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[VADAS

Biomolekuliy savitvarka — galingas jrankis kuriant naujas nano-dydzio
medZiagas bei prietaisus (Zhao ir Zhang, 2004). Tokiy funkcionalizuoty
nanomedZiagy, pasiZymin¢iy unikaliomis fizikinémis ir cheminémis savybémis,
kirimas leidZia diegti naujoves biomedicinos srityje — konstruojant jvairius
biojutiklius, elektrocheminius irenginius, medicininius preparatus (Zhao ir
Zhang, 2004; Wang ir kt., 2009). Molekuliné savitvarka yra paplitusi gamtoje.
Cia naudojama ,,statyba i§ apadios“ (angl., bottom-up) strategija, kai biologinés
kilmés nano statybiniai blokai: nukleoriigStys (DNR ir RNR), baltymai,
peptidai, bakteriofagai ar augaly virusai bei lipidai savaime formuoja sudétingas
struktiiras (Zhao ir Zhang, 2007). Lyginant su DNR, baltymai yra labiau
chemiSkai bei biologiSkai ,lankstesni“. Be to, baltyminés kilmeés statybiniai
blokai pasiZzymi heterogeniSkumu. Baltyminés kilmés medziagas galima
genetiSkai ar chemiSkai modifikuoti, bei panaudoti savitoms sistemoms
konstruoti. Tarp jau sukurty nanodydzio konstrukty, didZiaja dal; sudaro iS
peptidy pagaminti nanovamzdeliai (Zhang ir kt., 2002; Gazit, 2007).

Siuo metu didelis démesys yra skiriamas su neurodegeneracinémis
ligomis siejamy amiloidiniy baltymy grupei. D¢l ju gebéjimo formuoti
savitvarkius darinius — i§ B-klostiniy struktiiry sudarytas fibriles, Sie baltymai
tampa vis labiau patraukliis naujy nanomedZiagy karimui (Harrison ir kt.,
2007). Molekulinés savitvarkos ir programuotos agregacijos reiSkiniy
isisavinimas padeda kurti pagrindinius mikro- ir nano-gamybos inZinerinius
principus (Zhao ir Zhang, 2004).

AtsiZvelgiant { tai, pagrindinis Sio darbo tikslas yra sukonstruoti naujus
rekombinantinius baltymus bei kurti mutantinius ir hibridinius nano-
biomolekulinius darinius, pagristus B-klostines fibriles sudaranciais baltymais ir
peptidais, tirti savaiminio formavimosi désningumus ir formavimasi lemiancias
salygas, o taip pat apraSyti tokiy dariniy savybes bei charakteringus parametrus.
Darbo tikslas ir uzdaviniai:

Sio tiriamojo darbo tikslas yra sukonstruoti naujus hibridinius

baltymus, pasizyminc¢ius amiloidiniy baltymy savybémis, iStirti Siy baltymuy



formuojamas nanostruktiiras ir apraSyti gauty nanokonstrukty savybes bei
parametrus. Siam tikslui jgyvendinti buvo suformuluoti tokie uzdaviniai:

e sukonstruoti amiloidines fibriles formuojanciy baltymuy AP peptido ir a-
sinukleino (AP40 ir a-Syn) mutantus bei iStirti $iy baltymu B-klostiniy
struktiiry formavimosi salygas;

e iStirti AP40 ir o-Syn mutantiniy baltymy funkcinio modifikavimo
galimybes;

e nustatyti, ar histidinai yra svarbiis APB40 peptidui saveikaujant su hemu;

e sukonstruoti hibridinius baltymus, turin¢ius [-klostiniy fibriliy savaimini
formavimasi lemiancCius domenus bei iStirti Siy baltymuy savybes ir
gebéjima formuoti fibriles;

e Kklonuoti kumelés pieno lizocimo gena ir ekspresuoti ji E. coli lastelése,
istirti rekombinantinio lizocimo gebéjima formuoti -klostines fibriles.

Mokslinis naujumas:

D¢l savo gebéjimo jungtis | aukStesnes struktiiras amiloidiniai
baltymai tapo labai patraukliu objektu nanobiotechnologijoje. B-klostiniy
struktury formavimu pasiZymincios savitvarkeés biomolekulés gali buti
pritaikomos unikaliy medziagy, su ivairiomis naujomis elektrinémis,
optineémis, katalizinémis ir/ar mechaninémis savybémis, kiirimui (Tsai ir kt.,
2006). Siame darbe buvo siekiama istirti AP40 peptido ir a-Syn baltymy
panaudojimo galimybes kuriant hibridinius nanodarinius, kuriuose Sie baltymai

tarnauty kaip B-klostines struktiiras formuojantys statybiniai blokai.

Tam tikslui, AB40 ir a-Syn seky pagrindu, buvo sukonstruoti nauji
mutantiniai ir hibridiniai baltymai. AB40 ir jo fragmentai jau yra naudojami
kuriant jvairius nanodarinius. Siame darbe buvo naudojami AP40 mutantiniai
peptidai, kuriy N ir C gale po viena aminorugsti pakeitéme i cisteing
(AP40cys2 ir AP40cys39). Tokie peptidai taip pat formavo [-klostines
struktiiras — fibriles, kurios gali biiti modifikuojamos per cisteino tioling grupg.
Modifikuojant AB40cys2 peptida aukso nanodalelémis, buvo nustatyta, kad

fibriliy formavimas tiesiogiai priklauso nuo aukso nanodaleliy buvimo.



AB40 peptido pagrindu buvo sukurti nauji hibridiniai baltymai su nuo
PQQ priklausoma gliukozes dehidrogenaze (GDH). Tokie hibridiniai baltymai
taip pat geb¢jo agreguoti 1 B-klostines struktiiras. Buvo tikimasi, kad parinkus
optimalias salygas, baltymai formuos fibriles su aktyvia GDH forma. Tokia
susidariusi struktiira gali biiti naudojama biojutikliy gamyboje. Be to, Sio darbo
metu buvo sukonstruotas hibridinis baltymas, streptavidino bei AB40 seku
pagrindu. Optimizavus fibrilinimo salygas buvo gautas i tinkla panaSus
nanodarinys, kuris gali biuti naudojamas fermenty bei kity medziagy
imobilizavimui.

Buvo parodyta, kad APB42 saveikauja su hemu, o susidargs kompleksas
funkcionuoja kaip peroksidazé (Atamna ir Boyle, 2006). Taciau nebuvo aisku,
ar AB40 gali jungtis su hemu. Taip pat nebuvo Zinoma, ar AB40 sekoje esantys
histidinai yra esminiai Sioje saveikoje. Tam tikslui buvo sukonstruoti hibridinio
baltymo Trx-AP40 mutantai, kuriuose AB40 sekoje esantys histidinai buvo
pakeisti kitomis aminorigitimis. Siame darbe parodyta, kad histidinai yra
svarbiis AB40 peptidui saveikaujant su hemu. Be to, nustatyta, kad hibridinio

Trx-AB40 baltymo ir hemo kompleksas pasizymi peroksidaziniu aktyvumu.

Kuriant naujas nanostruktiiras buvo naudojamas ir o-Syn baltymas,
kurio pagrindu buvo konstruojami mutantinis ir hibridinis baltymai. Buvo
sukonstruotas o-Syncysl41 mutantinis baltymas, kuris agregavo i tvarkingas
B-klostines struktiiras kaip ir laukinio tipo a-Syn. Be to, pirma karta buvo
pademonstruota galimybé modifikuoti fibriles, sudarytas i§ a-Syncysl41.
Literaturoje yra minimi o-Syn pagrindu sukurti mutantai, kurie buvo
modifikuojami cheminémis grupémis ir tik po to fibrilinami (Yushcenko ir kt.,
2010). Siame darbe buvo parodyta, kad po to, kai a-Syncysl41l peptidas
susirenka 1 fibriles, jos gali biiti chemiSkai modifikuojamos biotinu ir aukso

nanodalelémis su konjuguotu neutravidinu.

Sukurtas a-Syn ir PQQ-GDH hibridinis baltymas taip pat gal¢jo

formuoti skirtingos morfologijos fibriles. Siame darbe buvo pademonstruota,



kad a-Syn ir PQQ-GDH hibridinis baltymas susirenka i fibrilines struktiiras,

kai tirpale yra fibrilizacija skatinantis veiksnys — laukinio tipo a-Syn baltymas.

Siame darbe pirma karta buvo apra$yta aktyvaus rekombinantinio
kumelés pieno lizocimo (EL) gamyba E. coli lastelése. Buvo sukonstruotos dvi
baltymo raiSkos plazmidés ir sukurta rekombinantinio lizocimo gryninimo
procedira. Buvo zinoma, kad EL gali buti ekspresuojamas filamentiniuose
grybuose Aspergilus niger (Spencer ir kt., 1999). Siuo atveju, rekombinantinio
baltymo gryninimg apsunkino grybo iSskiriami pigmentai. EL raiSka E. coli
lasteléese leidZia iSvengti problemy gryninimo metu. Fibrilinimo tyrimai
parodé¢, kad rekombinantinis EL formavo panaSias strukttras kaip ir i§ kumelés

pieno iSskirtas EL.

Atlikty eksperimenty rezultatai rodo, kad sukonstruoty naujy
amiloidines fibriles formuoti gebanciy hibridiniy ir mutantiniy baltymy
rinkinys yra svarbus, kuriant funkcionalizuotus nanodarinius.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

e AB40 ir o-Syn mutantiniai baltymai gali formuoti fibrilines struktiiras,
kurios gali biiti modifikuojamos funkcinémis grupémis.

e Hibridiniai baltymai sudaryti i§ AB40 arba a-Syn ir kity baltymy (PQQ-
GDH, streptavidino ir hidrofobino) formuoja skirtingos morfologijos
fibriles ir gali buti naudojami nanosistemy kirimui.

o AB40 peptidas saveikauja su hemu per histidino radikalus, o susidargs
kompleksas gali funkcionuoti kaip peroksidaze.

e EL gali buti ekspresuojamas E. coli lastelése, o rekombinantinis baltymas
gali sudaryti panaSias 1 laukinio tipo EL formuojamas fibrilines

strukturas.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. AMILOIDINIAI BALTYMAI IR PEPTIDAI

Apie 50% lasteléje naujai susintetinamy baltymy ir peptidy praranda
savo natiiralig struktiirag ir agreguoja arba neteisingai susisuka (1.1 pav.). D¢l
to, lastelése ir organizmuose veikia kokybés kontrolés sistemos, kurios
reguliuoja neteisingo susisukimo ar agregacijos procesus, pvz.: Saperonai,
ubikvitino-proteosoma, agresoma ir autofagine sistema (Jahn ir Radford, 2005;

Shivaprasad ir Wetzel, 2006).

/ Normali biisena

Ubikvitino

\;

.
| P
(..
Genetiniai ir Denaruruata baltymo
ksmalqsrennj"/ forma \

[Amm ) J aperona
J _p®-.. '{ ] IJ-__)

1)

Dalinai susisukusi

proteosoms baltymo forma
Nelelsmgal susisukusi )
baltymo forma *’%
’%
sistema r
Gemﬂlhl ir
i? stralystelinia
& laktoriai "
:,;a T "“’ %
d:‘ éu Natyvi baltymo
| %® forma |
Y Baltymuy agregatai 74
9 A

- T
\I

\

' Ligos biisena

Oligomerai

.

Kofaktoriai L

Fibrilés

' f_-:

1.1 pav. Baltymu teisingo ir neteisingo susisukimo, agregacijos ir oligomery
bei fibriliy formavima lemianciy veiksniy ir procesy schema (pagal Stine ir kt.,
2003; Jahn ir Radford, 2005; Shivaprasad ir Wetzel, 2006; Freddolino ir kt.,
2008).
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Neteisingai susisuke¢ baltymai, kurie daZniausiai sudaro B-klosciy
struktiiros agregatus, yra siejami su daugeliu neurodegeneraciniy ligy. Sios
ligos yra vadinamos amiloidozémis (Alzheimerio, Hantingtono, Parkinsono ir
kt.). Sergant Siomis ir kai kuriomis kitomis ligomis, baltymai formuoja
panaSios morfologijos struktiiras, vadinamas amiloidinémis fibrilémis
(Shivaprasad ir Wetzel, 2006). Gamtoje egzistuoja baltymai ir peptidai
(hidrofobinai, kurlinai, €aplinai, lizocimas), kuriy agregacija yra biitina kai
kuriems lasteliniams mechanizmams (lastelés prisitvirtinimui, geny raiskos
reguliacijai) (True ir Lindquist, 2000; Chapman ir kt. 2002).

Terming ,,amiloidas* [gr. amylon — krakmolas + gr. eidos — pavidalas]
pirma karta pamin¢jo Matthias Jakob Schleiden 1838 m. Véliau, Rudolf
Virchow 1854 m. §j terming pavartojo apra§ydamas makroskopinius Zmogaus
patologinius baltymuy meéginius, kurie su sieros ragStimi ir jodo tirpalu
nusidazydavo mélynai-violetine spalva (Sipe ir Cohen, 2000; Féndrich, 2007).
Siais laikais amiloidais yra vadinamos uZlastelinés baltymy fibriliy sankaupos,
kurios tiriant jvairiais metodais, tokiais kaip tyrimas atominés jégos
mikroskopija (AJM), rentgeno spinduliy difrakcija bei atliekant specifines
reakcijas su Kongo raudonuoju ir tioflavinu T, pasiZymi tam tikromis
ypatybémis (Findrich, 2007). Kai kurie amiloidams tirti naudojami metodai
apzvelgiami detaliau.

Kongo raudonasis dazas (KR) (angl., Congo Red) yra naudojamas
kiekybiniam amiloidy nustatymui audiniuose, o taip pat apibidinant
amiloidines fibriles in vitro. KR prisijungia prie fibriliy ir nudazo raudona
spalva, o poliarizuotoje Sviesoje Svyti zaliai geltona spalva (1.2 pav.) (angl.,
green birefringence) (Thompson ir kt., 2000; Khurana ir kt., 2001). Manoma,
kad daZas jungiasi su baltymais per elektrostatines ir hidrofobines saveikas

(Khurana ir kt., 2001).
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1.2 pav. Amiloidiniy fibriliy vaizdas nudaZius Kongo raudonuoju dazu: fibrilés
nusidazo raudonai (A), o poliarizuotoje Sviesoje Svyti Zalia spalva (B)
(Makstiene, 2005) ir Kongo raudonojo dazo chemin¢ struktiira (C).

Tioflavinas T (ThT) yra benzotiazolo dazas (1.3 pav.), kurio
fluorescencija sustipré¢ja jam prisijungus prie amiloidiniy fibriliy. Dél to, Sis
daZzas naudojamas diagnozuojant amiloidines fibriles ex vivo ir in vitro
(Khurana ir kt., 2005). ThT fluorescencija yra dazniausiai naudojama

kinetiniams amiloidy augimo tirpaluose tyrimams.
/:H"
0~
Bo > \
cr
1.3 pav. Tioflavino T cheminé struktiira. Sis daZas turi hidrofobing dalj,
kurioje dimetilamino grupé prijungta prie fenilo grupes, kitame gale yra labiau
poliné benzotiazolo grupé su poliniais N ir S atomais. Tokia polinio ir
hidrofobinio regiono kombinacija leidZia tioflavino T molekuléms
vandeniniuose tirpaluose formuoti miceles. Yra manoma, kad tiazolo N atomas
vandenilinius rySius sudaro su audiniy struktiry hidroksilo grupémis, dé¢l to

stebima specifine saveika tarp daZo molekuliy ir amiloidy (Khurana ir kt.,
2005).

Nors amiloidiniai baltymai ir peptidai yra labai heterogeniski, jiems
budinga tai, kad jie visi formuoja antrines B klostines struktiiras, kurios sudaro
fibriliy pagrinda. Ir KR dazas, ir ThT jungiasi prie tvarkingos [B-klostytos
amiloidy struktiiros.

