojimas gali prailginti paciento gyvenimo trukme nuo keliy
meénesiy iki vieneriy mety (Hinchcliffe ir Smith, 2017). 2017 m. FDA patvirtino edaravono (1.3 pav.
B) naudojima ALS terapijoje. Nors tikslus $io vaisto mechanizmas néra iki galo Zinomas, manoma,
jog edaravonas veikia kaip antioksidantas, aktyvuojantis Nrf2/HO-1 signalinj kelig, kurio metu
sintetinami produktai neuronuose mazina laisvyjy deguonies radikaly kiek;j ir apsaugo Igsteles nuo
apoptozés (Cho ir Shukla, 2020). Dekstrometorfanas (1.3 pav. C) ir kvinidinas (1.3 pav. D) naudojami
kartu, siekiant pagerinti pseudobulbarinio efekto sindromo kamuojamy ALS pacienty biikle (Yang ir
Deeks, 2014).

A B C D

H,C
N =N o]
F \
3 gm0
F70 S
0 N

1.3 pav. FDA patvirtinty vaisty nuo ALS strukttirinés formulés. A — riluzolas, B — edaravonas, C —

dekstrometorfanas, D — kvinidinas.
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1.3.2. Rizikos veiksniai

Nors ALS siejama su baltymus koduojanéiy geny mutacijomis, nemaza dalis Sios ligos atvejy

yra spontaniniai, kuriy susidarymo priezastys néra iki galo zinomos. Manoma, didel¢ jtaka

spontaninei ALS turi jvairts aplinkos veiksniai, i$ kuriy iSskirti keli pagrindiniai:

Rikymas ir sunkieji metalai. Rukymas laikomas pagrindiniu negenetiniu ALS rizikos
veiksniu. Tabako gaminiy dimuose aptinkami sunkieji metalai pasiZzymi neurotoksiSkumu,
padidina oksidacinj stresa Igstelése, sukelia uzdegiminius procesus, o iSkvepiamuose tabako
dimuose esantis formaldehidas siejamas su didesniu ALS pacienty mirStamumu. Tarp
sunkiyjy metaly, siejamy su ALS, placiausiai iStirtas Svino poveikis sveikatai. Nustatyta, jog
didesnémis $vino koncentracijomis paveikti asmenys labiau linke susirgti ALS, o gamyklose
suvirintojais dirbantiems zmonéms ligos iSsivystimo tikimybé padidéja net 2,5 karto.
Manoma, kad Svinas, pakeisdamas kalcj Iasteliniuose procesuose, pazeidzia mitochondrijy
veikla ir prisideda prie gliutamato eksitotoksiSkumo neuronuose (Menounos et al, 2021).
Buitiniai chemikalai. Buvo nustatytos sgsajos tarp herbicidy, insekticidy, trasy, pesticidy
naudojimo ir padidéjusios rizikos susirgti ALS (Bonvicini et al, 2010).

Radiacija. Laboratoriniai tyrimai parodé, jog neuronuose, paveiktuose ypa¢ mazo daznio
elektromagnetine spinduliuote susidaro didesni deguonies radikaly kiekiai negu jprastomis
salygomis. Be to, radiacija sukelia daZznesnius genetinius pokycius bei DNR grandiniy
pazaidas, nulemiancias apoptozés ir nekrozés procesy vyksmus (Samano et al, 2012).
Fizinis aktyvumas. Pastebéta, jog atletai potencialiai labiau linke } ALS, nors Siuo metu néra
tiksliai Zinoma, kaip fizinis kriivis siejasi su ALS, ta¢iau manoma, jog pagrindiniai rizikos
faktoriai galéty biiti pervargimas, galvos traumos bei naudojami nelegaliis sportiniai

preparatai (Hu ir Robertson, 2020).

1.3.3. SOD1 vaidmuo ALS, ligos mechanizmas

SOD1 genas buvo pirmasis, tarp kurio mutacijy ir ALS 1993 m. buvo nustatytas rySys (Rosen

et al, 1993). Siuo metu yra zinoma daugiau nei 180 su ALS siejamy SOD1 mutacijy. PradZioje buvo

manoma, jog ALS susergama dél mutacijy sukelto SOD1 funkcionalumo praradimo, nes tuo metu

jau buvo Zinomas ry8ys tarp oksidacinio streso ir neurodegeneraciniy procesy, taciau atlikti tyrimai

su pelémis, kurioms buvo jvesta ALS sukelianti mutacija — 93-ioje pozicijoje esantis glicinas

pakeistas ] alaning, parod¢ padidéjus; mutantiniy SOD1 baltymy fermentinj aktyvuma, o panasiis

rezultatai gauti su dar keliolika mutacijy pelése (Satton et al, 2013). Véliau nustatyta, jog ALS sukelia

mutantiniy SOD1 baltymy toksinés funkcijos jgavimas. Dél taskiniy mutacijy, atsirandanciy SOD1

gene (1.4 pav.), susidaranios baltymo molekulés sulankstomos neteisingai, o suformuoti
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konformerai pasizymi strukttriniu nestabilumu, dél kurio SOD1 monomerai sukimba tarpusavyje

suformuodami netirpias amiloidines sankaupas, sutrikdancias jvairius Igstelinius procesus (Wright et

al, 2019).
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1.4. pav. SOD1 geno mutacijy paveiktos aminoriigstys ir jy pozicijos (pagal Wright et al, 2019).
Violetiniai stulpeliai zymi galimy mutacijy kiekj ties tam tikra aminortigSties pozicija, zali taskai —

ne su ALS susijusius polimorfizmus, oranziniai taSkai — nepatvirtinas su ALS susijusias mutacijas.

Nervinio signalo perdavimui svarbus gliutamatas, veikiantis kaip neurotransmiteris,
sintetinamas presinaptiniame aksone, pakuojamas ] pusleles ir paleidziamas ] sinaps¢. Pasiekes
postsinaptinio neurono arba glijos 1astelés membrang, gliutamatas paSalinamas i§ sinaptinio plySio
aminoriigS§timis suzadinamais transporteriais (EAAT) . ALS serganciy pacienty nugaros smegeny ir
motorinés zievés bei transgening mutanting SOD1 turinciy peliy nervinése lastelése aptiktas
sumazéjes EAAT? kiekis. Pastebéta, jog SOD1 mutantai aktyvuoja kaspaze-3, kuri nukerpa C-galinj
EAAT2 domeng (Boston-Howes et al, 2006). EAAT2 trikumas sutrikdo stabilios gliutamato
koncentracijos sinapsése palaikyma, o sinaptiniame plySyje besikaupiancios gliutamato molekulés
smarkiai padidina gliutamato receptoriy stimuliacijg, kuriai esant smarkiai padidéja kalcio jony
transportas j aktyvuojamo motorinio neurono vidy (Ferraiuolo et al, 2011). Laisvy kalcio jony
koncentracija ALS serganciy pacienty neuronuose padidéja ir dél sumazejusiy kalcj prijungianciy
baltymy parvalbumino ir kalbidino kiekiy. Be to, ALS atveju mitochondrijy iSoréje ir
tarpmembraninéje ertmeje kaupiasi mutantiniy SOD1 baltymy amiloidiniai agregatai, sutrikdantys
Ca?" homeostaze lasteléje. Nors néra tiksliai zinoma, kaip kalcio jony disbalancas paveikia neuronus,
pastebéta, jog gliutamato sukelta motoriniy neurony hiperstimuliacija nulemia $iy Igsteliy pazaidas ir

zutj (Zarei et al, 2015).

SOD1 agregaty kaupimasis neigiamai paveikia ir kitas mitochondrijy funkcijas bei valdomus
procesus. Bene svarbiausia is jy — pagrindinés lastelés energetinés medziagos ATP sintezé. Nustatyta,
jog SODI mutacijomis pasizyminciy ALS pacienty neurony mitochondrijose sutrikdoma elektrony
pernaSos grandinés 1-0jo ir IV-ojo kompleksy, generuojanéiy ATP sintezei reikalingg H* jony
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gradientg, veikla bei stebimi sumazéje lastelinio ATP kiekiai (Pasinelli et al, 2006, Muyderman ir
Chen, 2014). Neuronuose d¢l agregaty kaupimosi sutrinka ne vien mitochondrijy funkcionalumas,
bet ir jy transportas. Mitochondrijos jprastai transportuojamos isilgai aksony | tas lastelés vietas,
kuriose yra iSauges ATP ar kalcio jony poreikis. Manoma, jog SODI1 agregatai gali blokuoti
mikrovamzdeliais judanc¢ius motorinius baltymus kinezing bei dineino-dinaktino kompleksa, prie
kuriy mitochondrijos prisijungia. Aksony galuose sumazgjus sinapsiy veiklai vykdyti reikalingy
kalcio jony ir ATP kiekiams, sutrinka nervinio impulso perdavimas tarp motoriniy neurony (Shi et
al, 2010). Be to, SOD1 amiloidai gali sutrikdyti ir kity organeliy bei jvairiy baltymy, lipidy, RNR
judéjimg neuronuose (Zarei et al, 2015). Galiausiai, SOD1 mutantai sgveikaudami su
antiapoptotiniais Bcl-2 Seimos baltymais inicijuoja apoptozés sukelta neurony ziitj (Parsinelli et al,
2004).

1.4. Amiloidiné baltymy agregacija
1.4.1. Baltymy susilankstymas

Baltymai nuo sintezés pradzios iki degradacijos lastel¢je gali jgyti daugybe skirtingy
konformacijy. Tam, kad susintetintas baltymas bity funkcionalus, jis turi suformuoti tam tikra
erdvine struktiirg. Nesusilankste baltymai pasizymi didziausia laisvaja energija ir entropine biisena

(1.5 pav.).
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1.5. pav. Skirtingos baltymy suformuojamos erdvinés struktiiros ir jy energetinés biisenos

(pagal Raskatov ir Teplow, 2017).
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Susilankstymo procesas vyksta skirtingiems baltymo fragmentams konformacingje erdvéje
judant laisvosios energijos ir entropijos maz¢jimo kryptimi, kol suformuojama natyvi struktura, kuri
yra stabiliausia baltymo jgyjama konformacija lasteléje (Best, 2018). Sio proceso metu tarpinés
busenos baltymo molekulés turi pereiti energetinius barjerus, o tai jiems padeda padaryti Saperonai,
kurie prisijungia prie atviry besilankstancio baltymo pavirSiaus viety ir neleidzia Sioms baltymo

dalims tarpusavyje saveikauti bei sudaryti nefunkcionalias struktiiras (Vahdat, 2019).