Rentgeno spinduliy difrakcijos metodu galima tirti struktlrinius
amiloidiniy fibriliy lygmenis bei stebéti susidariusias pasikartojancias [-

klosciy strukturas (1.4 pav.).
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Fibrilés asis
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Ekvatoriné kryptis 4.8A t /A; A

A B

1.4 pav. Rentgeno spinduliy difrakcijos pavyzdys (A) i dalinai surikiuoty
amiloidiniy fibriliy, suformuoty in vitro i§ AB42. Matomi skersinei  strukttirai
budingi difrakcijos signalai: ties meridianu 4,7 A ir pusiauju 10 A (Stromer ir
Serpell, 2005). Schematinis rentgeno spinduliy difrakcijos su amiloidinémis
fibrilémis vaizdas (B). Stiprus 4,8 A signalas ties meridianu atitinka
vandenilinés jungties atstuma tarp L grandiniy (L-strands), labiau iSsklaidytas
10-11 A signalas ties pusiauju nurodo atstuma tarp laksSty (10,7 A). 9,6 A
tarpas atitikty atstuma tarp pakartotinai antiparaleliai iSsidésCiusiy L-grandiniy
(pagal Serpell, 2000).

—_—
Meridianiné kryptis

Kiekvienos B-klostés atskiros grandinés iSsidésto statmenai fibriliy
asiai (4,7 A tarpas), o B-klostés (~10 A tarpas) iSsidesto lygiagreciai fibriliy
aSiai (Maji ir kt., 2009). Priklausomai nuo baltymo ar peptido, B-klos¢iy
grandinés gali biti iSsidésCiusios lygiagreciai arba antilygiagre€iai (1.5 pav.)

(Balbach ir kt., 2002).

R-CH HC- A-CH R-CH
C C —Q0-++H N N C 1(;:0 L ‘TC:D C
il o N S
HC-R r-u—1 —«H HC-R
o=¢ N—r o—=¢ o=¢
14.0A 13.0A
N—H:-0=C N—H" N—H
R-CH HC-R R-CH A-CH
C =0 H— N C =0, v.:'c:o
N H—N ¢=0 ¢ N H—N e N
HC-R A-CH HC-R HC-R
Antilygiagretus Lygiagretus

1.5 pav. Dvi B-klosCiy struktiiros iSsidéstymo formos. Vandeniliniai rysiai
pavaizduoti punktyrine linija. (McKee—McKee: Biochemistry: The Molecular
Basis of Life, Third Edition, 2003).
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Beta lakstiné struktiira stabilizuojant baltymo struktiira daZniausiai
veikia kaip karkasas. Be to, ji yra svarbus atpaZinimo motyvas baltymo—
baltymo bei baltymo—DNR saveikose, reguliuojanciose kai kuriuos biologinius
procesus bei vaidina svarby vaidmeni ligy patogenezéje (Harrison ir kt., 2007).

Vienas 1§ pagrindiniy metody, naudojamy kokybiskai ir kiekybiSkai
aprasant fibriles, yra atominés jégos mikroskopija (AJM). Sis svarbus ir
universalus metodas pritaikomas jvairiose mokslo srityse. Su AJM galima
vizualizuoti paviriaus savybes, nustatyti biomolekulines saveikas ir t.t. Siuo
metu labai sparciai vystosi AJM pagristos nanotechnologijos, tokios kaip
nanomanipuliacija, nanolitografija, nanoskiepijimas, nanooksidacija. AJIM yra
naudojama atliekant meéginio pavirSiaus fizines ir chemines modifikacijas
nanometringje skaléje. AJM metodu pagristos nanotechnologijos turi didZiules
pritaikymo galimybes nanoelektronikoje, bioanalizéje, biojutikliy ir kity
nanoprietaisy kiirime (Tang ir kt., 2004).

AJM (1.6 pav.) leidzia tirti fibriliy morfologija, tiesiogiai atlikti
fibrilogenezés kinetikos matavimus. Siuo metodu galima nustatyti in situ kaip
aplinkos salygos lemia fibriliy morfologija ir formavimasi, matuoti fibriliy
mechanines savybes ir kt. (Goldsbury ir kt., 1999; Chamberlain ir kt., 2000;
Blackley ir kt., 2000; Khurana ir kt., 2003).

\ -

1.6 pav. Atominés jégos mikroskopo (AJM) veikimo schema (A). 1 — lazerinis
diodas, 2 — skenavimo adata, 3 — veidrodis, 4 — fotodetektorius, 5 — elektronika,
6 — skeneris su méginiu (Braga ir Ricci, 2004). Lizocimo fibriliy vaizdas
stebimas AJM (B) (Setkus ir kt., 2009).
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Yra ir kity metody, kuriais galima charakterizuoti amiloidines fibriles.
Tai branduolio magnetinis rezonansas (BMR) atliekamas fibriliy struktirai
nustatyti (Antzutkin ir kt., 2000; Balbach ir kt., 2002; Petkova ir kt., 2002;
Jaroniec ir kt., 2004), apskritiminis dichroizmas ir Furje transformaciné
infraraudonosios spinduliuotés (FTIR) spektroskopija. Ji naudojama nustatant
antring baltymu/fibriliy struktiira bei nustatant fibrilogenezés greitj (Chiti ir kt.,
1999). Fibriliy morfologija ir kinetiné fibrilogenezé ex situ tiriama
perSvieCiamuoju (TEM) ar skenuojanciu elektroniniu mikroskopu (SEM)
(Sunde ir Blake, 1997; Malinchik ir kt., 1998; Tjernberg ir kt., 1999, 2002).

Siuo metu amiloidiniai baltymai yra skirstomi i kelias grupes. Pirmai
grupel priskiriami amiloidozes sukeliantys patologiniai amiloidiniai baltymai ir
ju pirmtakai. Antra grupg¢ sudaro neamiloidogeniniai baltymai ar peptidai,
kurie formuoja fibriles in vivo. Tre€ioji grupé — nepatologiniai amiloidiniai

baltymai, kurie Iastel¢je atlieka tam tikra funkcija (Harrison ir kt., 2007).
1.2.1. Amiloidozes sukeliantys baltymai

NemaZzai Zmogaus ligy yra siejamos su baltymy ar peptidu natyvios
konformacijos praradimu. Amiloidai susiformuoja i§ tirpiy baltymuy, kurie
nejprastai agreguoja ir suformuoja tvarkingus darinius uz lastelés riby arba
lastelés viduje (Chiti and Dobson, 2006). Sios amiloidinés sankaupos yra
sudarytos 1§ savo morfologija panasiy struktiiriniy vienety (Stromer ir Serpell,
2005).

Siuo metu yra Zinoma daugiau nei 30 Zmogaus ligy, kurias sukelia
amiloidinés prigimties baltymai (patvirtinta Tarptautinés amiloidoziy
organizacijos nomenklatiiros komiteto). Amiloidozés yra skirstomos i kelias
grupes (Harrison ir kt., 2007):

J Neurodegeneracinés ligos — sergant Siomis ligomis
agregacija pasireiSkia smegenyse;
. Neneuropatinés lokalizuotos amiloidozés — kai agregacija

pasireiSkia tam tikro tipo audiniuose, bet ne smegenyse;
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. Neneuropatinés sisteminés amiloidozés, kai agregacija

pasireiSkia keliuose ir daugiau audiniy, bet ne smegenyse (1 lentele)

(Chiti ir Dobson, 2006):

1.1 lentelé. Neurodegeneraciniy ligy sarasas

Liga Agreguojantys Aminoriagsciy
baltymai ar peptidai skaicius
Neurodegeneracinés ligos

Alzheimerio liga Amiloido 3 peptidas 40-42

Spongiforminé¢ encefalopatija Priono baltymas arba jo 253
fragmentai

Parkinsono liga o -Sinukleinas 140

Demensija su Lewy kiineliais o -Sinukleinas 140

Frontotemporalin¢ demensija su | Tau 352441

parkinsonizmu

Amiotrofiné lateralin¢ skleroze Superoksido dismutaze 1 153

Hantingtono liga Hantingtinas su 3144
poliglutaminy seka

ir kt.
Ne neuropatinés sisteminés amiloidozés

AL amiloidozé Imunoglobulino ~90
lengvosios grandinés ar
fragmentai

AA amiloidoze Serumo amiloido A 76-104
baltymo fragmentai

Seiminé VidurZemio jiros Serumo amiloido A 76-104

karstlige baltymo fragmentai

Senatviné sisteminé amiloidoze Laukinio tipo 127
transtiretinas

Seiminé amiloidotiné Transtiretino mutantai 127

polineuropatija

Suomiy paveldima amiloidozé Gelsolino mutanty 71
fragmentai
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Lizocimo amiloidozé Lizocimo mutantai 130
Fibrinogeno amiloidozé Fibrinogeno a grandinés 27-81
variantai
Ne neuropatinés lokalizuotos ligos
II tipo diabetas Amilinas 37
Skydliaukés moduliné karcinoma | Kalcitoninas 32
PrieSirdZio amiloidozé PrieSirdZio natriuretinis 28
faktorius
Paveldima cerebraline Amiloido B peptido 4042
hemoragija su amiloidoze mutantai
Hipofizés prolaktinoma Prolaktinas 199
Ragenos amiloidozé susieta su Laktoferinas 692
trichiaze
Katarakta vy kristalinai varijuojantis
ir kt. ligos

Kol kas néra aiSku, kas lemia baltymy konformacinius pokyc€ius in
vivo. Yra Zinoma, kad uZz toksiSkuma ir amiloidiniy ligy patologijas tarpinés
tirpios agreguotos biisenos yra atsakingos labiau nei netirplis polimeriniai
agregatai (Gregersen ir kt., 2005; Chiti and Dobson, 2006). Amiloidinés
sankaupos gali formuotis jvairiuose organuose ir audiniuose (Harrison ir kt.,
2007). Beveik visi Sie baltymai (iSskyrus daug glutamino turinCius baltymus)
yra nepanasis tarpusavyje: skiriasi ju ilgis, hidrofobiSkumas. Be to, in vivo
stabiliis baltymai gali formuoti amiloidines fibriles, esant destabilizuojantiems
veiksniams, tokiems kaip rugStinis pH, organiniai tirpikliai ir pan. (Chiti ir

Dobson, 2006, Harrison ir kt., 2007).

1.2.1.1. Ap peptidai

Viena i§ labiausiai tiriamy amiloidoziy yra Alzheimerio liga (AL),
kurios patologiniai Zymenys yra amiloidiniy plokSteliy sankaupos smegenyse.

Sios uZlastelinés sankaupos yra sudarytos i§ 40- ir 42-aminoriig§¢iy liekany
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peptidy, vadinamy [ amiloidiniais arba AP peptidais (~4 kDa) (Stromer ir
Serpell, 2005). Normaliomis fiziologinémis salygomis amiloido pirmtako
baltymas BAPP (angl., B amyloid precursor protein), kuri koduoja 21-os
chromosomos q petyje randamas genas (Walsh ir Selkoe, 2007), yra I tipo
lastelés pavirSiaus glikoproteinas, dalyvaujantis branduolio signaly keliuose. Ji
sudaro iki 770 aminoriigSciy. Baltymas taip pat gali stimuliuoti augimo
procesa. Eksperimentai rodo, kad BAPP fragmentai dalyvauja ir aksoniniame
transporte (Kamal ir kt., 2000), lastelés adhezijos procese, lastelés iSgyvenimo
procese, cholesterolio metabolizme, geny transkripcijoje ir kognityviniuose
procesuose (Turner ir kt., 2003). Sis baltymas in vivo yra proteolitikai
skaldomas triju tipy proteaziy: a-, B- ir y- sekretaziy (1.7 pav.). Veikiant B- ir
v- sekretazéms nuskeliami AP regiono N ir C galai. Priklausomai nuo vietos,
kurioje skelia y-sekretaze, susiformuoja keliy tipy AP peptidai (38, 39, 40, 42,
43- aminorugsciy ilgio) (Steiner ir kt., 1999; Clippingdale ir kt., 2001;
Harrison ir kt., 2007; Walsh ir Selkoe, 2007). Tre€ioji a-sekretazé skelia AP
amiloido domeno viduryje. Taip suardoma AP seka ir pasigamina
neuroapsauginis sAPPa fragmentas. a- ir B-sekretazés gali konkuruoti dél
BAPP skélimo vietos, nes ju taikiniai yra Salia vienas kito (Silvestri ir
Camaschella, 2008). Tokie subrende AP peptidai yra sekretuojami | plazma
arba smegenuy skysti.

AP peptidy gamyba in vivo yra normalus reiSkinys (Stromer ir Serpell,
2005), bet kai kuriuose individuose yra stebima padidéjusi visu AP peptiduy
varianty gamyba arba padidéjes AP42 ir kityu AP peptidy santykis. Tai sukelia
ankstyva AL pradzZia (Bentahir ir kt., 2006; Kumar-Singh ir kt., 2006; Rovelet-
Lecrux ir kt., 2006). Manoma, kad AB40 peptidas gali reguliuoti K" kanaly
aktyvuma ir moduliuoti sinapsiy transmisija (Sgourakis ir kt., 2007). AP
peptidai gali dalyvauti ir Ca”™ pralaidziy kanaly susidaryme lasteles
membranoje. Be to, susidar¢ AP oligomerai suardo tam tikras neurony
sinapses. D¢l Siuy citotoksiniy procesy pradeda gamintis ir yra sekretuojamos

toksiSkos molekulés, pvz. azoto monooksidas (Arimon ir kt., 2005).
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1.7 pav. Proteolizinis BAPP baltymo skaldymas ir AP peptidu brendimas in
vivo (pagal Clippingdale ir kt., 2001).

Yra nustatyta, kad didZiaja dali amiloidiniy ploksteliy sudaro AP42
(labiausiai hidrofobiné ir neurotoksiSka Zmogaus Af peptidy forma) (Arimon ir
kt., 2005), nors APB40 yra labiau vyraujanti — santykis AB40:Ap42 yra ~7:1
(Olofsson ir kt., 2007). Amiloidy gamyba ir sankaupy formavimasis taip pat
priklauso ir nuo keliy genetiniy rizikos faktoriy, iskaitant du homologiskus
presenilinus koduojanciy geny mutacijas (PS1 ir PS2, kurie skatina v-
sekretazes aktyvuma) bei mutacijas BAPP gene (Steiner ir kt., 1999).

AP amiloidiniy fibriliy charakterizavimas yra sudétingas procesas, nes
susiformavusios sankaupos in vivo yra beveik netirpios ir dé¢l to jas labai

sudetinga iSskirti (Olofsson ir kt., 2007).

1.2.1.2. a-Sinukleinas

a-Sinukleinas (a-Syn) yra sudarytas 1§ 140 aminorugsciy (~14 kDa) ir
yra aptinkamas beveik tik neuronuose ir daZniausiai tik lasteliy viduje. a-Syn
yra mazas tirpus baltymas, ekspresuojamas pirmiausiai presinaptiniuose
galuose centrin¢je nervy sistemoje. Susidoméjimas Siuo baltymu iSaugo
nustacius, kad jis susijgs su Parkinsono liga (PL). Tiksli a-Syn funkcija kol kas
neZinoma, bet manoma, kad jis dalyvauja palaikant membranos stabiluma ir

neurony plastiSkuma. Dél biocheminiy ir struktiiriniy savybiy yra manoma, kad
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o-Syn priklauso su riebaly riugstimis besijungian¢iy baltymy Seimai ir del to
gali vykdyti riebaly rugsciy transporta neurony citoplazmoje (Sharon ir kt.,
2001). vairts aplinkos ar genetiniai veiksniai gali lemti neteisinga a-Syn
susisukima ar normalios funkcijos praradima (Recchia ir kt., 2004). PL yra
antra labiausai progresuojanti neurodegeneraciné smegeny liga (po
Alzheimerio ligos) (Recchia ir kt, 2004). PL atveju yra stebimi citoplazminiai
Lewy sankaupiniai kiineliai dopaminerginiuose neuronuose (Recchia ir kt.,
2004; Tsigelny ir kt., 2008). Daugeliu PL atveju a-syn seka yra mutuota, taciau
lasteliniai procesai taip pat turi jtakos nenormaliam §io baltymo metabolizmui
ir kaupimuisi. a-syn (genas yra 4q21) priklauso sinukleiny Seimai, kuriai
priklauso ir f-syn (5q35) bei y-syn (10g23). Konservatyviis a-Syn baltymo
homologai budingi Zmonéms, paukSciams, peléms, jauciams ir Ziurkéms, bet
nerandami Escherichia coli, mielése, Caenorhabditis elegans ar Drosophila
melanogaster. a-Syn yra mazas labai kar§¢iui atsparus riigstinis baltymas.

Yra Zinoma, kad AP skatina a-Syn agregacija ir toksiSkuma in vivo. Be
to, a-Syn ir AP gali saveikauti tarpusavyje in vivo, taCiau Sios saveikos
molekulinés savybés ir pasekmés kol kas néra aiSkios (Tsigelny ir kt, 2008).
Tyrimai parod¢, kad AP ir a-Syn saveikauja in vivo, o ankstyvose stadijose A3
monomery ir dimery N galinis regionas saveikauja su a-Syn N ir C galais. D¢l
to susiformuoja pentamerai ir heksamerai — | Zieda panaSios struktiiros
(Tsigelny ir kt, 2008). Be to, ankstesni tyrimai parod¢, kad AL atveju
amiloidiniy ploksteliy sudétyje yra a-Syn fragmenty (Kallhoff ir kt., 2007).

Dauguma modifikuoty a-Syn baltymy tyrimy yra nukreipta i
toksiSkumo lastel¢je mazinimo procesa (Recchia ir kt., 2008). Kol kas Zinomi
tik pavieniai tyrimai, kuriuose o-Syn baltymo formuojamos fibrilés yra
naudojamos kaip statybinis elementas formuojant nanostruktiras, pvz.: a-Syn
fibrilés buvo naudojamos kaip matrica paladzio, aukso, ir sidabro nanodaleliy

grandiniy sintezei (Colby ir kt., 2008).
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1.2.2. Nepatogeniniai amiloidiniai baltymai

Yra baltymy, kurie, esant tam tikroms salygoms, formuoja amiloidus
in vivo, taciau gali formuoti ir in vitro, pvz.: a-, B-, y- kristalinai (Meehan ir kt.,
2004), xk-kazeinas (Farrell ir kt., 2003), B-laktoglobulinai i§ Bos taurus
(Hamada ir Dobson, 2002), alkoholio dehidrogenaze iS S. cerevisiae (Zhang ir
kt, 2004) ir kiti. Kai kurie Zmogaus baltymai taip pat néra link¢ formuoti
fibriliy in vivo, bet formuoja fibriles in vitro destabilizuojan¢iomis salygomis,
pvz.: acetilcholinesterazés fragmentas (586—599 ar.) (Cottingham ir kt., 2002)
arba CA150 (antras WW domenas) (Ferguson ir kt., 2006).

Bakterijos taip pat sintetina amiloidinius baltymus, kuriy funkcija yra
svarbi bakterijy fiziologijai. E. coli ir Salmonella spp. naudoja labai agreguotas
i§ kurlino baltymy sudarytas fibriles. Sios struktiiros padeda kolonizuotis ir
formuoti biopléveles (biofilmus) (Loferer ir kt., 1997; Chapman ir kt., 2002).

Sitilinés bakterijos Streptomyces coelicolor sekretuoja pavirSiaus
aktyvius baltymus, vadinamus Caplinais. Minéti baltymai formuoja neiprastas, i
amiloidines panaSias fibriles, reikalingas oriniy struktiry susidarymui (Talbot,
2003).

Grybams, kaip ir bakterijoms, reikia prisitvirtinti prie jvairiy pavirsiy.
I ir II klasés hidrofobinai yra maZzi, mikromicetiniy grybuy sekretuojami,
cisteinu turtingi baltymai, kurie atlieka daug svarbiy funkcijy grybu
gyvybiniuose procesuose. Jie gali dalyvauti formuojantis hifams bei hifams
prisijungiant prie hidrofobiniy pavirSiy. Hidrofobinai savo funkcijas atlieka
naudodami mechanizmus, paremtus ju savybe formuoti savitvarkes struktiiras,
esant hidrofilinei-hidrofobinei saveikai (Wosten ir kt., 2001). D¢l polimerinés
formos ir galimybés ja iSardyti, paskutiniais metais hidrofobinai vis labiau

naudojami nanotechnologijoje (Sunde ir kt., 2008).

1.2.2.1.Kumelés pieno lizocimas
Kaip ir kiti amiloidiniai baltymai (AP, oa-Syn), kumelés pieno
lizocimas (EL) gali formuoti fibrilines struktiras. EL yra Ca™ prisijunggs

baltymas, turintis tiek c-tipo lizocimy tiek ir a-laktalbuminy savybiy.
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Tam tikromis salygomis S§is baltymas formuoja Ziedo formos
protofilamentus, kurie dé¢l savo struktiiriniy savybiy gali biiti jdomis nano-
biomolekuliniy dariniy formavimosi désningumams tirti. Sis procesas vyksta
per tarping stabilios globulés stadija, kuri budinga daugeliui lizocimuy.
Lizocimai, kaip ir a-laktoalbuminai, yra sudaryti 1§ dvieju domeny: a-domenas
yra turtingas o-spiraliniy struktiiry, tuo tarpu -domena sudaro trys B-klostés ir
keletas kilpy. Lizocimy sudétyje yra konservatyvus cisteino liekany skaicius,

kurie sudaro keturis disulfidinius tiltelius (1.8 pav.) (Morozova-Roche, 2007).

1.8 pav. Schematin¢ EL erdviné struktiira. A,
B ir D sritys (paZymétos violetine spalva)
formuoja a-spirales. Mélyna spalva Zymi sriti
apimancia  59-61  aminortgStis,  kurios
formuoja B-klostg, C-spiralé (pazyméta zalia
spalva), antrinés  struktiros elementai
(pazymeti geltona spalva), vidurine sritis
apimanti 51-55 aminorigstis sudaro -
granding. Raudona spalva pazymeétos létai
stabilizuojamos kilpos. 4 disulfidiniai tilteliai
paZzyméti geltonais sujungtais rutuliukais
(Morozova-Roche, 2007).

Ca” prisijungimo
vieta

Aktyviajame EL centre esancios Glu35 ir Asp52 liekanos yra
atsakingos uz fermentinj aktyvuma (Morozova-Roche, 2007).

Zmogaus ir vistos lizocimai taip pat yra o+f (sudaryti i§ a-spiraliy ir
B-klos¢iy) baltymai (Chamberlain ir kt., 2000; Ohnishi ir Takano, 2004).

EL gali buti lengvai gryninamas i§ pieno, taiau kai kuriems
struktlriniams tyrimams ar baltymo mutagenezei reikalingas rekombinantinis
baltymas. Iki Siol, EL buvo ekspresuotas Aspergillus niger filamentiniuose
grybuose (Spencer ir kt., 1999).

Naudojant susidariusias 1§ EL amiloidines fibriles kaip biomatrica,
buvo gautos 1 nm ir apie 2 um ilgio sidabrinés vieleles, kurios gali biuti

pritaikomos nanobiotechnologin¢je gamyboje (MaliSauskas ir kt., 2008).
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Naudojant lizocimo vandenini tirpala buvo gauti ir fibriliniai hidrogeliai, kurie

gali buti panaudojami audiniy auginimui kaip matrica (Yan ir kt., 2006).

1.3. FIBRILIU SUSIDARYMAS IN VITRO IR IN VIVO.

Amiloidinés fibrilés yra siiiliniai agregatai. Jie susidaro spontaniSkai
agreguojant jvairiems baltymams (Paravastu ir kt., 2008). Formuoti
amiloidines struktiiras su vidumolekulinémis [ klostémis yra jgimta
polipeptidinés grandinés savybé. Esant tinkamoms salygoms, visi baltymai turi
potencialg formuoti tokias struktiiras (Calamai ir kt., 2005). Tirpus amiloidy
agregaty pirmtakai gali biti arba globuliniai baltymai, arba jy fragmentai, arba
natyviai nesusisuk¢ polipeptidai. Globulininai baltymai paprastai turi biiti
destabilizuojami mutacijomis, karS¢iu, aukStu slégiu, Zemu pH arba organiniais
denattratais (Calamai ir kt., 2005). Aplinka, kurioje baltymai bei peptidai
susirenka | amiloidines fibriles, lemia fibriliy makromolekulinius morfologijos
poky¢ius, kai susiformuoja skirtingi susisukimo variantai ar protofilamenty
skaicius, ar agregaty formos (Stromer ir Serpell, 2005).

Kol kas yra maZai Zinoma apie savitvarkiy sistemy procesy dinamika.
Baltymas bandydamas teisingai susisukti, iSmeégina visas galimas
konformacijas. Levintalis pasitlé (Levintalio paradoksas), kad baltymai
neatlieka atsitiktinés konformacijy paieskos, o susisuka formuodami daugybe
tarpiniy meta-stabiliy biiseny. Nuo baltymo priklauso kiek laiko uZtruks
susisukimas (Honig, 1999).

Amiloidines fibriles, sudarancios AL ploksteles, yra labai stabilios ir
netirpios. Sie agregatai yra sudaryti i§ nesusisukusiy ar neteisingai susisukusiy
baltymy, sujungty nekovalentinémis saveikomis. Tokie agregatai néra stabilis
ir turéty disocijuoti, kol galiausiai nusistovety dinaminé pusiausvyra. Taciau
griztamumas nejmanomas d¢l labai susipynusios fibriliy struktiiros. Kai kuriais
atvejais, priklausomai nuo agregacijos salyguy, griZtamumas vis tik yra

imanomas (O’Nuallain ir kt., 2005).
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Eksperimentiniai duomenys rodo, jog savitvarka yra daugiapakopis
procesas. Jis vyksta susidarant skirtingoms tarpinéms struktiroms (1.9 pav.)

(Serpell, 2000; Zhang ir kt., 2002).

A peptidas [-klostyta struktiira  Protofilamentas Keli Fibrile
protofilamentai
10-11 A ~25-30 A ~60-80 A
— - —
| . .
————1
-] 4‘?}‘
—— I
=}
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—_—
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[= ]
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f—————]
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[————]

1.9 pav. AP peptidy fibriliy susirinkimo hierarchiné schema (Serpell, 2000).

Amiloidy formavimasis susideda i§ keliy etapy: pradinés agregacijos,
nukleacijos ir elongacijos. Pirmame etape agreguoja natyvios ar dalinai
1Ssivyniojusios monomerings ir oligomerinés baltymo ar peptido formos. Ir tai
yra termodinamiSkai nepalankus procesas. Kitame etape agreguotos baltymy ir
peptidu formos susijungia nekovalentiniais rySiais ir suformuoja branduolj. Kai
formuojamas branduolys pasiekia kritini dydi, prasideda fibrilés formavimasis.
Tokios susiformavusios fibrilés pasiZymi didesniu termodinaminiu stabilumu
nei destabilizuotas natyvus baltymas. TreCiame etape monomeriné€s baltymo ar
peptido formos jungiasi prie fibrilés galy (Harrison ir kt., 2007).

Amiloidy polimorfizmas yra labai susij¢s ir su AP fibriliy formavimo
mechanizmu, kai in vitro vyksta nuo nukleacijos priklausoma polimerizacija.
Kaip greitai vyks polimerizacija priklauso nuo susiformavusiy oligomery
dydzio. Branduolio formavimasis vyksta labai trumpa laika, taciau
formavimosi greitis skiriasi netgi homogeniskuose vandeniniuose tirpaluose ir
yra jautrus daugeliui salygu (pH, joninei jégai, temperaturai, agitacijai). Jei

susiformuoja skirtingos branduolio struktiiros, po polimerizacijos skirsis ir
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susiformavusiy fibriliy molekuliné struktiira. Be to, nukleacija in vivo gali biiti
inicijuojama, saveikaujant su fosfolipidinémis membranomis (Nichols ir kt.,
2005). Taigi, hidrofobiné saveika nukleacijos etape yra esminé¢ (Lin ir kt.,
2008).

Atlikti tyrimai rodo, kad agregacijos (nukleacijos) fazés metu susidare
oligomerai yra netvarkingy spiraliniy ir tarpmolekuliniy nefibriliniy B-
struktiiry misinys. Oligomery skaicius ir nefibriliniy B-struktiry kiekis auga
per visa nukleacijos fazg, o elongacijos faz¢je Sios nefibrilinés struktiiros yra
transformuojamos i fibrilines p-struktiiras, kurios susiformuoja prisijungus
didesnés molekulinés masés tarpiniams junginiams (Benseny-Cases ir kt.,
2007). AP fibrilogenezés tyrimai in vitro parodé¢, kad peré¢jimas i$ spiralinés
struktiiros 1 B-klos¢iy struktiira yra vienas i§ esminiy veiksmu susirenkant
fibriléms (Fezoui ir Teplow, 2002).

Pastebéta, kad amiloidogeniniy baltymy fibriliy formavimasi galima
pagreitinti | reakcijos miSini pridéjus susiformavusiy fibriliy — Sis reiskinys
vadinamas uzsé¢jimu (angl., seeding) (Krebs ir kt., 2007). PavyzdZiui, viStos
lizocimo fibriliy formavimosi efektyvumas priklauso nuo uzsé¢jamy baltymuy
sekos panasumo (Krebs ir kt., 2007). a-Syn fibriliy formavimasis buvo
pagreitinamas, jei buvo pridedama E. coli Saperonino GroES, vistos lizocimo,
ar jaucio insulino suformuoty fibriliy (Yagi ir kt., 2005). Kadangi pagrindiné
polipeptidinés grandinés struktiira yra tokia pat visuose baltymuose, Serdine
dalis, sudaranti B-kloste, bus panasi. Soniniai radikalai taip pat turi jtakos
amiloidiniy struktiiry bei specialiy strukturos detaliy formavimuisi (Krebs ir
kt., 2007).

a-Syn fibrilizacija in vitro yra pagreitinama, esant dideléms skirtingy
polimery (baltymy, polisacharidy ir polietilenglikolio) koncentracijoms, o
fibrilizacijos greitis priklauso nuo polimero prigimties ir ilgio, taiau
didZiausias efektas stebimas didinant polimero koncentracija (Uversky ir kt.,

2002).
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Baltymo ar peptido koncentracija taip pat lemia fibrilizacijos pobudi ir
greit]. Priklausomai nuo Kkoncentracijos, galimi skirtingi Ap peptidy
agregacijos keliai. Gali formuotis  struktiiros (tvarkingai iSsidésCiusiy AB40
peptidy, kurie gali buti protofibriliy pirmtakais) arba nestrukturizuoti agregatai
(neturintys reguliarios antrinés struktiiros) (Huang ir kt., 2000). Koks kelias
bus pasirinktas, priklauso nuo baltymo koncentracijos ir nuo fibrilizacijos
trukmes (Huang ir kt., 2000).

Kol kas tiksliai nezinoma, kaip formuojasi fibrilés. Manoma, kad prie
augancios fibrilés galo prisijungiant monomerinei baltymo ar peptido formai
fibrile pertvarko struktiira, kad galéty prisijungti kitas monomeras (Harisson ir
kt., 2007). Yra pasiilyta keletas hipotetiniy amiloidiniy fibriliy formavimosi
mechanizmy. Polinis uZtrauktuko modelis, kuriame [ klostes stabilizuoja
vandeniliniy rySiy tinklas, itraukiami poliniai aminoriigs¢iu radikalai
(glutaming ir asparagina). Tokie glutaminu ir asparaginu turtingi regionai
daZnai aptinkami Zinduoliy ir mieliy priony N gale bei kituose amiloidines
fibriles formuojanciuose polipeptiduose (Ohnishi ir Takano, 2004). Kitas
sitlomas modelis yra domeny apsikeitimo modelis. Pagal ji, dvi ar daugiau
baltymy molekuliy formuoja chimera ar oligomera, pasikeisdamos vienu ar
daugiau struktiiriniy domeny. Toks modelis nustatytas priono baltymo PrP® ir
Zmogaus cistatino fibriliy susidaryme, ta¢iau mazi peptidai domenais keistis
negali (Ohnishi ir Takano, 2004).