Lastelinio streso metu, sutrikus Saperony veiklai ar jvykus baltymo sekos pokyc¢iams baltymai
nepilnai sulankstomi arba sulankstomi neteisingai. Tokiy baltymy pavirSiuje eksponuojama daugiau
hidrofobiniy aminortig§¢iy Soniniy grandiniy, kurios tarpusavyje sgveikauja agregaty sudarymo metu.
Klaidingos struktiiros baltymy susilankstymo metu, skirtingai negu natyvios biisenos molekuliy
atveju, peré¢jimai tarp tarpinés busenos struktiiry gali vykti ir laisvosios energijos did¢jimo kryptimi,
taCiau pats agregacijos procesas yra termodinamiskai palankus, nes susidariusiy agregaty laisvoji

energija yra mazesné nei pirminiy baltymo struktiiry (Adamcik ir Mezzenga, 2018).
1.4.2. Agregacijos mechanizmas

Baltymy amiloidinei agregacijai paaiskinti sukurta daug jvairiy mechanizmy, taciau visi jie
pasizymi keliais esminiais zingsniais (1.6 pav.). Kaupiantis blogai susilanks¢iusiems baltymams
pasiekiama kritiné jy koncentracija ir prasideda nedideliy agregaty, vadinamy oligomerais
formavimasis. Sis procesas vyksta lag fazés metu ir yra 1¢&iausia agregacijos stadija. Tuomet vyksta
fibriliy ilgéjimas, kurios metu prie oligomery, kurie dar vadinami agregacijos branduoliais, jungiasi
kitos baltymo molekulés, o susidarantys dariniai persirtvarko ir jgyja tvirtesne B-klostyta struktiira.
Fibriliy ilgéjimas vyksta dviem kryptimis, kol pasiekiama jsisotinimo faz¢, kuomet susidaro

maksimalus galimas agregaty kiekis. (Cohen et al, 2012).

Fragmentacija
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1.6 pav. Baltymy amiloidinés agregacijos mechanizmas pagal (Verma et al, 2015).
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Amiloidy formavimosi metu galimi ir nuo susidariusiy fibriliy priklausomi antriniai
agregacijos procesai — fibriliy fragmentacija bei antriné nukleacija. Fragmentacija vyksta kuomet
fibrilés suskyla | mazesnius agregatus ir dél to pagreitéja agregacijos greitis, kadangi atsiranda
daugiau laisvy galy, prie kuriy gali jungtis monomerai. Be to, maZesni agregatai pasizymi didesniu
citotoksiSkumu, nors jy konformacijos, lyginant su ilgesnémis fibrilémis, iSlicka nepakitusios (Wei-
Feng et al, 2009). Manoma, jog esant trumpesniems amiloidiniams dariniams padidéja jy sgveika su
lastelés membranomis bei sumazéja sgveika tarp paciy agregaty, neurony plazminé membrana tampa
labiau pralaidi uzlastelin¢je erdvéje susiformavusioms trumpoms neurofibrilinéms struktiiroms. Dél
to membraninés struktiiros yra labiau pazeidziamos ir Igsteléje iSauga agregaty skaicius. Fibriliy
fragmentacija jvyksta dél mechninio streso, Siluminio daleliy judéjimo ar kai kuriy Saperony veiklos
(Wei-Feng et al, 2010). Antriné nukleacija vyksta, kuomet agregacijos branduoliai susiformuoja ant
jau tirpale esaniy agregaty pavirsiaus. Sis procesas paspartina agregaty susidaryma bei gali biti
vienas i§ dominuojanéiy mechanizmy agregaty kiekio padauginime amiloidiniy patologijy metu

(Alijanvand et al, 2021).

Branduoliy formavimasis yra agregacija limituojanti stadija, todél norint sutrumpinti lag fazg,
kurios metu vyskta Sis procesas, ] tirpalg pridedamas nedidelis kiekis jau susiformavusiy agregaty,
vadinamy ,,sé¢kla“. Daznu atveju naudojama homologiné ,,sékla®, sudaryta i to paties agregacijoje
dalyvaujancio baltymo molekuliy, taCiau agregacijg inicijuoti gali ir i§ kito baltymo agregaty
suformuota ,,s¢kla®, nors tokia heterologiné saveika biidinga ne visoms amiloidogeniniy baltymy
poroms (1.7 pav.) (Subedi et al, 2022). Be to, skirtingy baltymy molekuliy tarpusavio sgveika stebima
ir koagregacijos metu, kuomet vienu metu dviejy baltymy monomerai agreguoja jungdamiesi prie tos
pacios fibrilés galy arba sudaro atskirus agregatus, kurie sukimba tam tikromis pavirSiaus vietomis
(Bondarev et al, 2018). I8 skirtingy baltymy molekuliy sudarytos amiloidiniy agregaty sankaupos
aptinkamos ir neurodegeneratyviniy ligy metu (Subedi et al, 2022). Tokiu budu amiloidinés
struktiiros gali greiciau iSplisti ] aplinkines lasteles, o prioniniy ligy atveju net ir infekuoti kitus

audinius ar organus (Fernandez-Borges et al, 2013).
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1.7 pav. Homologings ir heterologinés baltymy agregacijos schemos (pagal Bondarev et al, 2018).
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1.4.3. Aplinkos veiksniy jtaka agregacijai

Amiloidine baltymy agregacijg sukelia oksidacinis stresas bei mutacijos amiloidogeninius
baltymus koduojanc¢iuose genuose, taciau veiksniy, galinciy palengvinti agregaty susidarymg yra ir
daugiau. Baltymai lengviau agreguoja esant didelei jy koncentracijai. Esant didesniam molekuliy
tankumui tirpale padidéja jy tarpusavio susidiirimy skai¢ius ir tikymybé sukibti | agregatus. Be to,
padidéjus baltymo koncentracijai, ne tik pagreitéja agregacijos procesas, bet ir padaugéja susidaranciy
agregaty kiekis. Baltymai suformuoja netirpius fibrilinius darinius tik pasiekus tam tikrg blogai
susilanksciusio baltymo koncentracija. Tik virSijus §ig koncentracijg agregacijos Gibso energijos

pokytis tampa neigiamas, o pats procesas — energetiskai palankus vykti.

Agregaty susidarymui palanki aukSta temperatira. Tuomet baltymas denatiiruoja ir
hidrofobinés aminoriigitys yra daugiau eksponuojamos j iSorg. Sios aminortigitys saveikaudamos
tarpusavyje stumia tirpale esancias vandens molukules. Sgveikai tarp baltymy molekuliy agregacijos
metu jtakos turi ir pH. Baltymai yra amfoterinés medziagos, kurios turi skirtingai jkrautas
aminortigstis. Kuomet tirpalo pH yra lygus baltymo pl, monomery kriiviy suma tampa lygi 0 ir
molekulés gali lengviau sgveikauti tarpusavyje dél sumazéjusios jy tarpusavio elektrostatinés stimos
jégos. Druskos taip pat turi jtakos baltymy agregacijai. Esant dideléms drusky koncentracijoms
sumazéja baltymy solvatacija, kadangi didelé dalis vandens panaudojama drusky tirpinimui (Zaman

et al, 2014).
1.4.4. Agregaty struktira

Amiloidinés fibrilés yra 7-13 nm plo¢io bei keliy mikrometry ilgio dariniai, kuriy pagrindinis
bruozas — P-klostyta struktira (1.8 pav.). Agregacijos metu prisijungus baltymy monomerams
susidarancios B-klostés iSsidésto iSilgai fibrilés aSies ir sudaro tarpmolekulinius vandenilinius rySius
tarp aminorligs¢iy Soniniy grupiy, kurios viena nuo kitos nutolusios 4,7 A. Fibrilés tvirtuma palaiko
statmenai fibrilés asies esancios jvairios sgveikos (vandeniliniai, elektrostatiniai rySiai, hidrofobing,
Van der Valso sgveika,) tarp 10 A atstumu nutolusiy peptidiniy grandiniy (Shanmugam et al, 2019).
Susidarancios struktiiros yra standzios, tvirtos, atsparios temperatirai, denatlirantams bei
proteinazéms (Giorgetti et al, 2018). Amiloidiniai agregatai tarpusavyje gali skirtis protofilamenty
skai¢iumi, iSsidéstymu erdvéje, antriniy struktiry kiekiy bei konformacija, Sie skirtumai gali
pasireiks$ti net tarp to paties baltymo formuojamy fibriliy, o toks reiskinys vadinamas amiloidy
polimorfizmu. Skirtingy agregaty susidarymas jprastai priklauso nuo baltymo koncentracijos,
temperatliros, purtymo arba tirpalo sudéties, taciau kai kuriy amiloidogeniniy baltymy atvejy

amiloidy polimorfizmas stebimas ir tomis paciomis saglygomis susidaranciose fibrilése. Polimorfai
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gali pasizymeéti skirtingu augimo greiciu, stabilumu ar toksiSkumu lgsteléms ir gali nulemti skirtingg

jvairiy ligy pobiidj bei progresavimo greitj (Chatani et al, 2021).
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1.8 pav. B-klostyta struktiira amiloidinése fibrilése.
1.5. Agregacijos slopikliai

Amiloidinéms ligoms gydyti pasitelkiamos jvairios strategijos, kuriomis siekiama kaip
jmanoma labiau sumazinti amiloidiniy agregaty susidaryma. Kuriant naujus vaistinius preparatus
bandoma atrasti mazos molekulinés masés junginius, kurie galéty stabilizuoti natyvig baltymo
struktura, sgveikauty su oligomerais ir nukreipty juos neamiloidiniy agregaty susidarymo keliais,
blokuoty monomery prisijungima prie fibriliy galy ar vykdyty susidariusiy agregaty destrukcija (Hard
ir Lendel, 2012). Taip pat ieSkoma junginiy, kurie veikty baltymus, kurie dalyvauja agreguojantj
baltymg koduojancio geno raiSkos valdyme, baltymo sintez¢je arba palengvina signalo perdavimag

nervingje sistemoje.

I§ tiriamy mazos molekulinés masés junginiy nemazg potencialg turi polifenoliai, kurie
natiiraliai aptinkami gamtoje kaip jvairiy augaly antriniai metabolitai. Siai medziagy grupei priklauso
flavanoidai, kurkuminoidai, taninai, katechinai ir Kiti junginiai, kuriuos sudaro du ar daugiau
hidroksilinty aromatiniy ziedy. Manoma, jog Sie aromatiniai ziedai sgveikauja su baltymy aromatiniy
aminortgsciy Soninémis grupémis, taip trukdydami fibriliy susidarymui. Be to, dauguma polifenoliy
veikia kaip antioksidantai, mazinantys laisvyjy deguonies radikaly kiekj ir jy daromg Zalg lasteléms.
Nemazai daliai polifenoliy budingas auto-oksidacijos procesas, d¢l kurio sumaZzéja Siy medziagy
biologinis prieinamumas (Giorgetti et al, 2018). Taciau kai kurie auto-oksidacijos produktai pasizymi
netgi stipresniu amiloiding agregacija slopinanciu poveikiu negu pirminis junginys. Pavyzdziui, tarp
polifenoliy literatiiroje placiai apraSyto zaliojoje arbatoje randamo (-)epigalokatechino galato
(EGCQ) oksidacijos produktai chinonas ir chinonoidas kovalentiSkai jungiasi prie amiloidogeniniy

baltymy ir dar stipriau nei EGCG slopina jy agregacija in vitro (Fernandez et al, 2021).
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Kitos medziagos, naudojamos antiamiloidiniy vaisty kiirimui, yra smulkiis peptidai, kuriy
seka atitinka dalj amiloidogeninio baltymo sekos ir tose vietose uzkloja baltyma bei slopina jo kitas
tarpmolekulines sgveikas (Jha et al, 2018). Taip pat siekigma sukurti jvairiy antibiotiky, nanodaleliy
bei antiktiny panaudojimu paremtus amiloidiniy ligy terapijos buidus (Piccoli et al, 2017; Debnath et
al, 2017; Sevigny et al, 2016).