Vandenyje tirpiy baltymy agregacija in vitro gali biiti stebima esant
ivairioms salygoms: Svelnioms denatiiruojancioms salygoms (kai baltymai yra
dalinai iSlankstomi), inkubuojant aukStoje temperatiroje, esant santykinai
didelei baltymo koncentracijai, esant didelei drusky koncentracijai, pakeiciant
pH 1 artima izoelektriniam taSkui, kai terpéje organinio tirpiklio, sudarant
vandens-oro ar vandens-lipidy saveikas, kai terp€je sunkiyjy metaly arba esant
nejoniniam polimerui (Ohnishi ir Takano, 2004). Nedideli baltymy fibrilinimo
meéginiy paruoSimo skirtumai taip pat lemia skirtinga fibriliy susirinkima

(Olofsson ir kt., 2007).
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Taip pat buvo nustatyta, kad kai kurios pre- ir po-modifikacijos
sukelia o-Syn agregacija. Pavyzdziui, Ser129 fosforilinimas o-Syn turéjo
teigiamos itakos agregacijai ir tokia modifikacija aptinkama PL patologiniuose
meéginiuose (Iwatsubo, 2003; Beyer, 2006).

Baltymuy agregacijai yra svarbis keli veiksniai: baltymo aminoruigsciuy
sastatas ir juy seka, kriivis, koncentracija, poliariSkumas, aromatiSkumas ir
polinkis 1 B-klostes, pH, temperatiira, jonin¢ jéga, hidrostatinis slégis, metaly

prisijungimas, sagveikos su membrana (Klement ir kt., 2007).
1.3.1. Aminoriaigs¢iy sekos ir sastato jtaka fibriliy susidarymui

[vairis mutagenezés tyrimai atskleidé, kad yra tam tikros baltymy
sekos, kurios yra labiau linkusios formuoti B-klosciy struktiiras. Amiloidiniy
fibriliy atveju, B lakStai yra dominuojantis antrinés struktiiros elementas, o a
spiraliniai segmentai kol kas nebuvo aptikti amiloidiniy fibriliy Serdiné¢je
struktiiroje (Petkova ir kt., 2006).

Nors formuoti (-klostines struktiiras yra visy baltymuy savybé, taciau
BMR tyrimai parodé, kad AP peptidai turi struktirizuotus regionus. Buvo
nustatyta, kad AB42 C galas yra labiau struktiirizuotas negu AB40 (Sgourakis ir
kt., 2007). B smeigtuko susiformavimas AP40 sekoje apima trumpas
31-IIGLMVGGVVIA-42 peptido sritis 31-34 ir 38—41, tai sumaZina C galo
lankstuma, todél AP42 peptidas yra labiau linkes formuoti fibriles nei AB40.
Be to, AB40 turi unikalias struktiiras: trumpa 3, spiralg N gale, y-smeigtuko
struktura, sudaryta 1§ peptido 12-18 aminoriigs¢iy srities, bei lanksty C gala
(25-40 ar.), kuri i§ dalies stabilizuoja B-siikiai (1.10 pav.) (Sgourakis ir kt.,
2007).
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1.10 pav. Galimos AB40 ir AB42 peptidy konformacijos vandenyje. AB40 N
gale yra trumpas spiralinis srities regionas. AP42 gali sudaryti daugiau
konformacijy, taCiau visoms biidinga tai, kad C galas yra “uzrakintas” su [-
smeigtuko struktiira arba iSsiplétusia kilpa (pagal Sgourakis ir kt., 2007).

Taip pat nustatyta, kad AP40 peptide N galinés aminorugsciy
liekanos, ypa¢ Phe4 ir Arg5, yra dalinai apsaugotos. Tai patvirtina, kad Siame
regione susidaro papildoma antrin¢ struktora, kuri gali formuoti
tarpmolekulinius ir vidumolekulinius vandenilinius rySius (Olofsson ir kt.,
2007). Papildomos C galinés aminortigsciy liekanos Ile4l ir Val42 Ap42
peptiduose lemia antrinés struktiros susidaryma ir galima metaly jony
prisijungima (Olofsson ir kt, 2007).

AP peptidu PB-klostiné struktiira yra susijusi su ju netirpumu ir
neurotoksiSkumu. Manoma, kad AP peptidai pakeifia konformacija i§ o-
spiralés { B-klostés struktiira amiloidogenezés metu, o N galas yra svarbus a-3

konformaciniam poky¢€iui (1.11 pav.) (Serpell, 2000).

o arba 3 konformacija Tikétina B-kloste

IWRY BT WA IO 1011 1213141516 17 18 19 20 21 prB XL 9Pl ¥v4 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 m§4| 42
DA | | J
B-linkis Centriné B-linkis Labai hidrofobiné sritis
hidrofobiné
sritis

1.11 pav. Hipoteting, skaiCiavimais pagrista, schema, rodanti peptido sritis,
kurios formuoja atitinkama antring struktiira. Peptido regionai, labiausiai linke
formuoti B-klosting struktiira, pavaizduoti juodame fone (pagal Serpell, 2000).

Labiausiai tikétina yra tai, kad AP40 ir AB42 peptidai formuoja
lygiagreCias [-klostes su [P-postkiu tarp aminorigsciy Asp23 ir Lys28.

Labiausiai lankstus peptido regionai yra pirmosios 10 aminorugs¢iy N gale,

29



kelios aminortigStys C gale (aminoriigic¢iy 39-42) ir B-postkio regionas
(Petkova ir kt., 2002; Urbanc ir kt, 2004).

B amiloido peptido 17-21 aminortigsciy motyvas Leu-Val-Phe-Phe-
Ala yra hidrofobinis regionas ir esminis fibrilizacijai (Serpell, 2000). Be to,
nustatyta, kad toks oligopeptidas slopino AB40 ir AB42 fibrilizacija (Balbach ir
kt., 2000). Buvo susintetinti trumpesni A} peptidy variantai, kurie taip pat
geba formuoti fibriles. f(25-35) amiloidiné fibrilé gali saveikauti su tirpiais
baltymais, de¢l to susiformuoja amorfiniai baltymuy agregatai. Manoma, kad
tokia oligopeptido fibrilé suardo natyvia baltymo konformacija ir taip sukelia
agregacija. Tai vyksta del elektrostatinés saveikos, panaSiai kaip B(25-35)
amiloidas saveikauja su lipidinémis membranomis (Konno, 2001). Serdiné
hidrofobin¢ AP peptidy sritis Leu-Val-Phe-Phe-Ala taip pat gali susirinkti {
tipines amiloidines fibriles in vitro, kurios morfologiskai yra labai panaSios i
pilno ilgio AP peptidy formuojamas fibriles (Dong ir kt., 2007).

Kritiné aminoriigstis, nuo kurios prasideda APB42 oligomerizacija yra
Ile41, o Ala42 palengvina susirinkima 1 PB-klosting struktiira. Tuo skiriasi
pirminé AB40 ir AB42 oligomerizacija (Bitan ir kt., 2002). Susidariusi ilgesné
APB42 peptido forma yra labiau linkusi oligomerizuotis ir formuoti amiloidines
fibriles negu gausiau produkuojamas AB40 (Walsh ir Selkoe, 2007).

Idomu tai, kad ~ 60% senatvines ploksteles sudaranciy AB42 N gale
neturi aminorugsciy (Nakamura ir kt. 2007). Tarp visy trumpesniy N galo
peptidu labiausiai vyrauja AB3—42 forma (Piccini ir kt, 2005).

Eksperimentiniai ir teoriniai duomenys patvirtina hipotezg, kad
aromatiniy aminorugs¢iy liekany iSsidéstymas (angl., stacking) gali biti
pagrindinis veiksnys, nuo kurio prasideda molekulinis atpaZinimas, savitvarka
ir pradeda formuotis fibrilés. KeiCiant aminoriigstis 3 amiloido sekoje
nustatyta, kad didinant hidrofobiniy aminoriigs§¢iy skaiciy ir/arba kriivi polinkis
1 agregacija did¢ja (Kim ir Hecht, 2008).

o-Syn baltymas yra suskirstytas | labiau konservatyvius domenus

(1.12 pav.):
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. labai konservatyvus su lipidais besijungiantis N galo a-spiralés
(1-61 aminorugsciy liekanos) domenas;

. variabilus  vidinis hidrofobinis NAC (angl., nonamyloid
component) domenas (61-95 aminoriigs¢iy liekanos);

. variabilus C galo domenas, sudarytas beveik vien tik i§ neigiamai

ikrauty glutamato ir aspartato liekany.

N-galinis pasikartojanciy NAC domenas Riigstinis C-galinis
1 seky domenas 65 95 domenas 140
A30P AS3T g 4
Y S Y Y

125 129,133 136
Fosforilinimo taikiniai

Amfipatinis o-spiralinis Esminé agregacijos Tirpuma didinantis
domenas sritis domenas
Jungimasis prie Fibrilés I Saperonus panaSus
fosfolipidiniy pisleliy aktyvumas

10 20 30 40
MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV

50 60 70 80
GSKTKEGVVH  GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK

90 100 110 120
TVEGAGSIAA  ATGFVKKDQL GKNEEGAPQE GILEDMPVDP

130 140
DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

1.12 pav. Zmogaus a-Syn galimi domenai. Violetine spalva paZyméti netobuli
KTKEGV pasikartojimai. Raudonai pazymétos alanino (A) liekanos nurodo
mutacijy taikinius A30P ir AS3T (pagal Recchia ir kt., 2004).

35 aminortig8¢iy NAC domenas yra statybinis a-Syn agregaty blokas
(Mandal ir kt., 2006). Nustatyta, kad NAC regione yra devyniy aminorugsciy
motyvas 66-VGGAVVTGV-74, kuris yra esminis fibriliy formavimuisi (Du ir
kt., 2003). Centrinis hidrofobinis a-Syn domenas dar yra Zinomas kaip ne Af}
komponentas AL plokstelése (angl., NAC-non A component) (Giasson ir kt.,
2001). Sis domenas (66-95 aminorugsciy sritis) sudarytas 1§ labai
amiloidogeninés dalies, kuri atsakinga uz a-Syn fibrilizacija (El-Agnaf ir kt.,
2002). a-Syn molekuléje yra 6 netaisyklingi motyvo KTKEGV sekos
pasikartojimai, kuriy funkcija kol kas néra Zinoma (Mandal ir kt., 2006). Labai

konservatyvus N galo domenas (1-65 aminorugsciy sritis) tirpale yra
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nestrukturizuotas, bet esant tam tikroms salygoms, gali formuoti spiraling
struktura (George, 2002), kuri sudaryta 1§ dviejy a-spiraliy (Chandra ir kt.,
2003). Sis domenas jungiasi prie neigiamai ikrauty fosfolipidy ir po
prisijungimo tampa spiraliniu, todel yra manoma, kad Sis domenas jungiasi su
membrana (Davidson ir kt., 1998; Eliezer ir kt., 2001). Be to, tyrimai rodo, kad
lipidin¢ aplinka skatina ne tik a-Syn baltymo erdvinés struktiiros suformavima,
bet ir agregacija (Lee ir kt., 2002). Buvo parodyta, kad A30P ir AS53T
mutacijos padidina a-Syn oligomerizacijos greiti (Rochet ir kt., 2000). Esant
mazoms baltymo koncentracijoms, Sie mutantai, kaip ir laukinio tipo a-Syn,
tirpale yra nestruktiirizuoti (Conway ir kt., 1998). Riigstinis karboksilinio galo
domenas (96—140 aminorugsCiy sritis) neturi strukturiniy elementy, bet yra
stipriai neigiamai ikrautas, nes sudarytas i§ riigStiniy aminortugsciy (George,
2000). Sis a-Syn C galas nuo kity dvieju domeny skiriasi savo variabilumu
tarp rasiy (Lavedan, 1998). Be to, nustatyta, kad Siam domenui biidingas
aktyvumas panasus i Saperony (Kim ir kt, 2002; Park ir kt., 2002). Taip pat
buvo parodyta, kad tam tikrais poliaminais prailgintas a-Syn C galas paspartina
agregacija (Hoyer ir kt., 2004). Esant maZzoms baltymo koncentracijoms,
natyvus o-Syn ir jo mutuotos (AS3T ir A30P) formos neformuoja pastebimy
antriniy struktiiry vandeniniame tirpale, taCiau esant dideléms koncentracijoms,
o-Syn agreguoja ir formuoja amiloidines fibriles (Wood ir kt., 1999).
Galiausiai, a-Syn NAC regiono sekos analizé parodé, kad yra tam tikra
seka, budinga visiems amiloidus formuojantiems baltymams. Ji yra esminé
agregacijai. Keturiy aminortig§¢iy motyvas Gly—Ala—X-X, kuriame X yra bet
kokia aminortigstis su alifatiniais Soniniais radikalais, yra biidingas A, priono
baltymui, o-Syn ir amiloido polipeptidui (IAPP, angl., Islet amyloid
polypeptide) (Uversky ir Fink, 2002). Yra Zinoma, kad kiekvienam baltymui ar
peptidui budinga skirtinga kritiné koncentracija, nuo kurios prasideda

nukleacija.
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1.3.2 Jvairiy fizikocheminiy veiksniy jtaka amiloidiniy fibriliy formavimui

Amiloidiniy fibriliy ir kity baltymy agregaty formavimasis labai
priklauso nuo ivairiy fizikocheminiy veiksniy: pH, temperatiiros, joninés jégos,
hidrostatinio slégio, metaly prisijungimo ir pan. (Klement ir kt., 2007).

Amiloidinés fibrilés susiformuoja, kai baltymas destabilizuojamas,
pavyzdziui, sumazinus terpés pH. Yra Zinoma, kad dauguma baltymy yra
maZziausiai tirpus kai pH yra artimas baltymo izoelektriniam taskui (pI). Tiriant
pl itaka amiloidy formavimui, nustatyta, kad fibrilés lengviausiai formuojasi
esant minimaliam baltymo tirpumui (Schmittschmitt ir Scholtz, 2003). Tiriant
jaucio fosfatidilinozitol-3’-kinazés (PI3-SH3) SH3 domeno a-subvieneto
amiloidiniy fibriliy formavimasi nustatyta, kad fibriliniy struktiiry morfologija
kito priklausomai nuo baltymo tirpalo pH. Manoma, kad pasikeitgs pH tirpale
sutrikdo elektrostatines saveikas, kurios stabilizuoja kontaktus tarp
protofilamenty, formuojanciy fibriles (Zurdo ir kt., 2001). Skirtingi agregacijos
mechanizmai buvo stebimi, esant mazai ir didelei joninei jégoms. Esant maZai
joninei jégai, elektrostatiné stima tarp AP monomery padidéja ir
polimerizacija vyksta tik i§ abiejuy fibrilés galy, tada susidaro ilgos ir plonos
fibrilées. Esant didelei joninei jégai, rySiai tarp fibriliy susidaro ne tik prie
abiejy galy, bet ir tarp dviejy aSies pusiy. Tai yra dél to, kad joninés saveikos
paslepia elektrostating stima. D¢l to susidaro trumpos ir storos fibrilés (Lin ir
kt., 2008).

Tiriant beta(2)-mikroglobulino (beta(2)m) agregacija 1 amiloidines
fibriles, nustatyta, kad rekombinantinio monomerinio beta(2)m fibrilogeneze
labai priklauso nuo pH ir nuo joninés jégos. Geriausiai fibrilés formuojasi esant
Zemam pH ir didelei joninei jégai (McParland ir kt., 2000). Fibrilinant AB40
skirtinguose pH, buvo gautos skirtingos morfologijos fibriles (Wood ir kt.,
1996; Stromer ir Serpell, 2005). Fibriliy susidarymas dazZniausiai yra
spontaninis reiSkinys. Susidaro nekovalentiniai rySiai, tokie kaip vandeniliniai

rySiai, hidrofobinés ar Van der Valso saveikos. Nors kiekviena iS Siy saveikuy
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atskirai yra gana silpnos, ju suma lemia labai stabiliy struktiiry susidaryma
(Zhang ir kt., 2002).

Agreguojant AB40 peptidas formuoja -klosting antring struktiirg ir Sie
konformaciniai pokyciai vyksta Zymiai grei¢iau, kai padidinama temperatura ir
joniné jéga (Lin ir kt., 2008).

Buvo parodyta, kad daugelis drusky stipriai jtakoja agregacijos
procesus. Didziausias efektas buvo stebimas su katijonais, pvz.: MgCl.
Manoma, kad APB40 agregacija priklauso nuo tiesioginés saveikos tarp jony ir
AB40 peptido, bei koreliuoja su jony indukuotais pokyciais. Druskos taip pat
turi didele itaka fibriliy struktiirai. Esant jvairioms druskoms, fibrilés yra
mazesnio skersmens, siauresni atstumai tarp persisukimu/susiaur¢jimy, taciau,
priklausomai nuo naudojamos druskos prigimties ir koks baltymas yra
fibrilinamas, buvo stebimas skirtingas efektas fibriliy susidarymui (1.13 pav.)

(Klement ir kt., 2007).

Didelé jtaka == Maza jtaka

Chlorido katijonai Mg*>Li>Na>K'
Natrio anijonai SO>I =>CI>NO;=ClO,

1.13 pav. Katijony ir anijony itaka fibriliy susidarymui (pagal Klement ir kt.,
2007).

B-klostiné  struktiira yra  stabilizuojama  vidumolekulinémis
hidrofobinémis saveikomis ir tai yra pagrindinis veiksnys nukleacijos procese.

Kai AP40 buvo fibrilinama, esant 600 uM peptido koncentracijai,
buvo stebimos naujos struktiros — 20-200 pm skersmens sferos, dar
vadinamos Pamy kamuoliukais (angl., famy balls). [domu tai, kad AB42
tokiomis paciomis salygomis panaSiy sfery neformuoja, o i AB40 miSini
pridéjus AB42, Bamy kamuoliuky formavimasis buvo slopinamas (Westlind-
Danielsson ir Arnerup, 2001). Minimali a-Syn koncentracija, kad prasidéty

fibriliy formavimasis, yra ~15 uM (van Raaij ir kt., 2008).
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Kai kurie metalai (gelezis (Fe’*), varis (Cu®*) ar cinkas (Zn*"))
jungiasi prie peptido N galo ir pagreitina AP peptidy agregacija in vitro
(Atamna ir Frey, 2004, Olofsson ir kt., 2007, Dong ir kt., 2007). Be to, AL
ligoniy smegenyse stebimos nenormalios aliuminio, gelezies, cinko ir vario
koncentracijos (Silvestri ir Camaschella, 2008). Al**, Fe*, Cu** ir Zn®* taip pat
pagreitina a-Syn agregacija (Uversky ir kt., 2001, Rasia ir kt., 2005), kai su
metalais jungiasi centrinis o-Syn domenas NAC, o susidariusios fibrilés yra
trumpesnés nei jprastai (Khan ir kt., 2005).

Cu®* susiri§imo vietos AB peptide yra His 6, His13, His 14 (Nakamura
ir kt., 2007). Cu** jonu koncentracija yra padidéjusi AL pacienty smegeny
senatvinése plokstelése (Raffa ir kt., 2005). AB42 wvari prijungia didesniu
afiniSkumu negu AP40. Be to, His13 aminortigstis variui néra esminé. Pakeitus
Sig aminortgsti, AP peptidai ir toliau jungési su vario jonais (Clippingdale ir
kt., 2001). Nors Cu(Il)-AB kompleksas yra labiau toksiSkas neurony kultiirai
negu A atskirai, pavieniai vario jonai yra dar labiau toksiski, negu kai jis yra
komplekse su APB. Be to, AP gali apsaugoti mazo tankio lipoproteinus nuo
vario indukuojamos lipidy peroksidacijos, o geleZzimi indukuojama Iasteliy
Zutis irgi gali buti sumaZinama su AB42. Manoma, kad specifin¢ AB42 saveika
su oksidaciniu bidu paZeistomis membranomis, lemia AB42 fibriliy
formavimasi, tuo paciu ir neurotoksiSkuma (Nakamura ir kt., 2007).

Zn** jonai taip pat paspartina fibriliy susirinkima, sudarydami
koordinacinius rysius su dviejy skirtingy peptidy histidino Soniniais imidazolo
radikalais (Dong ir kt., 2007). Zn** gali savitai kontroliuoti savitvarkos greitj ir
labai pakeisti amiloidy morfologija skirtingose aplinkose. Yra daugybeé
eksperimenty, kurie rodo, kad cinkas taip pat skatina A amiloidy formavimasi
in vitro pridéjus fiziologines cinko koncentracijas (Lovell ir kt., 1998, Huang ir
kt., 1997). Tokia stipri AP agregacijos moduliacija cinku, gali biiti paaiSkinama

atskiru cinko jungimosi domenu AP struktiiroje.
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Trivalenté ir dvivalenté geleZis taip pat sukelia AP agregacija in vitro,
kai koncentracija buvo 1 mM ir baltymo koncentracija 179 M, kuri yra panasi {
esancig in vivo (Clippingdale ir kt., 2001). Manoma, kad geleZis gali tiesiogiai
daryti jtaka AP gamybai per furino moduliacija. Pastarasis dalyvauja
regulivojant a-sekretazés aktyvuma (Silvestri ir Camaschella, 2008).

Atlikta daugybé tyrimy, kurie rodo, kad vario, gelezies ir cinko jonai
gali biiti neuroniniy lasteliy oksidacinio pazeidimo prieZastis, nes A} peptidy
saveika su metalais reguliuoja peptidy neurotoksiSkuma (Silvestri ir
Camaschella, 2008).

Aliuminis taip pat yra randamas AL plokStelése. Be to, Sis metalas
buvo pirmasis nustatytas metalas, kuris yra susijgs su AL patogeneze
(Clippingdale ir kt., 2001).

Skirtingas metalo jonuy prisijungimas lemia skirtinga savitvarkiy
struktiiry morfologija, nuo tipiniy amiloidiniy fibriliy, susisukusiy kaspiny iki

nanovamzdeliy (Dong ir kt., 2007).
1.3.3. Oligomery formavimasis ir toksiSkumas

Oligomerinés amiloidines fibriles formuojanciy baltymy formos yra
labai svarbios formuojantis fibrilems. Tai, kad smegenuy skystyje bei
amiloidiniy plokSteliy ekstraktuose randami NDS stabil@is dimerai ir trimerai,
rodo, kad mazos molekulinés masés AP oligomerai yra esminiai statybiniai
netirpiy amiloidy blokai (Walsh ir Selkoe, 2007).

AP fibrilinimo tyrimai in vitro parodé, kad susiformuoja keliu tipu
oligomerai:

° APB40 oligomerai (nuo dimery iki heksamery);

o oligomeriniai AP ligandai (ADDL'‘s, angl., AP derived diffusible
ligands ) ir AB42 oligomerai, kuriy molekuliné masé siekia nuo 17 iki
42 kDa (nuo tetramery iki dekamery);

° protofibrilés (siauros, lanksCios fibriliy tarpinés struktiiros)

(Bitan ir kt., 2001).
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AP peptidai yra aptinkami visy sveiky Zmoniy smegenyse ir smegeny
skystyje (Walsh ir kt., 2000). Ilga laika buvo manoma, kad neurony pazeidimai
atsiranda del susiformavusiy fibriliy, taciau naujausi tyrimai rodo, kad biitent
tirpiis AP oligomerai yra neurotoksiski (Walsh ir Selkoe, 2007). Protofibrilés ir
mazos molekulinés masées AP riiSys yra taip pat neurologiskai aktyviis (Nishida
ir kt., 2007).

Sitilomas AP toksiSkumo mechanizmas: AP peptidai saveikauja su
lastelés pavirSiaus receptoriais, tokiais kaip tachikinino receptoriai, pakeicia
lastelés jony koncentracija, aktyvuoja oksidacinius kelius ir tokiu budu
padidina oksidacini stresa lasteléje. Manoma, kad AP Iastelés plazminéje
membranoje formuoja Ca®* jonams pralaidZius kanalus. Pasikeites Ca** jony
lygis lasteléje suardo normalig lastelés kalcio homeostaze ir tai, galbut, yra
pagrindinis veiksnys lemiantis AP toksiSkuma (Lin ir kt, 2001). Be to, buvo
nustatyta, kad AB42 dimerai saveikauja su mitochondrijos galine oksidaze. Tai
sukelia mitochondriju disfunkcija, nes gaminasi deguonies radikalai
(Nakamura ir kt., 2007). Rekombinantiniai ir sintetiniai AB40 ir AB42 peptidai

pasizymi panasiu toksiSkumu neurony kulturai (Walsh ir kt., 2008).
1.3.4. Fibriliy susidarymo slopikliai

Kaip buvo minéta anks¢iau, amiloidy formavimas yra susijgs su
daugeliu neurodegeneratyviniy ligy, todél daugybé tyrimuy yra nukreipta i
amiloidy susidaryma slopinan¢iy medziagy, paieSka. Tokie junginiai yra
potencialls vaistai.

Jungdamasis su monomerine AP forma, hemas gali slopinti AB40 ir
AP42 agregacija in vivo, o susidargs kompleksas gali egzistuoti, pvz.,
liposominése-endocitinése piislelése, lastelés membranoje, mitochondijose,
citozolyje. Be to, AB—hemo kompleksas veikia kaip peroksidazé (Atamna ir
Boyle, 2006). Su hemu gali jungtis trys histidino liekanos A42 sekoje. Hemas
gali jungtis kovalentiSkai prie baltymo, kuris sekoje turi histidino/metionino
pora arba bis-histidinus — kaip globinuose ir citochromuose (Hernandez ir kt.,

2004). In vitro hemas taip pat slopina AB40 ir AB42 peptidy agregacija, tokiu
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bidu neuroninés lastelés apsaugomos nuo AP toksiSkumo (Howlett ir kt.,
1997). Be to, galimas hemo reguliacinis motyvas buvo nustatytas ir BAPP (A
pirmtako baltymo) C galin¢je sekoje (Atamna ir Frey, 2004). Prisijunggs prie
AP sekoje esanciy histidiny, hemas neleidZia prisijungti cinko, vario, ar
gelezies jonams ir taip apsaugo nuo agregacijos (Howlett ir kt., 1997).
Manoma, kad laisvo hemo koncentracija lastelés viduje yra pakankamai didelé
ir gali laisvai konkuruoti su laisvais Siy metaly jonais. Po to, kai hemas
susijungia su monomerine AP forma, keiiasi peptido konformacija ir
hidrofobiskumas, o trys His liekanos yra paslepiamos (Atamna ir Frey, 2004).
Véliau lastelés proteazes arba hemo oksigenaze (HO), kuri degraduoja hemo
dalj, inaktyvuoja hemo—Af kompleksa (Atamna ir Frey, 2004). Nustatyta, kad
hemo metabolizmas AL ligoniy smegenyse yra pakitgs: jose padaugeja HO ir
bilirubino, kuris yra hemo degradacijos produktas (Dore ir kt., 2002; Atamna ir
Frey, 2004).

Kai kurie natiraliis polifenoliai, ypa¢ kurkuminas, resveratrolis,
zaliosios arbatos katechinai, yra potencialios medZiagos, kurias biity galima
taikyti AL terapijoje (Kim ir kt., 2006). Resveratrolis (3,4,5-trihidroksi-trans-
stilbenas) atrankiai susijungia su tirpiomis AB42 oligomerinémis formomis,
fibriliniais tarpiniais dariniais ir amiloidinémis fibrilémis ir sudaro didelés
molekulinés masés nestruktiirizuotas agreguotas formas, kurios jau nebéra
toksiSkos. Su monomerine AB42 forma saveikaudamas resveratrolis neleidZia
jai agreguoti (Ladiwala ir kt., 2010). Kliokinolis (clioginol) taip pat gali
slopinti AP agregacija in vtro ir in vivo (Bush ir kt., 2003). Tokios molekulés
kaip tanino, rozmarino ir ferulo rigStys, kurkuminas ir tetraciklinas
(priklausomai nuo kiekio) slopina a-Syn fibriliy formavimasi. Sios medZiagos
taip pat destabilizuoja jau susidariusias o-Syn fibriles (Beyer, 2006).
Paskutiniu metu didelis démesys skiriamas ir nikotinui, kuris slopina a-Syn
fibriliy formavimasi (Buckingham ir kt., 2009; Hong ir kt., 2009; Shimohama,
2009).
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Ivairios smegenuy skystyje esancios molekulés, tokios kaip
apolipoproteinai E ir J, serumo amiloido P komponentas (SAP), transtiretinas
(TTR), al-antichimotripsinas (ACT) ir a2-makroglobulinas (a2M) slopina Af3
formavimasi in vitro (Ono ir kt., 2005). Be to, nustatyta, kad naturaliai
susiformave Zmogaus antikiinai prie§ A3 blokavo A formavimasi ir apsaugojo
nuo AP indukuojamo neurotoksiskumo in vitro (Dodel ir kt., 2003).

Yra ir AP degraduojantys fermentai, tokie kaip insulina degraduojantis
baltymas (IDE) ir neprilizinas (NEP). IDE yra ~110 kDa metalo jona
prisijungusi endopeptidaze, kuri degraduoja mazus peptidus, tokius kaip
insulinas ir AP. NEP yra prie membranos prisitvirtinusi cinko endopeptidazé

(Caccamo ir kt., 2005).

1.4. FIBRILIU SAVYBES

D¢l netirpios ir nekristalinés Siy medZziagy prigimties, i§ (vairiy
baltymy ir peptidy susiformavusiy amiloidiniy fibriliy molekulinés strukttros
kol kas néra iki galo iSaiSkintos (Olofsson ir kt., 2007). Amiloidai yra labai
polimorfiski molekuliniame lygmenyje — vienas polipeptidas gali neteisingai
susisukti { daugybe skirtingy konformacijy (Chien ir kt., 2004, Nichols ir kt.,
2004). Yra atlikta daugybe fibrilogenezés tyrimy, bet juos sunku interpretuoti
del skirtingy fibrilinimo salygy (Bitan ir kt., 2003). Amiloidinés fibrilés turi
keleta panaSiy savybiy. Dazniausiai tai neSakoti, proteazéms atspariis
filamentai, kuriy ilgis gali siekti iki 10 mikrony, o skersmuo, priklausomai nuo
protofilamenty skaiciaus, kinta nuo 1,5 iki 10 nm (Jimenez ir kt., 2002).
Protofilamento dydis priklauso nuo to, kaip susijungia B-klostés, bet néra
susijg¢s su pirmine baltymo aminortig§¢iy seka (Chamberlain ir kt., 2000). Kai
kurie eksperimentai rodo, kad fibriliy morfologiné jvairové yra dél
polipeptidinés P—klostinés struktiiros formavime nedalyvaujanciy grandinés
regiony skirtingo susipakavimo (Chamberlain ir kt., 2000). Bendra amiloidiniy
agregaty morfologija priklauso nuo salygu, kokiomis vyko fibrilogeneze.
Skirtingos morfologinés ypatybés yra daznai stebimos netgi fibriles paruoSus

tuo paciu budu (Jimenez ir kt., 2002).
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Labiausiai iStirtos yra AP peptidy formuojamos fibrilés. Subrendusios
AP fibrilés yra polimorfiskos, kairinio siikio arba plataus susukto kaspino
struktiiros (Goldsbury ir kt., 2005). Anksc¢iau buvo manoma, kad AP40 ir
AB42 fibrilinasi tokiu paciu principu, taciau paaiskéjo, kad abieju peptiduy
oligomerizacija vyksta skirtingais keliais ir formuojasi skirtingos fibrilés (Bitan
ir kt, 2003). AB40 fibriles su skirtingomis morfologijomis turi bendra antring ir
treting struktiira, bet skiriasi bendra simetrija ir ketvirtine struktiira ir ne [3-
grandinés segmenty konformacija (1.14 pav.) (Paravastu ir kt., 2008).

AB42 fibrilés yra sudarytos is tvarkingai lygiagreciai iSsidésciusiu -
klosc¢iy protofilamentuose. Oligomerizuodamasis peptidas sudaro dvi [3-
grandines (18-26 ir 31-42 aminoriig§¢iy regionai), kurios sudaro B-kloste, ir
nestruktiirizuota N gala (1-17 aminortigstys) (van Gestel ir de Leeuw, 2007).
AB40 fibrilés yra sudarytos iS lygiagreCiu [B-grandiniy (12-24 bei 30-40
aminorugsciy regionai), tarp kuriy yra sukis (25-30 aminoriigStys), o pirmosios
10 aminortig§¢iy yra nestruktiirizuotos (Antzutkin ir kt., 2002; Stromer ir
Serpell, 2005).