Nepaisant begalés laboratoriniy tyrimy bei jdedamy pastangy siekiant sukurti vaistus nuo
neurodegeneratyviniy sutrikimy, tik labai maza dalis junginiy sékmingai pereina visas klinikiniy
tyrimy fazes ir yra patvirtinami komerciniam naudojimui. D¢l vis dar ne iki galo suprantamo ligy
patogeniskumo bei susidaranciy agregaty sudétingumo daznu atveju vaistai nukreipiami j klaidingus
taikinius, kurie neduoda norimo rezultato arba yra pasirenkama per mazai taikiniy. Taciau kol kas net

ir visus tyrimus sékmingai praé€j¢ preparatai nesugeba pilnai iSgydyti neurodegeneratyviniy ligy.
1.6. SOD1 agregacijos slopikliai

Tyrimy, kuriais bandoma ieskoti SOD1 agregacija slopinanc¢iy medziagy, atlikta nemazai.
Daznu atveju vaisty ieSkoma tarp ty junginiy klasiy ir rinkoje jau patvirtinty preparaty, kurie buvo
s¢kmingi kity baltymy amiloidinés agregacijos slopinimo tyrimy metu. Eksperimentai atlikti su
jvairiais SOD1 mutantais, o pasirinkti junginiai orientuojami | skirtingus taikinius. Dauguma tyréjy
ieSko medziagy, galin¢iy stabilizuoti baltymo dimera, kadangi Sioje biisenoje esanti SODI1 yra
natyvioje formoje, o jos destabilizavimas suskylant | monomerus yra glaudziai susij¢s su didesne
baltymo agregacijos tikimybe (Auclair et al, 2010). Kiti tyréjai pasirenka junginus, galin¢ius jungtis

prie baltymo monomery ir neleisti jiems sukibti tarpusavyje (Bhatia et al, 2015).

Vaisty paieskai pasirenkami skirtingi tyrimo metodai — kompiuterinis modeliavimas, SOD1
agregacijos kinetikos tyrimai in vitro, eksperimentai su lgsteliy kultiromis ar jvairios struktiiros
analizés. Taciau kol kas tarp patvirtinty vaisty nuo ALS, paminéty 1.3.1. skyrelyje, preparaty,
slopinan¢iy SOD1 agregacija, néra. Literatiiroje aprasomi slopikliy tyrimai paremti tik keliais
metodais, tad iSvados apie ty medziagy veiksminguma ne visada biina pilnai pagrjstos. Taikomy
tyrimy siaurumas, skirtingy baltymo varianty naudojimas bei kol kas prastas supratimas apie
agregacijos metu vykstanéius baltymy molekulinius poky¢ius ir skirtingus agregaty vaidmenis 1igos

patologijos metu neleidzia sukurti pilnai ALS i$gydantj preparata (Mehta et al, 2017).
1.7. Alfa-sinukleinas

Alfa-sinukleinas (ASyn) — nestruktiirizuotas 14,46 kDA baltymas, kurio gausu nervy sistemos
lastelése (1.9 pav). Nors kol kas ASyn funkcija néra iki galo zinoma, manoma, jog Sis baltymas

dalyvauja nervinio signalo perdavime, kadangi ASyn kiekiai aksony galuose Zymiai didesni nei kitose
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neurono vietose. Mokslininkams kilo klausimy, kas nulemia ASyn specifiSkumg lokalizuotis tik prie
tam tikros lastelés membranos vietos. Kadangi Sis baltymas neturi transmembraniniy domeny ir
lipidiniy inkary, tikétina, jog sgveikai su aksony galy membranomis turi jtakos N-gale esantys septyni
11-kos nukleotidy pasikartojimai. Siuose pasikartojimuose esanti polin¢ treonino $oniné grupé
sutrikdo hidrofobine sgveika su lipidais tiek, jog ASyn specifiSkai jungiasi tik prie dideliu kreivumu
pasizymin¢iy membrany (Bendor et al, 2013). Pakeitus treonino molekules nepolinémis
aminorugsStimis, ASyn prarado specifiskumg Sioms neurony membranoms bei mazoms
transportinéms pusleléms (Pranke et al, 2011). Pastebéta, kad sumazinus funkcionalaus ASyn kiekj
aksonuose, sinaptiniame plySyje sumaz¢jo dopamino koncentracija ir sutriko nervinio signalo
perdavimas, kadangi esant per mazam $io neuromediatoriaus kiekiui nebuvo aktyvuoti postsinaptiniai

receptoriai ir visos dopamino molekulés sugrjzo j pradinj aksong (Nemani et al, 2010).

Ivairiy tyrimy metu nustatyta, jog ASyn sgveikauja ir su jvairius lastelés procesus
reguliuojanciais baltymais, tad galimy Sio baltymo funkcijy lasteléje gali buti ir daugiau. Literatiiroje
aprasSytas ASyn apoptozés slopinimo, Saperoninis, gliukozés kiekio reguliacinis, antioksidacinis bei
kalmodulino valdymo aktyvumas (Emamzadeh, 2016). Tac¢iau ASyn pladiai zinomas kaip patologinis
Parkinsono ligg sukeliantis baltymas. Sios ligos metu agreguojanéios ASyn molekulés suformuoja
mazus apvalios formos klasterius, vadinamus Lewy kiineliais. Sie kaneliai, kuriy sudétyje be ASyn
yra ir keli kiti baltymai, citozolyje pleciasi didéjant agregaty kiekiui, o i§ iSorés gali biiti apjuosti
papildomais neurofibriliniais tinklais, sudarytais i$ agreguojancio fosforilinto tau baltymo (Kim et al,
2014). Lewy kineliais uzkimsti neuronai praranda savo funkcionalumg, o Parkinsono liga
sergantiems asmenims sutrinka koordinacija, geb¢jimas judéti, atsiranda raumeny traukuliai, daznu
atveju pasireiSkia demensija. Nustatyta, jog egzistuoja rySys tarp ASyn ir kity amiloidogeniniy
baltymy. Literatiiroje apraSyta ASyn sgveika su prouzdegiminiu baltymu S100A9, Alzheimerio liga
sukelianciais amiloidu-f ir tau baltymu. (Horvath et al, 2018; K&ppen et al, 2020; Torres-Garcia et
al, 2022).

e
o =
QAL - ™

1.9 pav. ASyn erdviné struktiira (PDB: 1XQ8)
1.8. Agregacijos tyrimai in vitro

Norint 1iStirti jvairiy veiksniy poveikj amiloidy susidarymui, geriau suprasti galimus

mechanizmus ar nustatyti susidariusiy agregaty struktliras pirmiausiai atlieckami in vitro tyrimai.
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Kadangi baltymy agregacija, vykstanti amiloidiniy ligy metu, savaime yra létas procesas, $iy tyrimy

metu aplinkos salygos pakei¢iamos taip, jog procesas vykty per optimaly laika.

Amiloidy tyrimams svarbi agregacijos kinetikos analiz¢. Jos metu stebimas naudojamy dazy,
prisijungianciy prie susidaran¢iy agregaty pavirSiaus, fluorescencijos emisijos intensyvumo pokytis
laike. Sis pokytis leidzia stebéti visus pagrindinius agregacijos etapus bei jvertinti jy trukme. I3 gauty
kreiviy skai¢iuojami pagrindiniai agregacijos kinetikos parametrai — agregacijos puslaikis, parodantis
per kiek laiko suagregavo pusé viso baltymo, lag fazés, kurios metu vyksta agregacijos branduoliy
formavimasis, trukmé, fibriliy ilgéjimo greitis, parodantis monomery jungimosi tarpusavyje
efektyvuma, bei jsisotinimo metu pasiekiamg fluorescencijos emisijos intensyvuma, kurio vertés
nustato galimai nevienodus agregaty tipus pagal skirtingg jy geb¢jimg prisijungti fluorescencinj daza
(1.10 pav.).

"""""""""" Fibriliy ) "
3 augimo sisotinimas

Fluorescencijos SO — -I—-

. greitis
maksimumas

ibriliy ilgéjimas
Lag fazé
tso

1.10 pav. Agregacijos kinetikos kreivé ir kinetiniai parametrai. tiag — lag fazés trukmé, tso — agregacijos

puslaikis.

Kinetikos tyrimuose dazniausiai naudojamas fluorescencinis dazas tioflavinas T (ThT)(1.11
pav. A). Tirpale esant nesuriStoms ThT molekuléms nustatomas mazas fluorescencijos emisijos
intensyvumo signalas, kadangi dél mazo energetinio barjero tarp skirtingy ThT konformacijy
vykstanti rotacija aplink C-C rysj tarp benzilamino ir benzatiolo grupiy, numal$ina fotony sukeliama
ThT suzadinimg. DaZui prisijungus prie agregaty molekulé imobilizuojama jy pavir$iuje, rotacijai
sustojus iSsaugoma suzadinta biisena ir stebimas fluorescencijos emisijos intensyvumo padidéjimas

(Biancalana ir Koide, 2010).

21



1.11 pav. ThT molekuliné formulé (1) ir i§sidéstymas prisijungimo prie amiloidiniy agregaty metu

(2) (pagal Biancalana ir Koide, 2010).