Nors AB40 ir AB42 formuoja lygiagreciai iSsidésciusias B-klostes, kai
kurie baltymai ir peptidai, iskaitant ir kai kuriuos AP fragmentus, sudaro
antilygiagreCiai iSsidésCiusias [-klostes (Shivaprasad ir Wetzel, 2006).
Pavyzdziui, 15 aminortig§¢iu AP40 peptido fragmentas (AB(11-25)) formuoja
antilygiagrecias B-klostes (Stromer ir Serpell, 2005).

AB40 fibrilese esancios P-klostés turi tik tarpmolekulinius
vandenilinius rysius, kity baltymu (HET baltymas i§ Podospora anserina) [3-
klostés sudaro tarpmolekulinius ir vidumolekulinius vandenilinius rySius
(Paravastu ir kt., 2008).

AJM (virpanciojo zondo) metodu nustatyta, kad AB40 fibrilés yra 3,5—
7,0 nm aukscio ir 100-500 nm ilgio, lygios filamentinés struktiiros, tuo tarpu
APB42 peptido formuojamos fibrilés yra tokio pat auksc¢io, bet ilgesnés. Jy ilgis
gali siekti iki keliy um (Olofsson ir kt., 2007). Alzheimerio liga serganciy

asmeny smegeny méginiuose aptinkamos A netirpios fibrilés, kuriy skersmuo
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yra 6-10 nm. Sintetinés AP fibrilés yra panaSios (Walsh ir Selkoe, 2007). Gel-
filtracijos ir elektroninés mikroskopijos metodais nustatyta, kad AB40 ir Ap42
peptidai formuoja skirtingy tipy sankaupas: didesni agregatai buvo tipinés
amiloidinés fibrilés, o maZesni — heterogeniskas struktiiry misSinys nuo sfery
(skersmuo ~5 nm) iki lenkty linijiniy struktiiry, kurios gali bati iki 200 nm
ilgio (Walsh ir Selkoe, 2007).

Atlikus masés/ilgio ir elektroninés krio-mikroskopijos matavimus,
nustatyta, kad AP42 fibrilé turi tik viena protofilamenta. AP40 turi du
protofilamentus. Detali palyginamoji AB40 ir AP42 fibriliy struktiry analizé
atskleidé, kad joms budinga aSiné 2x simetrija ir panaSi protofilamenty
struktiira, be to, abieju peptiduy protofilamentai turi po ta pati skaiciu AP
molekuliy (~2,5 peptido) vienam beta struktiiros pasikartojimui. Be to
skersiniai AB40 ir AB42 protofilamenty pjiiviai yra vienodi (4x11nm) (Schmidt
ir kt., 2009).

1.14 pav. Eksperimentais pagristi AP fibriliy strukttiros modeliai. Fibriliy, su
susuktos virvés morfologija, modelis (A). SkaiCiavimais ir eksperimentais
pagrista triklosté simetrija; atominis modelis (B), vaizdas statmenas fibriliy
aSiai. Hidrofobinés aminoriigS§tys paZymeétos Zaliai, polinés — violetine,
neigiamai jkrautos — raudonai ir teigiamai — meélynai. Azoto ir karbonilo
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deguonies atomai pavaizduoti Zydra ir rausva spalva. Nestruktiirizuoti N galai
(1-8 aminoriigstys) 1 modelj nejtraukti. Susuktos virvés (virSutinis paveikslas)
ir dryZuoto kaspino (apatinis paveikslas) fibriliy morfologijy TEM vaizdai (C).
Atominis dryZuoto kaspino morfologijos fibriliy modelis (D). DryZuoty
kaspiny morfologijos fibrilés gaunamos, kai pirminis AP40 tirpalas buvo
kratomas fibrilinimo metu, o susuktos virves morfologijos fibrilés gaunamos
nekratant (pagal Paravastu ir kt., 2008).

In vitro AP gali formuoti skirtingus agregatus: amiloidines fibriles
(Ban ir kt., 2004), mazus toksiSkus oligomerus (Walsh ir kt., 1997; Lambert ir
kt., 1998), sferines amiloidy daleles (Westlind- Danielsson ir Arnerup, 2001;
Hoshi ir kt., 2003), Ziedines poras formuojancias struktiiras (Lashuel ir kt.,
2002), karoliuky pavidalo protofibriles (Huang ir kt., 2000), sferocilindrines
miceles (Lomakin ir kt., 1996; Yong ir kt., 2002).

Nustatyta, kad o-Syn ir jo mutantai taip pat formuoja skirtingas fibriles.
Priklausomai nuo skirtingo fibriliy paruoSimo, stebimos skirtingo ilgio ir
auks¢io fibrilés. Svelniomis fibrilinimo salygomis (HEPES buferyje, pH 7,4)
o-Syn formuoja 10,0+1,1 nm fibriles, o periodiSkumas yra kas 65 nm. a-Syn
E46K mutantas formuoja 9+0,8 nm, o periodiSkumas yra kas 55 nm. a-Syn
A30P formuoja 8,1+1,2 nm diametro fibriles ir yra ivairaus periodiSkumo (van
Raaij ir kt., 2006). Fibrilinant laukinio tipo a-Syn, AS3T ir A30P (PBS
buferyje, pH 7,4), buvo gautos 8—10 nm aukscio ir ~ 10 nm plocio fibrilés.
Esant didesnei baltymo koncentracijai (~300 uM), susidare dvieju susisukusiy
filamenty struktiiros fibrilés, ypa¢ AS3T mutanto atveju (Conway ir kt., 2000).
Taip pat formavosi ir pavieniai filamentai, kuriy aukStis apie 5 nm, bei mazi 4
nm aukscio sferiniai dariniai (Conway ir kt., 2000; Hoyer ir kt., 2004).

Kai EL buvo fibrilinamas esant pH 4,5 ir 57 °C temperatirai,
susiformavo 2 nm ploc¢io protofilamentai. Nesant Ca®™ jonams protofilamentai
yra zZiedinés struktiiros, kuriy skersmuo 40-50 nm. Esant 10 mM CaCl,, EL
protofilamentai yra tiesiis arba lenktos formos. Jie gali susirinkti ir i storesnius
siiilus, bet nesudaro ziediniy struktiry. Kai EL yra fibrilinamas pH 2, 37 °C ir

57 °C, susidaro Ziedinés ir tiesios struktiiros. Stebimas periodiSkumas — kas 35
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nm. Kai pH reikSmé 2, Ziediniy struktiry skersmuo yra 70-80 nm
(Malisauskas ir kt., 2003).

EL protofilamentai, lyginant su per kelis etapus (brendimas, ilginimas
ir storinimas) susidaran¢iomis Zmogaus lizocimo fibrilemis, lieka
vienagrandZiai ir nevirSija keliy Simty nanometry. Tai siejama su stabilios
Serdinés struktiiros susidarymu, nepriklausomai nuo amiloidy formavimo
salygu. Be to, EL, lyginant su kitais c-tipo lizocimais, yra labai nestabilus ir
formuoja trijy buiseny tarpines struktiiras (Morozova-Roche, 2007).

Daugelis literatiiros Saltiniy nurodo, kad susiformavusios fibrilinés
struktiros yra gana stabilios ir atsparios proteazéms ir mechaniniams
veiksniams (Meersman ir Dobson, 2006; Harrison ir kt., 2007).

Proteazé K gali paploninti a-Syn fibriles nuo ~6,6 iki ~4,7 nm stori,
taCiau visiSkai fibrilés buvo iSardytos su Slapalu (Zhang ir kt., 2008). Taip pat
buvo parodyta, kad mechaniné¢ A peptidy disociacija yra labai anizotropinis
procesas ir vyksta skirtingomis kryptimis, kai jéga buvo panaudota lygiagreciai
ar statmenai fibriliy aSiai. Be to, buvo parodyta, kad fibrilinés strukttiros yra
mechaniskai stipresnés nei dauguma baltymy domeny (Raman ir kt., 2007).

Pritaikius didelés raiskos skenuojantj elektronini mikroskopa, buvo
tirtas amiloidy superstruktiiry chiraliSkumas. Buvo nustatyta, kad AP40 ir
viStos lizocimas formuoja visada tik kairio stkio (prie§ laikrodZio rodykle)
spiralines struktiiras. Skirtingai nuo jy, serumo A amiloido N galo seka
(SAA1-12) formuoja deSiniojo siikio spirales. Amiloidiniy fibriliy
supramolekulinis chiraliSkumas yra apsprestas ne tik sudedamyju molekuliy
chiraliSkumo, bet ir nuo jy struktiirinés organizacijos (Rubin ir kt., 2008).

Zinios apie vienos fibrilés savybes biity labai naudingos, norint jomis

manipuliuoti kuriant nanostruktiiras.

1.5. FIBRILINIU STRUKTURU PANAUDOJIMAS
BIOTECHNOLOGIJOJE

Kuriant nanostruktiiras, molekulin¢ savitvarka yra esminis ,,statyba i$

apacios‘ metodas. Amiloidiniy baltymuy ir peptidy fibrilés jau yra savitvarkes
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nanostruktiiros su unikaliomis fizikinémis ir cheminémis savybémis
(stabilumas, esant jvairiam pH ir temperatiirai, atsparumas proteolitiniams
fermentams) yra patrauklios dél molekulinio atpaZinimo savybiy bei
biosuderinamumo. Tokia molekuliné baltymy savitvarka 1 organizuotus
darinius leidZia juos panaudoti tvairiy nanostruktiiry, kurios bus pritaikytos
bioanalitiniuose bei mediciniuose tyrimuose, kirimui. Zinios apie savitvarkiy
nanostruktiry formavimasi yra pritatkomos kuriant nano-dydzio prietaisus.
Amiloidinés fibrilés, sudarytos i§ gana paprasty statybiniy bloky, gali tarnauti
kaip matrica nanolaideliams ir nanokarkaso audiniy auginimui (Zhang ir kt.,
2002; Reches ir Gazit, 2003; Yemini ir kt., 2005). Nanovamzdeliai gali tarnauti
kaip matrica metalizacijai. Kai tik organinis karkasas yra paSalinamas, laidi
viela gali biiti suformuojama ir imobilizuojama ant pavirSiaus (Zhang ir kt.,
2002).

Tikslus 1S peptidy sudaryty nanostruktiiry iSdéstymas yra didZiausias
privalumas pritaikant juos nanotechnologijoje, o ju kontroliuojama savitvarka,
iSdéstymas ir integracija 1 mikrosistemas yra aktuali problema (Dinca ir kt.,
2008).

Sintetiniais ar geny inZinerijos metodais sukurti keliy rusiy peptidai gali
formuoti hibridines fibriles. Tokios hibridinés fibriles gali biti toliau
funkcionalizuojamos. Biotinilinti peptidai yra daZnai naudojami tokiy
hibridiniy fibriliy gamybai, kai biotinilinti peptidai istatomi { fibriles, sudarytas
1§ nebiotinilinty peptidy. Tokiu biudu fibriles galima funkcionalizuoti
streptavidinu (Kodama ir kt., 2004).

Vienas 1§ peptidu savitvarkos pavyzdziy yra ,.Lego* peptidas, kuris
formuoja tvarkingai iSsidésCiusius nanopluoStus, kurie naudojami trimatéms
(3D) lasteliy kultiroms ir regeneracinéje medicinoje. Sie peptidai
vandeniniame tirpale formuoja B-lakStines struktiiras, turin¢ias du skirtingus
pavir§ius: viena hidrofilinj ir viena hidrofobini. Sie ,Lego“ peptidai gali
spontaniSkai susirinkti { taisyklingas nanostruktiiras molekuliniame lygmenyje
(1.15 pav.). Be to, buvo sukurti pavirSinio aktyvumo peptidai, kurie naudojami

vaisty, baltymo bei geno pernaSoje, o taip pat tirpinant ir stabilizuojant
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membraninius baltymus. Tai grupé peptidy, kurie turi hidrofobines uodegéles
ir hidrofilines galvutes, d¢l kuriy jie vandenyje lengvai susirenka | savitvarkes
struktiiras (30-50 nm skersmens nanovamzdeliai ir nanopislelés) (Zhao ir

Zhang, 2007)

7 1"

1.15 pav. Medziagos, gautos i§ peptidu savitvarkiy struktiiry. Lego peptidai
(A), dar vadinami joniniai savikomplimentarlis peptidai sudaryti i§ 16
aminonorugsciy. Tokios nanofibrilés sudaro hidrogel;.
Surfaktantiniai/detergentiniai peptidai (B), jie gali susirinkti { nanovamzdelius
ir nanopisleles, kuriy skersmuo 30-50 nm, tokie vamzdeliai formuoja vidini
tinkla. RaSalo peptidas (C). Toks peptidas turi atskirus tris segmentus.
Funkcinis segmentas, kuris saveikauja su kitais baltymais ir lastelémis,
lankstus jungiamasis segmentas, ir segmenta — inkara, kuris kovalentiniu budu
prisijungia prie pavirSiaus (Zhao ir Zhang, 2007).

Molekulinis pavirSiaus susirinkimas gali biiti nukreiptas { medziagos
cheminiy bei fizikiniy savybiy pakeitima. PavirSiaus padengimai tuoj pat
pakeicia medziagos tekstiira, spalva ir suderinamuma su aplinka bei atsaka i
aplinka (Zhao ir Zhang, 2007).

Literaturoje minima keletas pavyzdziy, kuriuose streptavidinas yra
naudojamas kaip sulietas baltymas. Vienas tokiy varianty yra streptavidino ir
kristalinio bakterijy lasteliy pavirSiaus baltymo S (angl. S-layer) hibridas. Jis
formuoja savitvarki monomolekulini baltymo tinkleli, o susidar¢ hibridinio

baltymo kristalai su streptavidinu gal¢jo jungtis su biotinu ir biotinilintais

45



baltymais (Huber ir kt., 2006). Pilkington ir kt. (2009) insulino amiloidines
fibriles panaudojo imobilizuojant gliukozés oksidaz¢ (GOD), kuri buvo
funkciSkai aktyvi.

Su biomolekulémis konjuguotos nanodalelés yra vis daZniau
naudojamos biojutikliy kiirimui. Optinés ir struktirinés nanodaleliy savybés
yra pritaikomos kurti metodus, kuriuose detektuojami biocheminiai procesai ir
saveikos (Roy ir Dasgupta, 2007). Tiolin¢ arba amino funkcinés baltymo
grupés jungiasi su metalo nanodalelés pavirSiumi, dél to susiformuoja
biokonjugatas. Taciau, dél nehomogeniSko pasiskirstymo tarp baltymo ir
metalo koloido, susidar¢ konjugatai gali biiti didelés agregavusios struktiiros
(Samanta ir kt., 2006). Nors nanodalelés-baltymo konjugatai yra sintetinami
daznai denatiiruoja arba yra prarandama baltymo funkcija (Aubin-Tam ir kt.,
2009).

Nanobiotechnologija yra viena i§ labai sparciai besivystanciy
nanotechnologijos kryp€iy, kuri yra grindZiama daugiamolekuliniy dariniy
kirimu ir juy tyrimais. Biomolekuliniy dariniy savaiminis susirinkimas gali
pasizyméti struktiiros ir savybiy jvairove. Tikslingas pradiniy ,,statybiniy
bloky“ bei salygu parinkimas leidzia sukurti daugiadalelius junginius.
Priklausomai nuo individualiy savybiy, jie gali tikti jvairiausiems prietaisams ir
sistemoms, tokiems kaip kvantiniy efekty dariniai, ,,protingos* membranos,
jutikliai, atminties elementai ir t.t. (Gilead ir kt, 2005; Iwahori ir kt., 2005;
Burger ir kt., 2006; Cross, 2006; Yap ir kt., 2007). Panaudojant peptidu
struktirinius pokycius buity galima valdyti molekuliniy dariniy savitvarkos
procesus ir keisti ju fizines savybes. Dél to nemazai moksliniy grupiy atlieka
darbus, kuriuose yra tiriamos savaiming biomolekuliy organizacija lemiancios
salygos (Woolfson ir kt., 2006; Zhao ir kt., 2007).Tikslingai susiformuojancios

erdvines struktiros leisty kurti naujos kartos medziagas.
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Literatiirin¢je dalyje buvo apZvelgti amiloidines fibriles formuojantys
baltymai ir peptidai, jy struktdrinés ir fizikinés savybés. Sios Zinios buvo
pritaikytos darbe, atliekant fibrilinimo bei kitus eksperimentus. Pasitelkus
{vairius biotechnologinius ir biocheminius metodus, bei pritaikius AJM ir TEM
buvo analizuojami jvairis amiloidines fibriles formuojantys baltymai.
Pagrindinis darbo tikslas buvo konstruoti amiloidines fibriles formuojancius

baltymus ir Siy amiloidiniy baltymy pagrindu kurti nanostrukturas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. REAGENTAI
Medziagos

Acetonitrilas (ACN)

Acto rigstis

Agaroze

Amonio acetatas
Ampicilinas

Aukso nanodaleliy suspensija
Bakto-triptonas (Trypton bacto)
BHI (Brain Heart Infusion)
CaCl,

Chloramfenikolas
Dimetilformamidas (DMF)
EDTA

EtidZio bromidas

Etilo alkoholis

Glicerolis

Guanidino hidrochloridas
Imidazolas

Kalio acetatas
Kanamicinas

KCl

Mieliy ekstraktas

NA (Nutrient Agar)

NaCl

NaOH

Natrio dodecilsulfatas (SDS)
NB (Nutrient Broth)
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Saltinis

Riedel-de Haén, Vokietija
Lachema, Cekija

Serva, Vokietija

Sigma, JAV

Actavis, Danija

Sigma, JAV

Ferak, Vokietija

Oxoid, Didzioji Britanija
Penta, Cekijos Respublika
Serva, Vokietija

Merck, Vokietija

Sigma, JAV

Serva, Vokietija

Vilniaus degting¢, Lietuva
Lachner, Cekijos Respublika
Fluka, Vokietija

Fluka, Vokietija

Sigma, JAV

AppliChem, Vokietija
Achema, Cekijos Respublika
Becton, Dickinson and company,
Pranciizija

Oxoid, Didzioji Britanija
Chempur, Lenkija

Merck, Vokietija

Sigma, JAV

Oxoid, Didzioji Britanija



Pradmenys

Restrikcijos ir ligavimo fermentai, IPTG,

PGR reakcijos fermentai

Slapalas

TioflavinasT

Tetrametilbenzidinas (TMB)
Trifluoracto rugstis (TFA)

Tris-HCl

B-merkaptoetanolis

Filtrai ant SvirkSty (Acrodisc Syringe
Filters)

Millipore dializés filtrai Type VS ir
VSWP 0,025 pm

Hi Trap™ Chelating HP kolonélé (1 ml
ir 5 ml)

Hi trap CM FF kolong¢le

Sepharose SP FF koloné¢les
Neutravidinu konjuguotos Au

nanodalelés

2.2. BAKTERIJOS IR PLAZMIDES

Metabion, Vokietija

UAB Fermentas, Lietuva

Fluka, Vokietija
Fluka, Vokietija
Sigma, JAV

Merck, Vokietija
Sigma, JAV

Ferak, Vokietija

Pall Corporation, JAV

Millipore, JAV

Amersham, Pharmacia

Amersham, Pharmacia

GE Healthcare
Nanopartz, JAV

Bakterijos
Escherichia coli

DH5a kamienas

Escherichia coli
BL21(DE3)
Rosetta(DE3)pLysS

Genotipas, savybés Saltinis
$80dlacZAM15 A(lacZY - Pharmacia
argF)U169 deoR recAl

endAl hsdR17(rg mg") sup
E44 thi-1 gyrA96 relAl]

F ompT gal hsdSg (rgmg’)
dcm lon (DE3)

F ompT hsdSg(Rg" mg") gal

dem MDE3 [lacl 1lacUV5-T7

gene 1 ind1 sam7 ninS])

Avidis, Pranciizija

Avidis, Pranctzija
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pLysSRARE (Cam®)

Plazmidés
pUCS57-SHA, pUCS57-
SA

pET3a-trx-a 40,
pET3a-trx-a0cys2,
pET3a-trx-a40cys39
pETM-11, pETM-50,
pETM-52, pETM-80,
pETM-82

pET28-EL

pET3a-casp7

pRK172

Savybés

Plazmides, kuriose klonuoti
streptaviding irAB40 bei
streptavidina, hidrofobing ir
AB40 koduojantys genai
Plazmidés, kuriose klonuoti
trx—a 40, trx—aH40cys2, trx—
af40cys39
Plazmidés—ekspresijos

vektoriai

Plazmidé, kurioje klonuotas
kumelés pieno lizocima
koduojantis genas
Plazmide, kurioje yra
kaspazes7 genas

Plazmide, kurioje klonuotas

a-Syn koduojantis genas

Saltinis
GenScript
Corporation (JAV)

Dr. Anders Olofsson

dovana

Dr. Gunter Stier

dovana

Dr. Manto

Malisausko dovana

Dr. Anders Olofsson
dovana

Dr. Ludmilla
Morozova-Roche

dovana

pASKIBA3-PT15

Plazmide, kurioje klonuotas
GDH 18 Acinetobacter sp.

koduojantis genas

Meissner ir kt., 2004

pET-11M-ylil

Plazmidé, kurioje klonuotas
GDH i, E. coli koduojantis

genas

Southall ir kt., 2006

Sio darbo metu sukonstruotos plazmidés

pET3a-trx-aA0H6A
pET3a-trx-a40H6S
pET3a-trx-a40H6C
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Sis darbas

Sis darbas



pET3a-trx-a40H13A Sis darbas

pET3a-trx-a40H14A Sis darbas
pET3a-trx-a40H6/13A Sis darbas
pET3a-trx-aM0H6/14A Sis darbas
pET3a-trx-a40H6/13/14A Sis darbas
pET21d-sa-a 40 Sis darbas
pET21b—sa-hfb-a 40 Sis darbas
pTabpvul6 Sis darbas
pTabecol Sis darbas
pET21a-syn Sis darbas

pET21a-syncys

Sis darbas

pTsyneco Sis darbas
pETM11-EL Sis darbas

pYliab9 ir pYliab10 Sis darbas

2.3. TERPES

Terpés Paruosimas

BHI terpe 37¢g BHI 11 H,O

SOB terpe 20 g/l Bakto-triptono, 5 g/l mieliy ekstrakto,

0,6 g/l NaCl, 0,19 g/l KCL, 10 ml/l IM
MgCl,, 10 ml/l IM MgSO,

28 ¢ NA 1 1H,0

13 ¢ NB 11 H,0.

NA (Nutrient Agar) terpe
NB (Nutrient Broth) terpé
LB (Luria bertoni) terpe 10 g/l Bakto-triptono, 5 g/l mieliy ekstrakto,

10 g/1 NaCl, pH=7

Visos terpés buvo sterilinamos autoklavuojant 30 min 121 °C temperaturoje.

Bakterijos ant agarizuoty terpiy buvo auginamos 37 °C termostate, skystoje

terpeje —30 °C temperatiiroje, aeruojant.
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2.4. PLAZMIDINES DNR ISSKYRIMAS

Bakterinés lastelés buvo auginamos per nakti, NB terpéje 30 °C,
aeruojant. Biomase¢ surenkama centrifuguojant 30 min 4000 g Saldant. Gauta
lasteliy mase buvo suspenduojama viename tiryje I-ojo tirpalo (1360 pl H,O,
100 ul T M Tris-OH pH 8.0, 500 ul 40% gliukozées, 40 ul 0,5 M EDTA) ir
palaikoma 15-20 min kambario temperatiiroje. Po to buvo jpilami 2 tiriai II-
ojo tirpalo (0,2 N NaOH, 1% SDS), ir palaikoma 10-15 min kambario
temperatiiroje. Kai tirpalas nuskaidrédavo buvo pripilama 1,5 tirio 7,5 M
amonio acetato tirpalo ir laikoma 2 val. ledo vonioje, kol iSkrenta nuosédos.
Gautas tirpalas buvo centrifuguojamas (30 min, 5000 g). I supernatanta buvo
pripilami 2 tiriai etilo alkoholio ir paliekama Saltai (—20 °C). Nuosédoms
iSkritus tirpalas buvo centrifuguojamas 30 min 5000 g. Nuosédos buvo
i8dZziovinamos ir iStirpinamos nedideliame kiekyje vandens ar buferio

(Sambrook ir kt., 1989).

2.5. GREITAS PLAZMIDINES DNR ISSKYRIMO METODAS
Plazmidiné DNR buvo skiriama su GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

(UAB Fermentas) rinkiniu. Rekombinantiniy plazmidziy sekos buvo
patikrintos atlieckant DNR sekoskaita Biotechnologijos instituto Sekvenavimo

centre.

2.6 POLIMERAZES GRANDININE REAKCIJA (PGR)

Siame darbe buvo naudojama rekombinantiné Tag DNR polimerazé
su atitinkamu buferiu ir priedais (Fermentas) arba 2X PCR Master Mix
(Fermentas), arba Pfu DNR polimerazé su atitinkamu buferiu ir kitais priedais
(Fermentas) prisilaikant gamintojo rekomendacijy. Polimerazés grandinine
reakcija buvo atlieckama Mastercycler personal ir Mastercycler epgradient S
PGR aparatais (Eppendorf). Siame darbe naudotos PGR programa: 94 °C 4
min, 50 °C 1-2 min, 72 °C Imin — 30 cikly, 72 °C 5 min — 1 ciklas.

2.6.1. Pradmenys

Siame darbe naudoti pradmenys:
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Pradmuo

Seka 5’ — 3’

14-15ALAF | CGAAGTTGCGGCGCAGAAACTG

14-15ALAR | CAGTTTCTGCGCCGCAACTTCG

14ALAF CGAAGTTGCGCACCAGAAACTG

14ALAR CAGTTTCTGGTGCGCAACTTCG

1SALAF CGAAGTTCACGCGCAGAAACTG

1SALAR CAGTTTCTGCGCGTGAACTTCG

4036F CACAACGGTTTCCCTCTAGA

4612R TCCTTTCGGGCTTTGTTAGC

6ALAF CTGAATTCCGTGCGGACTCC

6ALAR GGAGTCCGCACGGAATTCAG

6SERF CTGAATTCCGTAGCGACTCC

6SERR GGAGTCGCTACGGAATTCAG

EcINcoF CGCCATGGAGCTCGACGCTGAATTCCGTCACG
EcINcoR GTCGAGCTCCATGGCGTCTACTTCATCAGAAG
M13sqncF GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA

M13sqncR GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

Syn F ATAGATATCGATGTATTCATGAAAGGACTTTC
Syn R TTTCGATATCTTAGCCGGCTTCAGGTTCGTAG
SyncysR TACTCGAGTTAACAGGCTTCAGGTTCGTAG
SYNF ATAGATATCGATGTATTCATGAAAGGACTTTC
SYNR TTTCGATATCTTAGCCGGCTTCAGGTTCGTAG
SnaBR GCCGGATCCTCTACGTAAACAACACCACCAACCATC
T7pro TAATACGACTCACTATAGCG

T7ter GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Tyr10TrpF ACGACTCCGGTTGGGAAGTT

Tyr10TrpR AACTTCCCAACCGGAGTCGT

2.7. DNR HIDROLIZE RESTRIKCIJOS ENDONUKLEAZEMIS

DNR buvo hidrolizuojama, prisilaikant UAB ,,Fermentas” pateikty

rekomendacijy. DNR buvo veikiama restrikcijos endonukleazémis 15 min-2

val. 37 °C temperatiiroje.
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2.8. DNR ELEKTROFORETINIS FRAKCIONAVIMAS AGAROZES
GELYJE

DNR elektroforetinis frakcionavimas buvo atliekamas horizontaliame
1,0 % agarozes gelyje TAE buferyje (50 x TAE buferis: 121 g Tris-OH, 18,6
g EDTA, 28,6 ml acto riugsties, H,O iki 500 ml). Po elektroforezés gelis buvo
daZomas etidZio bromido tirpalu ir analizuojamas ultravioletinéje Sviesoje.
DNR fragmenty molekulinés masé€s buvo nustatomos sulyginant ju nueitus
kelius su Gene Ruler'™ DNA ladder Mix zinomy molekuliniy masiy

fragmenty nueitais keliais.

2.9. DNR FRAGMENTU IS AGAROZES GELIO GRYNINIMAS

Tiriama plazmidineé DNR buvo hidrolizuojama reikiamomis
restrikcijos endonukleazémis ir analizuojama elektroforezés metodu. IS
agarozes gelio buvo iSpjaunami reikiamy dydziy fragmentai ir iSskiriami, DNR
gryninimo rinkiniu (DNA Extraction Kit), prisilaikant UAB , Fermentas”
pateikty rekomendacijy.

2.10. DNR LIGAVIMAS

Hidrolizuota DNR buvo susiuvama T4 DNR ligaze su atitinkama
restrikcijos endonukleaze hidrolizuotu plazmidiniu vektoriumi, 10 °C
temperatiroje 15—17 valandy. Po to, miSinys buvo palaikomas 10 min 65 °C
temperatiiroje ir atvésinamas, o veliau ligavimo miSiniais transformuojamos

E. coli DH5a Iastelés.

2.11.  ELEKTRO-IMLIUJU  LASTELIU  RUOSIMAS IR
ELEKTROPORACIJA

E. coli lastelés uzs¢jamos 1 5 ml BHI terpés ir auginama per nakti
(15-16val.) 30 °C temperatiiroje aeruojant. 1 ml naktinés kultiiros uzséjamas i
20 ml BHI terpés. Auginama aeruojant 37 °C temperatiiroje, kol optinis tankis
600 nm bangoje (ODgy) pasiekia 0,5-0,8. Tuomet Iasteleés atvésinamos
laikant 15 min ledo vonioje. Paskui centrifuguojama 10 min 4000 g Saldant,

supernatantas pasSalinamas. Lastelés du kartus praplaunamos 40 ml Salto
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vandens: Iastelés resuspenduojamos, surenkamos centrifuguojant anksciau
minétomis saglygomis. Po to, uZpilama 10 ml Salto 10 % glicerolio tirpalo ir
lastelés resuspenduojamos. Dar karta centrifuguojama ir Iasteles
suspenduojamos 1 ml Salto 10% glicerolio tirpalo (Sharma ir Schimke, 1996).

Elektroporacijai naudojamos lastelés ir kiuvetés atSaldomos ledo
vonioje. [ 100 ul elektro-imliyju lasteliy {dedama 1 pul DNR ir inkubuojama
kelias minutes lede. Tuomet Igsteliy ir DNR suspensija perkeliama i atSaldyta
kiuvete. Si jdedama i elektroporacijos aparata, kuriame i3 anksto nustatoma
2.0 kV/cm jtampa. Elektros impulso trukmé 4-5 ms. Po elektroporacijos
nedelsiant ant Iasteliy uZpilama 200 pul BHI terpés, suspensija perkeliama {
meégintuveli. Lastelés inkubuojamos 45 min 37 °C temperatiroje. Paskui
lastelés iSséjamos ant NA terpés su atitinkamu antibiotiku (Sharma ir

Schimke, 1996).