ThT suzadinamas 440 nm ilgio Sviesa, o fluorescencijos emisijos maksimumas stebimas ties
480 nm. Nors dazo molekulés gali jungtis prie jvairiomis aminoriig§iy sekomis pasizyminciy
dariniy, jos jungiasi tik prie agregaty, o ne prie iStirpusiy baltymy, tad manoma, jog $j specifiSkuma
nulemia palankus amiloidy sudétyje esanciy B-klos¢iy sudaromas pavirsius (1.11 pav. B) (Biancalana

et al, 2008).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos ir laboratoriné jranga
2.1.1. Laboratoriné jranga

e 0,22 ym pory skersmens, 47 mm diametro filtrai ,,Sartorius Stedim Biotech® (Fisher
Scientific);

e 49,5 mm skersmens dializés Zarna ,,Zella Trans Roth* (pralaidumas 6-8 kDa);

e 96 Sulinéliy mikroplokstelé ,,Corning*;

e Atominés jégos mikroskopas ,,Bruker Dimension FastScan®;

e Autoklavas ,,AHS-75N* (Raypa);

e Centrifuga ,,HiCen SR*, rotoriai AF 6.500 ir AS 4.500 (HeroLab);

e Chromatografiné sistema ,,AKTAexplorer* (GE Healthcare);

e Chromatografiné kolonélé ,,XK26/20“ (GE Healthcare);

e Dializés Zarna: 49,5 mm skersmens ,,Zella Trans Roth* (pralaidumas 6-8 kDa);

e Elektroforezés aparatas ,,Biometra Mingel-Twin* su ,,Biometra PS 300 T” srovés $altiniu;

e Filtrai: 0,22 um pory skersmens, 47 mm diametro ,,Sartorius Stedim Biotech® (Fisher
Scientific);

e Filtravimo sistema ,,Sigma Aldrich*;

e FTIR spektrometras ,,Bruker Invenio S*;

e Magnetinés maisSyklés: ,,Scientifica ARE* (Velp), ,,Maxi Direct” (VARIOMAG);

e 96 Sulinéliy mikroplokstelés ,,Corning*;

e Mikroploksteliy sandarinimo juosta ,,Nunc®;

e Mikroploksteliy skaitytuvas ,,BMG Labtech Clariostar Plus®;

e pH-metras ,,Orion DUAL STAR meter* (Thermo Scientific);

e Purtykle ,,KS 4000i“ (IKA);

e Spektrofotometras ,,UV-1800 (Shimadzu Scientific Instruments);

e Svarstyklés ,,PCB 1000-2 (Kern)*“, ,,TP-214* (Denver Instruments);

e Termostatas ,,IB-15G* (Fisher Scientific);

e Termostatiné purtykle ,, DITABIS MHR 23“ (Fisher Scientific);

e Ultragarso $altinis ,,Bandelin Sonopuls 3100, antgaliai — VS70/T, MS72.
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2.1.2. Medziagos

® AB Vilniaus degtiné: 96 % ctanolis;

e Acros Organics: 99 % Na>SOs, 99,6 % NH4Cl, 99 % glicerolis, 98,5 % NaOH, 98 % GuHClI,

NaH2PO4 , 37 % HCl tirpalas, 50 % NaOH tirpalas, 99,5 % APS, NiCl> - 6H.0;

e Carl Roth: 99 % KH2POs, KCI, kazeino hidrolizatas, TRIS, 99 % ampicilino natrio druska,

Luria Broth mitybiné terpé, 99 % CH3COOH,;

e Fisher Scientific: 99,5 % MgSOs, laktozé, imidazolas, KoHPOa, dekstrozé, TEMED, NDS,
triptonas, akrilamido/bis-akrilamido 30 % tirpalas, 99% EDTA, agarozé¢, DMSO, DTT,

molekulinés masés zymuo ,,EZ-RUN prestained Rec protein ladder®, elektroforezés geliy

dazas ,,Ez-Run Protein Gel Staining Solution®;

® GE Healthcare: sorbentai ,,Ni Sepharose™ 6 Fast Flow"; ,, DEAE Sepharose™ Fast Flow*;

,,SuperdeXT'\’| 75 prep grade*.

e Oxoid: mieliy ekstraktas;

e Sigma-Aldrich: ThT, 98 % CuSOa, 98 % ZnSO;4 - 6H20.

2.1.3. Mitybinés terpés

e Autoinduktyvi terpé:
2.1 lentelé. Autoinduktyvios ZYM-5052 terpés sudétis norint paruosti 2,4 L terpés.

Kazeino hidrolizatas 24 ¢
Mieliy ekstraktas 12 ¢

25 mM NaH2PO4 8,52 g
25 mM KH2POq4 8,16 g
50 mM NH4CI 6,429

5 mM NaxSO4 1,68 ¢

2 MM MgSOs4 1,17 g
0,5 % glicerolis 129
0,05 % gliukozé 129
0,2 % laktozé 48¢

50 mM CuSOgtirpalas 14,4 mL
50 mM ZnSOaqtirpalas 14,4 mL

e LB terpé: dejonizuotame vandenyje istirpinama 25 g LB-Medium terpés misinio;
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e S.0.C. terpé: 100 mL terpés — 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 0,05 g NaCl, 0,25 ml 1 M
KCI, 0,1 ml 1 M MgClz, 1 ml MgSOs, 20mM gliukozés.

Mitybinés terpés 20 min autoklavuojamos iki 121 °C jkaitintame termostate, slégis 1 atm.
2.1.4. Lastelés
Baltymo sintezei naudotas E. coli BL21 Star™(DE3) kamienas (Invitrogen).
2.1.5. Konstruktas

Transformacijai naudota pET303/CT-his plazmidé su zmogaus SOD1 genu ir pET303/CT su

alfa-sinukleino genu (Invitrogen).
2.1.6. Tirpalai

e Buferinis tirpalas A1: 50 mM Na;HPOs, 100 mM NacCl, pH 7,5;

e Buferinis tirpalas B1: 50 mM Na2HPOs, 100 mM NacCl, 0,5 M Imidazolas, pH 7,5;

e Buferinis tirpalas A2: 20 mM TRIS-HCI, 0,5 mM DTT, pH 8;

e Buferinis tirpalas B2: 20 mM TRIS-HCI, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, pH 8;

e Buferinis tirpalas C: 100 mM CH3COOH/CH3COONa, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 3,8;

e Buferinis tirpalas D: 100 mM CH3COOH/CH3COONa, 50 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH 3,8;

e Buferinis tirpalas E: 10 mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,4;

e Buferinis tirpalas F: 20 MM TRIS-HCI, 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, pH 8;

e Buferinis tirpalas G: 20 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, pH 8;

e Baltymy elektroforezés buferinis tirpalas: 3 g TRIS, 14,4 g glicino, 1 g NDS tirpinami 100
mL dejonizuoto vandens.

e Buferinis tirpalas H: 100 mM Na;HPO4/NaH2POa, pH 7,4.
Tirpaly pH iki reikiamos vertés privedami HCl arba NaOH tirpalais. Pagaminti tirpalai
filtruojami pro 0,45 um pory dydzio filtrus.

2.2. Metodai

2.2.1. Plazmidinés DNR transformacija

1100 pL kompetentiniy lgsteliy pridedama 2 pL. plazmidinés DNR. Lastelés inkubuojamos lede
30 min. Véliau Igstelés 90 s laikomos iki 42 °C jkaitintame termostate, tada vél inkubuojamos lede 2
min. Jpilama 400 uL S.O.C. terpés, 45 min inkubuojama 37 °C purtykléje 220 aps./min grei¢iu. Po
inkubacijos centrifuguojama (2 min, 20 °C, 6000 aps./min), 150 uL supernatanto nupilama, lastelés
suspenduojamos likusiame supernatanto kiekyje, iSséjamos léksteléje ant 100 pg/mL ampicilino

turin¢ios LB terpés. Lékstelés 16 val. laikomos 37 °C termostate.
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2.2.2. Baltymo sintezé

Tikslinio baltymo sintez¢ vykdoma naudojant nakting kultiirg. ]| 30 mL autoklavuotos LB terpés
pridedama 30 pL ampicilino ir uzsé¢jama viena kolonija, uzaugusi po transformacijos. Kultiira
auginama purtykléje (37 °C, 220 aps./min) iki kol matuojama terpés $viesos sugertis ties 600 nm
pasiekia 0,6. Tuomet 500 pL naktinés kultiros persé¢jama i kolbas su 400 mL autoinduktyvios
mitybinés terpés su ampicilinu ir 16 val. auginama purtykléje (37 °C, 220 aps./min). Po inkubacijos
terpés centrifuguojamos (20 min. 6000 aps./min), supernatantas nupilamas, biomas¢ surenkama ir

uz8aldoma —80 °C temperatiiroje.
2.2.3. Superoksido dismutazés-1 gryninimas

Lasteliy biomasé¢ mechaniskai homogenizuojama buferiniame tirpale Al. Homogenizatas
laikomas lede ir 15 min ultragarsu ardomas 30 s impulsais kas 30 s. Ultragarsinimui naudojamas
antgalis VS70/T, nustatoma 70% antgalio amplitudé. Tuomet biomas¢ 20 min centrifuguojama 4 °C
18000 aps./min. Gautas supernatantas sumaiSomas su nulygsvarintu IMAC sorbentu. Sorbentas
pakraunamas j kolona, kuri prijungiama prie ,, AKTAexplorer” chromatografinés sistemos.

Toliau atliekama afininé chromatografija. Leidziamas buferinis tirpalas A1 3 ml/min greiciu,
kol iSplaunami baltymai, nesgveikaujantys su sorbentu. Véliau leidZziama 10 % buferinio tirpalo B1
koncentracija, kol iSplaunami silpnas sgveikas su sorbentu sudarantys baltymai. Buferinio tirpalo Bl
koncentracija padidinama iki 40 %, renkamos tikslinio baltymo frakcijos.

Surinktos frakcijos supilamos j 49,5 mm skersmens dializés zarng ,,Zella Trans Roth® ir 12
val. dializuojamos buferiniame tirpale C, po to 2 val. buferiniame tirpale D. Véliau dializé po 3 val.
vykdoma dviejuose buferiniuose tirpaluose E. Po dializés baltymo tirpalas filtruojamas pro 0,22 um
skresmens filtra. Spektrofotometru matuojama baltymo tirpalo $viesos sugertis (e280 = 5750 Mt x cm

12 =280 nm), o koncentracija nustatoma pagal Bero-Lamberto désnj.

2.2.4. Alfa-sinukleino gryninimas

Lasteliy biomasé¢ mechaniskai homogenizuojama buferiniame tirpale X. Homogenizatas 15
min ardomas ultragarsu. Tuomet biomasé 20 min. centrifuguojama (4 °C 18000 aps./min.), gautas
supernatantas 15 min. kaitinamas 80°C ir dar karta centrifuguojamas (4 °C 18000 aps./min.).
Supernatantas nupilamas ir sumaiSomas su nulygsvarintu DAEA sefarozés sorbentu. Sorbentas
pakraunamas j kolong ir prijungiamas prie chromatografinés sistemos. Kolona praplauna 100 mL A2
buferiniu tirpalu, po to leidZiant laiptinj tirpalo B2 gradienta atplaunamas tikslinis baltymas.
Surinktos frakcijos dializuojamos B3 buferiniame tirpale ir leidziamas per gilfiltracing kolonéle,
pakrautg SuperDex 75 sorbentu. Baltymo koncentracija matuojama kaip aprasyta pries tai (280 = 5960

M1 x cm?, 1 =280 nm).
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2.2.5. Baltymy elektroforezé

Pagal 2.2 lentele pagaminamas skiriamasis gelis, kuris véliau supilamas tarp elektroforezés
ploksteliy. Ant gelio virSaus uzpilama distiliuoto vandens ir 45 min palickama stingti. Sustingus
skiriamajam geliui vanduo nupilamas, ruoSiamas koncentruojamasis gelis, kuris supilamas tarp
elektroforezés ploksteliy ant skiriamojo gelio. Tarp ploksteliy j koncentruojamajj gelj jstatomos
,»Sukos®, 30 min palickama stingti. Geliui sustingus elektroforezés plokstelés jstatomos |
elektroforezés aparata, kuris iki atzymy uzpildomas elektroforezés buferiniu tirpalu, iSimamos
,,Sukos®. | susidariusius ,,Sulinélius® pripilama po 10 pL paruosty meéginiy, i krastinj ,,Sulinelj*
pripilama ,,Page Ruler Low Range Protein* Zymeklio. Elektroforezé atlickama esant 30 mA srovei ir
150 V jtampai. Pasibaigus eclektroforezei, gelis 1 val. dazomas ,,Ez-Run Protein Gel Staining

Solution” dazais, véliau blukinamas vandeniu.

2.2. lentelé. Elektroforezés geliy sudétis

Gelio sudedamoji dalis Medziagos taris | Medziagos taris
skiriamajame gelyje (12 %) | koncentruojamajame gelyje (4 %)

Distiliuotas vanduo 2,55 mL 1,27 mL

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1,53 mL -

1.5 M Tris-HCI pH 6.8 — 500 pL

40 % AA/BAA 1.83mL 201 pL

10 % NDS 61 pL 20 pL

10 % APS 30,5 puL 10 pL

TEMED 3,65 pL 2 pL

2.2.6. Amiloidiniy fibriliy gamyba ir agregacijos kinetikos tyrimai

SOD1 amiloidinéms fibriléms gauti j buferinj tirpala H pridedama 200 uM baltymo, 5 mM
DTT, 0,5 M GuHCI iki galutiniy koncentracijy. ASyn atveju j buferinj tirpalg H pridedama baltymo
monomery iki galutinés 200 UM koncentracijos.

Atliekant tyrimus su slopikliais j H tirpalg pridedama 200 uM baltymo, 5 mM DTT ir slopikliy,
iStirpinty DMSO, iki galutiniy 100 uM, 200 uM arba 400 uM koncentracijy. Paruosti méginiai po 1
mL iSpilstomi | mégintuvélius, kurie patalpinami j termostating purtykle ir 24 val. purtomi 600
aps./min greiciu, esant 60 °C temperatarai.

Atliekant agregacijos kinetikos tyrimus paruoSiami méginiai, kaip apraSyta prie§ tai ir

pridedama ThT iki galutinés 50 UM koncentracijos. Méginiai po 100 pL isSpilstomi j 96 Sulinéliy
27



plokstele, kuri patalpinama j mikroploksteliy skaitytuva, kur 24 val. purtomi 600 aps./min greiciu,
esant 60 °C temperatiirai. ThT suzadinimas vyksta 440 nm ilgio bangomis, kas 5 min matuojamas
fluorescencijos emisijos intensyvumas ties 480 nm ilgio bangomis.
Gauti agregacijos kinetikos duomenys normalizuojami pagal lygtj:
oo I -Imin ' @
Imax — Imin

kur 1° — normalizuotas ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo dydis, | — ThT fluorescencijos
emisijos intensyvumas tam tikru laiko momentu, Imin — minimalus ThT fluorescencijos emisijos
intensyvumo dydis, Imax — maksimalus ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo dydis.

Fibriliy ilgéjimo greitis skaiiuojamas gluodinant kinetikos kreives tiesés lygtimi:
y=ax+h 3

kur y — fluorescencijos emisijos intensyvumas laiko momentu X, a — tiesés krypties koeficientas
(fibriliy ilgéjimo greitis), b — taskas, kuriame tiesé kerta y asj. Gluodinimas atliekamas x asies ruoze,

kur y vertés yra lygios 0,4 — 0,6 maksimalios y vertés.
2.2.7. Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija (FTIR)

Paruostos baltymy fibrilés 10 min centrifuguojamos 11 000 aps./min grei¢iu. Supernatantas
nupilamas, uzpilama 200 pL D>O ir centrifuguojama vél. Plovimo sunkiu vandeniu Zingsniai
kartojami 3-4 kartus. Nupylus supernantanta po paskutinio plovimo uzpilama 30 pL D20, méginys
papipetuojamas ir patalpinamas | celg tarp dviejy CaF2 stikly, atskirty 0,05 mm storio teflonine
tarpine. Nuskenuojamos 256 interferogramos, kurios vidurkinamos ir Furjé transformacija
paverciamos | sugerties spektrg. Duomenys apdorojami GRAMS/AI programa. I$ kiekvieno sugerties
spektro atimami D20 ir vandens gary spektrai, duomenys normalizuojami srityje, esancioje tarp 1700

cm™ir 1595 cm™.
2.2.8. Atominés jégos mikroskopija (AFM)

Ant Zérucio pavirSiaus uZpilama 30 pL APTES ir palaukiama 5 min. Zérutis nuplaunamas 3
mL distiliuotu vandeniu ir nusausinamas puciant sausg org. Tuomet ant Zérucio pavirSiaus uZzneSama

30 pL méginio, palaukiama 5 min ir kartojama plovimo ir sausinimo procedura.

Zérutis su méginiu patalpinamas j atominés jégos mikroskopa. Skenavimo greitis — 0,8 Hz,
plotas 5 um x 5 um, skenavimo kokybé 1024 x 1024 tasky. AFM nuotraukos apdorojamos Gwyddion

programa.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Tiriamasis darbas buvo padalintas j tris dalis. Pirmoje dalyje buvo siekima jvertinti, ar alfa-
sinukleinas ir jo agregatai turi jtakos SOD1 agregacijai, kadangi yra straipsniy, aprasanc¢iy galimg Siy
baltymy tarpusavio Sgveika (Helferich et al, 2015). Antroje dalyje atlikta potencialiy SODI
agregacijos slopikliy paieska tarp sulfonamido funkcing grupe turinéiy junginiy. Trecioje dalyje

patikrinta, ar pasikeicia atrinkty SOD1 agregacijos slopikliy poveikis tirpale esant alfa-sinukleinui.

3.1. Alfa-sinukleino poveikis SOD1 amiloidinei agregacijai

Baltymy amiloidinei agregacijai poveikj gali turéti ne tik pavieniy mazos molekulinés masés
junginiy, aplinkos temperatira ar tirpalo pH. Svarby vaidmen;j atlieka ir baltyminiai agregatai,
tarnaujantys kaip pavirsius, prie kurio prisijungg kito baltymo monomerai sudaro fibrilinius darinius.
Be to, agregacijos metu vieno baltymo molekulés gali aplipti kito baltymo agregatus ir susidaryti
bendras baltymy klasteris. D¢l Siy priezas¢iy gali pakisti amiloidiniy ligy eiga bei progresavimo
greitis. Vienas i§ Sio tyrimo objekty — Parkinsono ligos metu agregatus sudarantis baltymas alfa-
sinukleinas. Ankstesniy tyrimy metu buvo nustatyta, jog ASyn molekulés agregacijos metu
sgveikauja su amiloido B peptidu bei baltymais S100A9 ir tau (Horvath et al, 2018; Koppen et al,
2020; Torres-Garcia et al, 2022).

Remiantis ankstesniy darby laboratorijoje patirtimi SOD1 agregacijos tyrimams nuspresta
naudoti 200 uM baltymo koncentracija j tirpalg pridedant redukcinés medziagos DTT ir denattiranto
GuHCI iki atitinkamai 5 mM ir 0,5 M galutiniy koncentracijy (Musteikyté et al, 2020). DTT iSardo
disulfidinius tiltelius, sujungian¢ius SOD1 monomerus, o GuHCI palengvina baltymo agregacija

skatindamas monomery i$silankstyma.

Tyrimo metu buvo tiriamas ASyn monomery ir agregaty poveikis SOD1 amiloidinei
agregacijai. Pirmiausia buvo atliktas agregacijos kinetikos tyrimas, kurio metu buvo matuojamas
dazo ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo pokytis laike. Gautos SOD1 agregacijos kinetikos
kreivés (3.1 pav. kairéje), i§ jy paskaiciuoti agregacijos puslaikiai (3.1 pav. desinéje). Rezultatai
parodé, jog méginiy, | kuriuos buvo pridéta 100 pM ASyn monomery, agregacijos puslaikis
vidutini$kai buvo daugiau nei 3 valandomis mazesnis, negu SOD1 kontrolés méginuose. Tuo tarpu
méginiy, turinciy tik ASyn monomerus, agregacijos procesas neuzfiksuotas, todél matavimo metu

SOD1 agregacijos kinetikai jtakos galéjo turéti tik ASyn monomerai.
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3.1 pav. SOD1 agregacijos su ASyn kinetikos kreivés (kairéje) ir puslaikiai (deSingje).

SOD1 agregacija greitinantis poveikis dar labiau padidéjo j tirpalg vietoj ASyn monomery
pridéjus Sio baltymo agregaty. Agregacijos puslaikis naudojant 20 pM ASyn fibriliy koncentracija
vidutiniskai nuo 13 val. sumazéjo iki 7 val., naudojant 40 uM ASyn fibriliy koncentracijg — iki 5 val.
(3.2 pav.).
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3.2 pav. SOD1 agregacijos su ASyn fibrilémis puslaikiai.

Siekiant patikrinti, ar pakinta SOD1 agregaty struktiira j tirpalg pridéjus ASyn, pamatuojami
méginiy FTIR spektrai, i§ kuriy paskai¢iuojamos antrinés i§vestinés (3.3 pav.). Gauti duomenys

parodé, jog SOD1 méginiy su ASyn FTIR spektrai pasiZzyméjo skirtingais sugerties pikais B-klos¢iy
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vandeniliniams ry$iams biidingame ruoze (1640-1620 cm™) lyginant su kontrolinio méginio spektru.
I tirpalg pridéjus 50 uM ASyn Sis sugerties pikas pasislinko keliais atvirkstiniais centimetrais, tuo

tarpu esant 100 uM ASyn koncentracijai antriné $io méginio iSvestiné pasizyméjo dviem minimumais

Siame ruoze.
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skirtingoms ASyn koncentracijoms.

Remiantis agregaty antriniy struktiiry analizés duomenimis kilo abejoné, ar méginiuose
nesusidaré ASyn fibriliy, kurios galéjo turéti jtakos FTIR spektry ir jy antriniy i§vestiniy pokyc¢iams.
Nors pries tai atlikto agregacijos kinetikos tyrimo metu ASyn fibriliy susidarymas per matavimo laika
nenustatytas, tuo metu méginiai buvo inkubuojami mikroploksteliy Sulinéliuose, prie kuriy sieneliy
susidarantys netirpiis dariniai sunkiau prilimpa negu prie sugerties spektry matavimui ruo$ty meéginiy
naudoty mégintuveliy sieneliy. ASyn agregaty formavimuisi pavirSius daro nemazg jtaka, tad tokie
jo skirtumai skirtingy eksperimenty metu galéjo turéti jtakos pakitusiems rezultatams. Norint jvertinti

susidariusiy struktiiry morfologija, agregatai buvo vizualizuoti atominés jégos mikroskopu.

Sio tyrimo metu atskirai buvo padarytos SOD1 agregaty AFM nuotraukos tirpale esant arba
nesant ASyn bei vizualizuotos atskirai pagamintos ASyn fibrilés (3.4 pav.). I§ gauty duomeny
paskaiciuoti fibriliy auksciai bei plociai. SOD1 kontrolés atveju susidaré trumpi fibriliniai dariniai,
kuriy aukstis vidutiniskai sieké apie 3,8 nm, plotis — 45 nm. Tuo tarpu apdorojus ASyn agregaty
nuotrauka, nustatyta, jog susidaré ilgesnés vidutiniSkai 6,5 nm auksc¢io bei 42 nm plocio fibrilés. Be
to, nuotraukoje matomas Asyn fibriliy periodiskumas — fiksuojami pavirsiaus iSkilimai dél filamenty

arba gijy peridisko sukimosi vienam aplink kita. Palyginus $iuos duomenis su nuotrauka, kuri gauta
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uzfiksavus agregatus, susidariusius abiejy baltymy molekules talpinan¢iame méginyje, duomenimis,
paaiskéjo, jog susiformavo ilgos, periodiSkumu pasizymincios fibrilés, kurios vizualiai panasSios i
ASyn AFM nuotraukoje uzfiksuotus darinius. Siy dariniy aukstis vidutinidkai taip pat artimesnis
ASyn fibriliy auks$ciui. Nuotraukoje matomi ir smulkiis trumpi agregatai, kurie gali biiti sudaryti i$
SOD1 baltymo molekuliy. Sie dariniai aplipe kai kurias i§ ASyn fibriliniy struktiry, tad hipoteze,
teigianti, kad ASyn agregatai tarnauja kaip pavirSius SOD1 fibriliy susidarymui ir pagreitina

agregacijos procesg, atmesti negalima.
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3.4 pav. AFM nuotraukos: SOD1 (virsuje kairéje), ASyn (virSuje viduryje), SOD1 + ASyn (virsuje

desingje); fibriliy auksciai (apacioje kair¢je) ir plociai (apacioje desSingje).
3.2. Sulfonamidy jtaka SOD1 amiloidinei agregacijai

Junginiy, kurie galéty slopinti baltymy amiloiding agregacija, ieSkoma tarp jvairiy oraganiniy
medziagy — flavanoidy, katechiny, taniny ir kt. Potenciala veikti kaip agregacijos slopikliai turi ir
sulfonamido grupe turintys junginiai, tarp kuriy yra amiloido B agregaty susidarymg létinanciy

medZiagy.

Tiriamy junginiy tirpinimui naudojamas DMSO ir kadangi sis tirpiklis gali veikti kaip denatiirantas,

nuspresta tolimesniy bandymy metu nenaudoti GuHCI. Prie§ atliekant bandymus su sulfonamidais

32



pirmiausia reikéjo patikrinti DM SO jtakg SOD1 agregacijai. Eksperimentui pasirinkti DMSO kiekial,
kurie bus jdeéti j tirpalag kartu su sulfonamidais. Norint jvertinti jvairiy junginiy poveiki SODI
agregacijos kinetikai naudojama fluorescenciné spektroskopija. Baltymo agregaty susidarymas
stebimas periodiSkai matuojant ThT fluorescencijos emisijos intensyvuma. I$ agregacijos su DMSO
kinetikos tyrimo duomeny, pateikty 3.5 pav., matosi, jog didé¢jant DMSO kiekiui tirpale greiciau
pasiekiamas jsisotinimas, t.y. greiCiau jvyksta agregacijos procesas. Be to, pastebéta, jog DMSO
mazina ThT fluorescencijos intensyvuma. Tai apriboja sulfonamidy koncentracijas, kurios gali biiti
tikrinamos, nes naudojant dideles koncentracijas st naz¢ja skirtumas tarp maksimalios ir minimalios
ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo, o gautos vertés mazai skiriasi nuo bazinés ThT

fluorescencijos.

= 1% DMSO = 2% DMSO 4% DMSO 8% DMSO ‘

210000

V.

—

o = 1.0+ o

@ 175000 @ o
[}

g = EO 8

= 140000/ =

g 82

£ 0 20.6

2105000+ RE

:5 © g

5 ESo4

g 70000 257

2 S

g o

= - 80.2+

i 35000 2

-

|_ L.

0+ T T T T T T T T T T T 0.04 T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 0 3 B 9 12 15 18
Laikas, val. Laikas, val.

3.5 pav. SOD1 agregacijos kinetikos kreivés esant skitingoms DMSO koncentracijoms.

Norint tiksliau jvertinti agregacijos kinetikos skirtumus gautos kreivés normalizuotos ir
tuomet i jy paskai¢iuoti agregacijos puslaikiai (laikas, per kurj suagreguoja pusé baltymo), kurie
parode, kad DMSO sutrumpina laika, per kurj suagreguoja SOD1. Taip pat buvo paskaiciuoti tiesiy,
1Svesty per fibriliy ilgéjimo faze atitinkacias kinetikos kreiviy dalis, posvyrio koeficientai, kurie yra
tiesiogiai proporcingi fibriliy ilgéjimo grei¢iui. Sie duomenys parodé, jog didéjant DMSO

koncentracijai grei¢iau vyksta SOD1 fibriliy ilgéjimas (3.6 pav.).
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3.6 pav. SOD1 agregacijos puslaikio ir santykinio fibriliy ilgéjimo greicio priklausomybé nuo DMSO

koncntracijos.

Galiausiai nuspresta istirti DMSO poveikj SODI1 fibriliy antrinéms struktdroms. Jos
nustatomos Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos pagalba. Tyrimy metu
matuojama spinduliy sugertis amido I regione (1700 cm™ — 1595 cm™). Sugerties piky pozicijoms
nustatyti ir skirtumams tarp skirtingy méginiy jvertinti i$ gauty spektry iSvedamos antrinés i§vestingés.
I eksperimento duomeny matosi, jog SOD1 fibriliy atveju ties 1624 cm™ esantis sugerties pikas
patenka j p-klostéms biidingg 1640 cm™ — 1620 cm™ sugerties ruoza (3.7 pav.). Tirpale esant DMSO
Sio sugerties piko pozicija iSlieka nepakitusi, ta¢iau Sioje vietoje sumazéja signalo intensyvumas. Be
to, sugertis santykinai padidéja nestruktiirizuotiems dariniams biidingoje srityje ties 1650 cm™. Tai
reiskia, jog | agregacijos miSinj pridéjus DMSO galimai susidaré maziau B-klos¢iy ir daugiau
nestruktiirizuoty viety turintys agregatai. Remiantis gautais duomenimis, tyrimy su slopikliais metu

bus atsizvelgiama j DMSO kiekj tirpale pridedant tokj patj kieki Sio tirpiklio j kontrolinius méginius.
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3.7 pav. SOD1 agregaty, susidariusiy esant skirtingoms DMSO koncentracijoms, FTIR sugerties

spektrai ir antrinés iSvestinés.

SOD1 agregacijos tyrimy metu istirtas atrinkty 64 sulfonamidy poveikis, kuomet tirpaluose
baltymo-slopiklio koncentracijy santykis lygus 1:1 (200 uM : 200 pM). Agregacijos slopinimo
efektyvumui jvertinti i§ gauty kinetikos duomeny paskaiciuoti agregacijos puslaikiai, kurie véliau
buvo padalinti i§ kontrolinio méginio agregacijos puslaikio (3.8 pav.). Bandymy metu nustatyta, jog
du junginiai pasizyméjo stipriu agregacija lIétinanc¢iu poveikiu (didino agregacijos puslaikj daugiau
nei 50 %), 24 atvejais buvo stebimas nedidelis slopinimo poveikis (didino agregacijos puslaikj iki 50
%), 21 junginys paklaidy ribose neturé¢jo jtakos SOD1 agregacijos grei¢iui. 11 junginiy pasizyméjo
silpnu (sumazino agregacijos puslaikj iki 1,5 karto), like 6 — stipriu agregacija greitinanc¢iu poveikiu.
Labiausiai SOD1 agregacija i$ sulfonamidy slopino AV20-07-02, tuo tarpu labiausiai agregaty
susidaryma greitinantis junginys — E69, kuris agregacijos puslaikj sumazino net daugiau nei 4 kartais.
Remiantis gautais SOD1 agregacijos kinetikos rezultatais atrinkti 4 didziausiu agregacijg slopinanc¢iu
poveikiu pasizyméje junginiai, kurie buvo naudojami tolimesniuose eksperimentuose. Jy struktiirinés

formulés pateiktos 3.9 pav.
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3.9 pav. Didziausiu SOD1 agregacija slopinanc¢iu poveikiu pasizyméjusiy sulfonamidy strukttrinés

formulés.

Siekiant i$samiau iStirti sulfonamidy poveikj SOD1 agregacijos Kinetikai buvo atlikti
bandymai naudojant skirtingas atrinkty junginiy koncentracijas. Tyrimo metu atsizvelgta |
besikeiciantj DMSO kiekj tirpale keiciantis sulfonamidy koncentracijoms, tad kiekvienam méginiui
buvo paruoSiamas kontrolinis méginys su atitinkamu DMSO kiekiu. I§ gauty kinetikos kreiviy
paskaic¢iuoti santykiniai agregacijos puslaikiai (3.10 pav.). Pastebéta, jog didinant AV20-07-2, AZM
bei AV19-67 koncentracijas didéjo SOD1 agregacijos trukmé, tuo tarpu JA18-12-2 atveju, nors ir
agregacijos puslaikiai buvo didesni nei kontroliniy méginiy atveju, rySys tarp didéjancios junginio
koncentracijos ir stipréjancio SOD1 agregacijos slopinimo efektyvumo, nebuvo nustatytas. Kaip ir
buvo pastebéta pries tai atliktame tyrime, labiausiai baltymo agregacija slopino junginys AV20-07-
2. Esant 200 uM SODI1 ir naudojant dvigubai didesn¢ sulfonamido koncentracija agregacijos

puslaikis buvo daugiau nei du kartus didesnis negu méginyje be §io junginio.

Norint geriau suvokti sulfonamidy poveikj SOD1 agregacijai, i§ gauty duomeny buvo
paskaicCiuoti ir kiti kinetikos parametrai — santykiné lag fazés trukmeé bei fibriliy ilgéjimo greitis.
Palyginant Siuos dydZius su kontroliniy méginiy rezultatais galima iSsiaiskinti, kurios agregacijos

stadijos metu vyksta slopinimas bei nuspéti galima slopinimo mechanizma.
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3.10 pav. 200 uM SOD1 agregacijos puslaikiai esant skirtingoms sulfonamidy koncentarcijoms.
SOD1 agregacijos lag fazés trukmé — laikas, per kurj ThT fluorescencijos emisijos
intensyvumo kreivés nuo eksperimento pradZios pereina j eksponentinj kilimg. Lag fazés metu vyksta
agregacijos branduoliy susidarymas i§ pavieniy baltymo monomery. | tirpalg pridéjus 100 pM AV20-
07-2 (naudojant 200 M SOD1), Sios fazés trukmé padidéjo daugiau nei 2 kartus, o pridéjus 200 pM
slopiklio — daugiau nei 3 kartus (3.11 pav. kairéje). Lag faz¢é taip pat truko ilgiau ir didinant AV19-
67 koncentracijas tirpale, tuo tarpu JA18-12-2 ir AZM atveju gautos vertés nebuvo tiesiogiai
proporcingos junginio koncentracijai, nors ir visais atvejais buvo Siek tiek didesnés nei kontroliniuose

meéginiuose.

Matuojant fibriliy eksponentinio augimo greitj nustatyta, jog $io dydzio vertés didéja, kuomet
yra didinamos sulfonamidy AV20-07-2 bei AV19-67 koncentracijos, o0 JA18-12-2 ir AZM, kalip ir
lag fazés trukmés atveju, turéjo jtakos létesniam fibriliy formavimuisi, ta¢iau Sis efektas nuo junginio
koncentracijos néra priklausomas (3.11 pav desinéje.). Remiantis gautais duomenimis galima teigti,
jog SOD1 agregacijos puslaikiy didéjimas pridedant j miSinj sulfonamidy priklauso tiek nuo ilgesnés
lag fazes, tiek de¢l létesnés fibriliy ilgéjimo stadijos. Naudojamy slopikliy molekulés galimai
sgveikauja su baltymo monomerais trukdydamos jy jungimasi tarpusavyje formuojant agregacijos

branduolius bei prikibimg prie besiformuojancio fibrilinio darinio galy.

Ivairiy agregacijos stadijy slopinimo efektas ne visy sulfonamidy atveju priklausé nuo
didéjancios junginio koncentracijos. Taip gali buti d¢l nevienody sgveiky su baltymu keiciantis Siy
medziagy koncentracijai. Esant didesniam sulfonamidy kiekiui tame paciame turyje gali padidéti

vandeniliniy ryS$iy kiekis tarp $iy slopikliy molekuliy. Tokiu atveju sumazeéja jy saveika su baltymo
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molekulémis ir agregacijos procesas vyksta lengviau. PanaSus reiSkinys buvo apraSytas tiriant

amiloido B agregacijos slopinimg Zaliojoje arbatoje aptinkamu EGCG (Wang et al, 2012).
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3.11 pav. SOD1 agregacijos santykiné lag fazés trukmé (kairéje) ir fibriliy ilgéjimo greitis (desinéje)

esant skirtingoms sulfonamidy koncentracijoms.

Véliau buvo nuspresta patikrinti didziausiu SOD1 agregacija slopinanéiu poveikiu
pasizymejusio junginio AV20-07-2 poveikj agregaty antrinéms struktiiroms. Lyginant gautus FTIR
sugerties spektrus ir antrines iSvestines, galima teigti, jog Sis sulfonamidas neturéjo ryskios jtakos
susidaranciy SODI fibriliy struktirai (3.12 pav.). Visuose AV20-07-2 méginiuose buvo uzfiksuotas

panasaus intensyvumo sugerties pikas ties 1624 cm™,

| —— AV20072 -—-- DMSO kontrolé \

FTIR spektrai
Antrinés iSvestings
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3.12 pav. SOD1 agregaty, gauty naudojant skirtingas AV20-07-2 koncentracijas, FTIR sugerties

spektrai ir antrinés iSvestinés. Punktyrinémis linijomis Zymimi kontroliniy méginiy duomenys.
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AV20-07-2 poveikio SODI agregaty morfologijai jvertinti taikyta atominés jégos
mikroskopija. IS padaryty AFM nuotrauky matosi, jog prid¢jus sulfonamido susidaré¢ smulkios

apvalios formos baltymy sankaupos (3.13 pav. desinéje), tuo tarpu jprastomis SOD1 agregacijos

saglygomis susiformavo nedideli amiloidiniy fibriliy pavidalo dariniai (3.13 pav. kairéje).

“[15nm
14

12

10

3.13 pav. SOD1 agregaty AFM nuotraukos: be AV20-07-2 (kair¢je); su 200 uM AV20-07-2

(desingje).
3.3. AV20-07-2 jtaka SOD1 agregacijai su alfa-sinukleinu

Paskutiniame Sio tiriamojo darbo etape nuspresta sujungti ankscéiau tirtus procesus - SOD1
agregacijos slopinima sulfonamidais ir agregacija su ASyn. Bandymy metu siekta nustatyti, ar
labiausiai SOD1 fibriliy susidaryma stabdantis junginys AV20-07-2 turés jtakos Sio baltymo
agregacijai su ASyn. Taciau pirmiausiai reikéjo patikrinti kaip SOD1 agregacija su ASyn vyksta,
kuomet vietoj GUHCI naudojamas DMSO. Gauti duomenys parodé, jog didéjant ASyn koncentracijai
Sio baltymo poveikis SOD1 agregacijai buvo silpnesnis lyginant su pries tai gautais rezultatais (3.14
pav.). ASyn monomerai fibriliy susidarymo puslaikj sutrumpino maziau nei valanda, ASyn agregaty
atveju — iki pusantros valandos. Taip gali bati dél to, jog, kaip iSsiaiSkinta pries tai, tirpale esantis

DMSO greitina SOD1 agregacija, todél ASyn poveikis gali biiti nebe toks pastebimas.
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= 200 pM SOD1 ' = 200 uM SOD1

» 200 pM SOD1 + 50 puM ASyn = 200 uyM SOD1 + 10 uM ASyn agregatai
= 200 pM SOD1 + 100 pM ASyn = 200 uM S0D1 + 20 pM ASyn agregatai
= Asyn kontrole | |_= ASyn agregaty kontrolé
. 210000
100000 - 175000
80000 4 140000
i
g
60000 - [ 105000

70000

ThT flugrescencijos intensyvumas
ThT fluerescencijos intensyvumas

35000

Laikas, val. Laikas, val

T.04
704

[=1]
o
1

Agregacijos puslaikis, val
. ]
n
1
/ |
——

Agragacijos puslaikis, val.

8.0+
80 - TTre—
é 554
e -\_\—\—\_\__-
55 5.0 4 %
50 T T T 4.5 T T T
0 g0 100 0 10 20
ASyn koncentracija, ph ASyn agregaty koncentracija, pid

3.14 pav. SOD1 agregacijos su Asyn monomerais (virSuje Kairéje) ir agregatais ( virSuje desinéje)

kinetikos kreives ir agregacijos puslaikiai (atitinkamai apacioje kariréje ir deSinéje).

I méginius su 200 uM SOD1 ir 100 uM ASyn monomery ir j tuos, kuriuose buvo 200 uM
SOD1 ir 40 uM ASyn agregaty buvo pridéta 200 uM AV20-07-2. Atlikus agreacijos kinetikos tyrima
paaiskéjo, jog Sis sulfonamidas neturéjo jtakos SOD1 agregacijai su ASyn monomerais, gautos
identiSkos ThT fluorescencijos intensyvumo kreivés. Tuo tarpu SOD1 agregacijos su ASyn fibrilémis
stebimi du staigiis ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo kilimai. Pirmasis i§ jy abiem atvejais
matomas eksperimento pradZioje vyksta del pridéty ASyn agregaty. Antrasis matavimo verciy
Kilimas pridéjus sulfonamido vyksta keliomis valandomis véliau. Taigi, AV20-07-2 pridéjimas j
tirpalg SOD1 agregacijg slopino net ir esant ASyn agregatams. Gali bati ir taip, jog dalis SOD1
molekuliy prikibo prie ASyn fibriliy dar tyrimo pradzioje, o dalis suagregavo zymiai, kadangi
pradzioje buvo uzfiksuotos didesnés ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo vertés nei kontrolinio
méginio atveju, tafiau antrasis ver¢iy did¢jimas vyko véliau. ASyn monomery atveju pridétas

sulfonamidas proceso kinetikai poveikio neturéjo.
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3000 = SOD1 + ASyn

= S0OD1+ASyn +AV20-07-2
= S0OD1 + ASyn agregatai
= 50D1+ASyn agregatai + AV20-07-2
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3.15 pav. SOD1 agregacijos su ASyn monomerais, fibrilémis ir sulfonamidu AV20-07-2 kinetikos

kreivés.
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ISvados

1. ASyn fibrilés pasizymi didesniu SOD1 agregacija skatinan¢iu poveikiu nei monomerinis
ASyn.

2. Labiausiai SODI agregacijg slopina sulfonamidas AV20-07-2, labiausiai greitina — E69.

3. AV20-07-2 létina SOD1 agregacija su ASyn fibrilémis, tac¢iau neturi poveikio, kuomet SOD1
agreguoja tirpale esant ASyn monomerams.
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Santrauka

Amiotrofiné lateraliné sklerozé (ALS) — neurodegeneraciné liga, siejama su neteisingai
susilankscCiusiy superoksido dismutazés-1 (SODI1) molekuliy agregacija, dél kurios smegenyse
kaupiasi netirpiis neurofibriliniai dariniai, sukeliantys motoriniy neurony ziit;. Kol kas néra vaisto,
pilnai iSgydancio $ig liga, taciau tyrimy metu aktyviai ieSkoma junginiy, galin¢iy slopinti SODI1
amiloidinés agregacijos procesg. Kai kuriy neurodegeneraciniy ligy atveju aptinkami agregaty
sankaupos, sudarytos i§ skirtingy baltymy molekuliy, tad manoma, jog jtakos SOD1 agregacijai ALS

metu gali turéti ir kiti amiloidogeniai baltymai.

Sio darbo metu buvo istirtas 64 sulfonamidy poveikis SOD]1 fibriliy susidarymui ir nustatyta,
jog i$ jy labiausiai agregacija slopina junginys AV20-07-2, o labiausiai greitina — E69. Taip pat buvo
parodyta, jog Parkinsono ligos metu netirpius baltyminius darinius formuojantis baltymas alfa-
sinukleinas greitina SOD1 agregacijos procesg. Tyrimy metu paaiskéjo, jog § SOD1 tirpalg pridéjus
ASyn monomery, sulfonamidas AV20-07-2 praranda gebéjima slopinti SOD1 amiloidine agregacija,
taciau naudojant ASyn fibriles agregacijos slopinimas iSlieka. Pamatavus visy meéginiy FTIR
sugerties spektrus, buvo nustatyta, kad SOD1 fibriliy antriné struktiira iSliko tokia pati visy bandymy
metu, 0 atsirandantys poky¢iai tarp sugerties spektro ver¢iy yra dél nevienodo ASyn agregaty kiekio
tirpale.
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Summary

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease related amyloid
aggregation of misfolded molecules of superoxide dismutase-1 (SOD1), leading to accumulation of
insoluble neurofibrilar tangles in motor neurons. Currently, there is no medicine that could fully cure
ALS, altgough scientists are actively searching for coumpounds that would inhibit amyloid
aggregation of SOD1. There is a hypothesis that other amyloid proteins could affect SOD1
aggregation as well, because there are known cases of neurofibrilar clusters composed of molecules

of different proteins.

During this work the effect of 64 sulfonamides on SOD1 aggregation was examined and it
was shown that SOD1 aggregation is most inhibited when the compound AV20-07-2 is being used
while E69 stimulates the aggregation process the most. There was also shown that alpha-synuclein
(ASyn), a protein involved in Parkinson’s disease pathology, act as a SOD1 aggregation accelerator.
However, when ASyn monomers were added to SOD1 solution, AV20-07-2 lost its capability of
inhibiting SOD1 aggregation although the aggregation inhibitory effect was maintained when ASyn
aggregates were used. FTIR spectra of formed aggregates showed no significant difference in the
secondary structures between SODL fibrils while the change of absorption values might be caused by

unequal quantity of ASyn aggregates in the samples.
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Priedas

4 lentelé. Sulfonamidy pavadinimai.

Kodas Junginio pavadinimas
AV20-07-2 2-((4-sulfamoilfenil)sulfonil)etil acetatas
JA18-12-2 4-(ciklododecilamino)-2-cikloheksilsulfanil-5-nitro-benzensulfonamidas
AZM Acetazolamidas
AV19-67 2-((2,3,5,6-tetrafluoro-4-(metilsulfonil)fenil)sulfonil)etil acetatas
AZ-18-2 2-[(4-fluorofenil)sulfonilamino]-3-metil-butano hidroksaminé ragstis
VD10-45 4-[(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)sulfanil]-2,3,5,6-tetrafluorobenzen-1-

sulfonamidas

GZ17-11 N-[2-[2-(ciklooktilamino)-3,5,6-trifluoro-4-

(metilsulfamoil)fenil]sulfonilethil]acetamidas

Gz17-2 N-(2-((2,3,5,6-tetrafluoro-4-(N-metilsulfamoil)fenil)tio)etil)acetamidas

AV17-33 N-(2-((2,6-bis(ciklooctilamino)-3,5-difluoro-4-
sulfamoilfenil)sulfonil)etil)acetamidas

VD12-35 2-(ciklododecilamino)-3,5,6-trifluorobenzen-1-sulfonamidas

VD12-39 3-(ciklododecilamino)-2,5,6-trifluoro-4-(2-feniletanosulfonil)benzen-1-
sulfonamide

VD11-75 2,3,5-trifluoro-4-[(2-feniletil)sulfanil]-6-{[(2R)-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-

illamino}benzen-1-sulfonamidas

JA19-8 Metil-4-izopentilsulfinil-3-sulfamoil-benzoatas

VD12-19 2-(ciklododecilamino)-3,5,6-trifluoro-4-[(2-hidroksietil)sulfanil]benzen-1-

sulfonamidas

AZ14-2 Metil-3-{[2-(butilkarbamoil)-5-chloro-4-sulfamoilfenil]sulfanil}propanoatas
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Priedas

4 lentelés tesinys

Kodas Junginio pavadinimas

VD12-3 3-(ciklododecilamino)-2,5,6-trifluoro-4-(2-hidroksietanosulfonil)benzen-1-

sulfonamidas

E13-1 N-(5-chloro-2-metil-4-sulfamoilfenil)acetamidas
EA5-3 N-butil-4-chloro-2-(cikloheksilsulfanil)-5-sulfamoilbenzamidas
VR16-09 4-(2-{[3-(ciklododecilamino)-2,5,6-trifluoro-4-

sulfamoilfenil]sulfanil } etil)benzoiné rugstis

JA16-10-24 2-[3-(ciklooktilamino)-2,5,6-trifluoro-4-sulfamoil-fenil]sulfaniletilamonio

chloridas

AZ15-13 5-[2-(1H-1,3-benzodiazol-1-il)acetil]-2-chloro-4-[(2-feniletil)sulfanil]benzen-1-

sulfonamidas

VD12-65 3-(ciklododecilamino)-2,6-difluoro-4-(2-hidroksietanosulfonil)-5-{[2-(4-
hidroksifenil)ethilJamino}benzen-1-sulfonamidas

VD12-55 3-(butilamino)-5-(ciklododecilamino)-2,6-difluoro-4-(2-

hidroksietanosulfonil)benzen-1-sulfonamidas

KR5-10 4-[(2-{N'-[(1E)-(4-bromofenil)metiliden]hidrazinokarbonil}etil)amino]benzen-1-

sulfonamidas

AV19-51 2-((2,3,5,6-tetrafluoro-4-(N-metilsulfamoil)fenil)tio)etilo acetatas
E12 2-chloro-5-[2-(2-etil-1H-1,3-benzodiazol-1-il)acetil]benzen-1-sulfonamidas
EAl12-40 4-[(4-chloro-2-fenilmetanosulfonil-5-sulfamoilfenil)formamido]butano ragstis
E20 2-chloro-5-[2-[2-(morfolinometil)benzimidazol-1-il]acetil]benzensulfonamidas
EA7-2 2-chloro-5-(morfolin-4-karbonil)-4-(fenilsulfanil)benzen-1-sulfonamidas
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4 lentelés tesinys.

Priedas

Kodas Junginio pavadinimas
EA3-4 2-(benzilsulfanil)-4-chloro-N-(2-hidroksietil)-5-sulfamoilbenzamidas
VD11-57 3,5-bis(ciklooktilamino)-2,6-difluoro-4-[(2-fenilethil)sulfanil]benzen-1-
sulfonamidas
GZ18-23 3-((2-(ciklooktilamino)-3,5,6-trifluoro-4-sulfamoilfenil)sulfonil)propano ragstis
YB19-4 4-(1-adamantilsulfanil)-N-butil-3-sulfamoil-benzamidas
EA5-4-1 2,4-bis(benzilsulfanil)-N-butil-5-sulfamoilbenzamidas
EA1A-NF 4-chloro-2-(1-naftilsulfanil)-5-sulfamoil-benzamidas
EA4-2 4-chloro-N-(3-hidroksipropil)-2-(fenilsulfanil)-5-sulfamoilbenzamidas
EA9-2 4-chloro-N-cikloheksil-2-(fenilsulfanil)-5-sulfamoilbenzamidas
EA9-30 4-chloro-2-(cikloheksanesulfonil)-N-cikloheksil-5-sulfamoilbenzamidas
E6 2-chloro-5-{2-[2-(hidroksimetil)-1H-1,3-benzodiazol-1-il]acetil }benzen-1-
sulfonamidas
RBD-590 5-[2,4-dihidroksi-5-(propan-2-il)fenil]-2,3- dihidro-1,3,4-oksadiazol-2-tionas
E11-16 4-{2-[(5-butilpirimidin-2-il)sulfanil]acetil}-2-chlorobenzen-1-sulfonamidas
VD12-14 2-(ciklooktilamino)-3,5,6-trifluoro-4-{[2-(4-hidroksifenil)etillamino}benzen-1-
sulfonamidas
EA8-3 4-chloro-2-(cikloheksilsulfanil)-N-(2-metoksietil)-5-sulfamoilbenzamidas
VR16-1 2-(4-{[2-(butilkarbamoil)-5-chloro-4-sulfamoilfenil]sulfanil }fenil)acto ragstis
VD10-16 4-(benzilamino)-2,3,5,6-tetrafluorobenzen-1-sulfonamidas

53



4 lentelés tesinys.

Priedas

Junginio pavadinimas

Kodas
VD12-11 2,3,5-trifluoro-6-{[(1R,2S)-2-hidroksi-1,2-difeniletil]Jamino}-4-[(2-
hidroksiethil)sulfanil]benzen-1-sulfonamidas
El4 5-[2-(2-butil-1H-1,3-benzodiazol-1-il)acetil]-2-chlorobenzen-1-sulfonamidas
AZ15-9 5-[2-(1H-1,3-benzodiazol-1-il)acetil]-2,4-dichlorobenzen-1-sulfonamidas
AV19-55 2-((2-(ciklooktilamino)-3,5,6-trifluoro-4-sulfamoilfenil)sulfonil)ethil propionatas
JA18-12 6-chloro-1-ciklododecil-benzimidazol-5-sulfonamidas
E11-35 3-[2-(6,7-dihidro-1H-[1,4]dioksino[2,3-f]benzimidazol-2-
ilsulfanil)acetil]benzenesulfonamidas
EA4-20 2-(benzensulfonil)-4-chloro-N-(3-hidroksipropil)-5-sulfamoilbenzamidas
EC9 (3-nitro-4-chinolil)hidrazinas
E11-27 3-{2-[(4-tert-butil-6-0kso-1,6-dihidropirimidin-2-il)sulfanil]acetil}benzen-1-
sulfonamidas
JA16-9-26 N-[2-(2,3,5,6-tetrafluoro-4-sulfamoyl-phenyl)sulfonylethyl]acetamide
E33 5-{2-[(5-benzil-4-metil-6-0kso-1,6-dihidropirimidin-2-il)sulfanil]acetil }-2-
chlorobenzen-1-sulfonamidas
E11-20 4-{2-[(5-benzil-4-metil-6-okso-1,6-dihidropirimidin-2-il)sulfanil]acetil}-2-
chlorobenzen-1-sulfonamidas
E11-23 Etil-6-okso-2-{[2-0kso-2-(3-sulfamoilfenil)etil]sulfanil }-1,6-dihidropirimidin-5-
karboxilatas
E56 2-chloro-5-[(benzimidazo[1,2-c][1,2,3]tiadiazol-3-
ilsulfanil)acetil]benzensulfonamidas
E69 4-[(benzimidazo[1,2-c][1,2,3]tiadiazol-3-ilsulfanil)acetil]benzensulfonamidas
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