2.12. NUKLEOTIDU SEKOS NUSTATYMAS

Plazmidine DNR iSgryninta 2.5 skyrelyje nurodytu btdu. DNR
koncentracija buvo nustatoma elektroforezés agarozeés gelyje, naudojant Mass
RulerVYDNA Ladder (High Range) molekulinés masés ir kiekio Zymenis
(Fermentas). Nukleotidu sekos buvo nustatytos Biotechnologijos instituto
Sekvenavimo centre. Buvo naudojamas BigDye® Terminator v3.1 Cycle
sequencing rinkinys (Applied Biosystems). Seky nustatymui buvo naudojami
standartiniai M 13/pUC pradmenys (Fermentas). Sekvenavimo chromatogramos
buvo analizuojamos su Chromas 2.24 programa

(http://www.technelysium.com.au/chromas.html), 0 nukleotidy sekos

analizuojamos Vector NTI AdvanceTM 9.0 programa. Nukleotidy ir
aminorugsciy seky palyginimai buvo atliekami BLAST grupés programomis

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

2.13. BELASTELINIO EKSTRAKTO PARUOSIMAS

E.coli DH5aq, E. coli BL21 (DE3) arba Rosetta kamieno lastelés buvo

transformuojamos tiriamomis plazmidémis, iSséjamos ant NA terpés su
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atitinkamu antibiotiku, véliau Iastelés, paimtos i§ vienos kolonijos buvo
pers¢jamos 1 skysta terpe (NB, BHI, LB) su antibiotiku. 1:50 naktinés kultiiros
buvo perkeliama i 1 1 skystos terpés su antibiotiku ir auginama 30 °C arba 37
°C temperaturoje aeruojant. Po 4-5 val., kai ODgq, pasiekia 0.6—1.0 buvo
indukuojama pridedant 0.5 mM IPTG, ir kultiiros buvo toliau auginamos 30
°C temperatiroje gerai aeruojant. Prag¢jus 4 arba 18 valandy po indukcijos,
lasteliy biomaseé buvo surenkama centrifuguojant (4000 g, 30 min). Po to
lastelés buvo praplaunamos 50 mM Tris-HCI pH 8.5 ir vél centrifuguojamos.
Praplautos bakterijos buvo suspenduojamos tame paciame buferyje ir
suardomos veikiant 2 min ultragarsiniu dezintegratoriumi (22 kHz, ledo-
vandens vonioje). Lasteliy nuolauzos buvo paSalinamos centrifuguojant

(10000 g, 60 min).

2.14. BALTYMU FRAKCIONAVIMAS POLIAKRILAMIDINIAME
GELYJE (NDS PAAG)

Baltymy elektroforezé buvo atlieckama  denatiruojanciomis
salygomis, naudojant 4,5 % koncentruojantj ir 12 % skirstomaji gelius.
Baltymai buvo dazyti Coomassie Brilliant Blue R-250 dazais, gelis buvo

atplaunamas 7 % acto riig§timi (Laemmli, 1970).

2.15. BALTYMU GRYNINIMAS

Baltymy gryninimui buvo naudojamos Ni chelatiné arba jony mainy
CM FF kolonélés. Lasteliy ekstraktas be nuolauzy buvo uZneSamas ant
kolonélés. Afininei chromatografijai naudojamas uZneSimo buferis: 50 mM
Tris-HC1 0,1 M NaCl, pH 8,5; eliucijos buferis: 50 mM Tris-HCI1 0,1 M NaCl
0,5 M imidazolo, pH 8,5. Jony mainy chromatografijai (CM FF kolon¢lei)
naudojamas uzneSimo buferis: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, eliucijos buferis 50
mM Tris-HCI, 1,0 M NaCl, pH 7.,5. Surinktos frakcijos su baltymais buvo
tikrinamos 15 % NDS PAAG ir dializuojamas prie§ uzneSimo buferj arba

pries 20 mM amonio hidrokarbonatinj buferj ir liofilizuojama.
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2.16. BALTYMU GRYNINIMAS IS INTARPINIU KUNELIU

Lasteliy nuolauZos su intarpiniais kineliais buvo suspenduojamos
buferyje: 50 mM Tris-HCl 0,1 M NaCl 0,5 M S$lapalo, pH 8,5 ir vel
centrifuguojamos (10000 g 60 min). Supernatantas nupilamas, o intarpiniai
ktineliai iStirpinami buferyje: 50 mM Tris-HC1 0,1 M NaCl 6,0 M Slapalo, pH
8,5. Dar karta centrifuguojama ir Svarus ekstraktas gryninamas Ni chelatine
kolon¢le (5ml). UzneSimo buferis: 50 mM Tris-HCI 0,1 M NaCl 6,0 M
Slapalo, pH 8.,5. Baltymas eliuojamas buferiu 50 mM Tris-HCI1 0,1 M NaCl
6,0 M Slapalo 500 mM imidazolo, pH 8,5. Surinktos baltymo frakcijos buvo
dializuojamos prie§ buferi 50 mM Tris-HCI 0,1 M NaCl, pH 8,5 ir
analizuojamos 15 % NDS PAAG.

2.17. HIBRIDINIU AB IR TIOREDOKSINO BALTYMU HIDROLIZE
KASPAZE 7

Hibridiniai sulieti Trx-A[} baltymai buvo veikiami iSgryninta kaspaze.
Reakcijos miSinys: 20 mM 2-ME (reikalingas kaspazés aktyvumui), 5 mM
CaCl, (kalcis reikalingas kaspazés aktyvumui), baltymas: kaspazé, jvairiais

santykiais 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 laikomi 37 °C termostate, 10 val.
2.18. AB PEPTIDU GRYNINIMAS

Po veikimo kaspaze 7 hidrolizuoti baltymai buvo patikrinami NDS
PAAG, po to, iStirpinami 6 M guanidino-HCI. Gautas tirpalas nufiltruojamas
ir peptidai gryninami atvirkStiniy faziy kolonéléje (RPC15 3 mL). Kolonélé
buvo praplaunama 10 tiiriy Igpc tirpalo (0,05% TFA ir 5% ACN), uZneSamas
pavyzdys, tada kolonélé praplaunama 2 tiiriais Igpc tirpalo ir tolygiai didinant
IIgpc tirpalo (0,05% TFA ir 95% ACN) koncentracija, buvo eliuojami peptidai
(25tdriai).

Gautos frakcijos buvo analizuojamos NDS PAAG ir tinkamos
frakcijos buvo uzsaldomos —80 °C ir po to meéginiai liofilizuojami 12 val.

Peptidai tirpinami atitinkamuose buferiuose.
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2.19. MUTANTINIU  HIBRIDINIU TRX-AP40 BALTYMU
KONSTRAVIMAS

Mutantiniai Trx-AB40 baltymai buvo konstruojami kryptingos
mutagenezés biidu. Nuo plazmidés pET3a-trx-af40, kurioje yra sulieti
tioredoksino ir AP peptido genai, panaudojant dvi pradmenuy poras (pvz.:
4612R+6AlaF ir 4036F+6AlaR), buvo susintetinti du DNR fragmentai I PGR
metu. Toliau DNR produktai iSgryninami 1§ gelio ir atliekama II PGR reakcija,
kur vykdomi pirmieji ciklai be pradmeny, o po to pridedami tik galiniai
pradmenys (4612R+4036F). Gautas PGR fragmentas hidrolizuojamas Xbal ir
BamHI restrikcijos endonukleazémis ir susiuvamas su didesniu fragmentu,
gautu hidrolizavus plazmide pET3a-trx-af40 taip pat su Xbal ir BamHI. PGR
reakcijose buvo naudojama Pfu polimeraze¢. Klonai su mutuota seka buvo

patikrinami nustatant seka.

2.20. HIBRIDINIU Ap40, HIDROFOBINO IR STREPTAVIDINO
BALTYMU KONSTRAVIMAS

Geny konstruktai tsa-af40 ir msa-hfb-af40 buvo klonuoti atitinkamai
1 ekspresijos vektorius pET21d ir pET21b. Plazmidé¢ pUCS57-tsa-af40 buvo
hidrolizuojama restrikcijos endonukleazémis Ncol ir Xhol, o gautas 659 bp
fragmentas klonuojamas i vektoriu pET21d hidrolizuota tomis paciomis
REazémis. Plazmidé pUC57-tsa-hfb-af40 buvo hidrolizuojama su restrikcijos
endonukleazémis BamHI ir Hindlll. Gautas 916 bp fragmentas buvo
klonuotas i vektoriy pET21b hidrolizuota tomis paciomis REazémis.

E. coli DH50 kamienas buvo transformuojamas ligavimo miSiniais
pET21d-sa-ap40 ir pET21b-sa-hfb-ap40 ir iSséta ant NA terpés su 50 mg/ml
ampicilino. Gauti klonai buvo tikrinami PGR reakcija naudojant pradmenis
T7Pro ir T7Ter bei atlickant DNR hidrolize¢ su pasirinkty restrikcijos

endonukleaziy rinkiniu, galiausiai DNR sekos nustatytos sekvenavimo centre.

2.21. HIBRIDINIO NUO PIROLOCHINOLINO CHINONO (PQQ)
PRIKLAUSOMOS GLIUKOZES DEHIDROGENAZES IS
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ACINETOBACTER CALCOACETICUS IR Ap40 BALTYMO
KONSTRAVIMAS

Plazmidéje pASKIBA3-PT15 yra 1S Acinetobacter calcoaceticus
klonuotas GDH genas. Sioje rekombinantinéje plazmidéje, GDH baltymo C
gala kodojancioje sekoje yra vienintele Eco47I1l restrikcijos endonukleazées
skelimo vieta, paliekanti bukus DNR galus. Be to gdh geno viduryje (baltymo
aktyviajame centre) yra Pvull skélimo vieta. Sios dvi vietos buvo pasirinktos
AP40 peptida koduojancio geno iterpimui.

AB40 peptida koduojantis genas buvo padaugintas nuo plazmidés
pET3a-trx-a 40 plazmidéje su pradmenimis EcINcoF ir SnaBR.

Padaugintas 120 bp fragmentas buvo veikiamas Ecl136Il ir SnaBI
restrikcijos endonukleazémis ir klonuojamas 1 pASKIBA3-PT15 plazmides
per Pvull skélimo vieta (gauta plazmidé pTabpvul6) ir per Eco47111 skélimo
vieta (gauta plazmide pTabecol). Gautais konstruktais buvo transformuotas E.

coli DH5o kamienas.

2.22. HIBRIDINIO NUO PIROLOCHINOLINO CHINONO (PQQ)
PRIKLAUSOMOS GLIUKOZES DEHIDROGENAZES IS
ACINETOBACTER CALCOACETICUS IR o-SYN BALTYMO
KONSTRAVIMAS

Kaip ir prie§ tai apraSytame pavyzdyje, buvo iSnaudota GDH gene
esanti Eco47IIl hidrolizés vieta. a-syn buvo padaugintas su pradmenimis
SynF ir SynR, kuriuose buvo jterptos EcoRV veikimo vietos.

Gautas fragmentas buvo hidrolizuojamas restrikcijos endonukleaze
EcoRV ir klonuojamas | plazmide pASKIBA3-pT15 per Eco471Il skélimo

vieta (gauta plazmidé pTsyneco).
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2.23. HIBRIDINIO NUO PIROLOCHINOLINO CHINONO (PQQ)
PRIKLAUSOMOS GLIUKOZES DEHIDROGENAZES IS E. COLI IR
AB40 PEPTIDO BALTYMO KONSTRAVIMAS

Plazmidéje pET11M-ylil esantis gliukozés dehidrogenazés genas turi
vienintelg Ajil hidrolizés vieta, kuri buvo naudojama af40 geno iterpimui.
Nuo plazmidés pET3a-trx-af40 panaudojus EcINcoF ir SnabR pradmenis
buvo padaugintas 120 bp fragmentas, kuris buvo hidrolizuojamas Ecl136II ir
SnaBI restrikcijos endonukleazémis ir klonuotas i pET11M-ylil plazmidés
Ajil atpazinimo vieta. E. coli DH5a kamienas buvo transformuojamas kaip
apraSyta 2.12 skyrelyje. Po atrankos buvo gautos 2 plazmidés pyli-ab9 ir pyli-
ab10

2.24. a-SYNCYS141 KONSTRAVIMAS; a-SYN IR a-SYNCYS141
RAISKA IR GRYNINIMAS

o-Syn cisteino mutanto konstravimui buvo naudojama plazmidé
pRK172 ir pradmenys (SynF ir SyncysR), su kuriuo vienu jvedama papildoma
cisteino aminoriigstis (SyncysR).

Gautas PGR fragmentas buvo hidrolizuojamas restrikcijos
endonukleazémis Xbal ir Xhol ir liguojamas su plazmide pET21a, hidrolizuota
su Xbal ir Xhol. Ligavimo miSiniu buvo transformuojamas E. coli DH5a
kamienas. Atrinktos kelios kolonijos buvo patikrintos restrikcijos

endonukleaziy deriniu ir PGR reakcija.

2.25. 0-SYN IR 0-SYNCYS141 RAISKA IR GRYNINIMAS

E. coli BL21 (DE3) kamienas transformuojamas pET21a-Syn ir
pET21a-Syncys141, lastelés iSs¢jamos ant NA su Ap 50 pg/ml. Lasteles
auginamos 37 °C iki ODg pasiekia 0,8 ir indukuojama su 0,2 mM IPTG, tada
auginama 4 val. 30 °C. Lasteliy biomas¢ suspenduojama buferyje: 50 mM
Tris-HC1 0,1 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, pH 8,0 ir ardoma ultragarsiniu
dezintegratoriumi. Tada gautas suardyty Iasteliy miSinys pakaitinamas 10 min

100 °C, po to centrifuguojama. Baltymy ekstraktas buvo uzneSamas ant Q XL
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1 ml kolon¢lés (uzneSimo buferis: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, eliucijos buferis:
50 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, pH 7,5) (Der-Sarkissian ir kt., 2003). Jei
baltymas nebuvo grynas, jis papildomai uZneSamas ant ANX kolonélés.
(UZneSimo buferis: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; eliucijos buferis: 50 mM Tris-
HCI 1 M NacCl pH 7,5). Po gryninimo frakcijos buvo tikrinamos 15 % NDS
PAAG.

2.26. KUMELES PIENO LIZOCIMO (EL) BALTYMA KODUOJANCIO
GENO KLONAVIMAS

EL koduojantis DNR frgamentas i§ pET28a plazmidés iSkirptas Ncol ir
Notl buvo liguojamas su plazmidémis pETM-11, pETM-50, pETM-52, pETM-
80 ir pETM-82, hidrolizuotomis tomis paciomis restrikcijos endonukleazémis.
E. coli DHS5o lastelés buvo transformuojamos tiriamomis plazmidémis ir
iSsétos ant NA IekStuciuy su 40 pg/ml kanamicino. Tinkami klonai su istatytu
412 bp fragmentu buvo atrinkti po Ncol ir Notl hidrolizés ir patvirtinta DNR

sekoskaitos budu.

227 EL BALTYMA KODUOJANCIO GENO RAISKA IR
GRYNINIMAS

Rekombinantinio EL raiSkai buvo naudojami E. coli BL21 (DE3) arba
C43 (DE3) lastelés. Nuo NA IekSteliy su kanamicinu 40 pg/ml lastelés buvo
inokuliuojamos NB terpé¢je. 10 mM CaCl, buvo pridedama { auginimo terpe.
Lasteleés auginamos 30 °C, kol ODg pasiekia 0,8 ir tada buvo indukuojama su
0,5 mM IPTG 30 °C. Po 5 val. biomas¢ buvo surenkama centrifuguojant 4000
g, 20 min, 4 °C. Lastelés praplaunamos ir resuspenduojamos 50 mM Tris-HCI,
pH 8,5 ir suardomos ultragarsu. Lasteliy nuolauZos buvo surenkamos
centrifuguojant 10 000 g, 20 min, 4 °C. Netirpus kineliai buvo tirpinami 50
mM Tris-HCl 6 M Slapalo, pH 8,5. Baltymy ekstraktas uZneSamas ant Ni
chelatines kolon¢lés. Baltymai buvo eliuojami su 500 mM imidazolo, frakcijos
su denatiiruotu His-EL buvo surenkamos ir dializuojamos prie§ 20 mM Tris-

HCIL, 1 mM 2-ME, 10 mM arginino, pH 8,0. Po renatiiracijos tirpus baltymai

61



buvo atskirti centrifuguojant. Polihistidininé ,,uodega® buvo paSalinama
veikiant tabako mozaikos viruso proteaze (TEV) 3 wval. kambario
temperatiroje. Hidrolizuoty baltymy miSinys buvo uZneSamas ant Sepharose
SP FF kolon¢lés (GE Healthcare) su 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 buferiu ir EL
buvo eliuvojamas NaCl gradientu (0-1 M). Frakcijos su Svariu EL buvo
surenkamos ir dializuojamos prie§ 20 mM amonio hidrokarbonatini buferj, pH
7,5, uzSaldoma ir liofilizuojama. Baltymo koncentracija buvo nustatoma
Lowry metodu ir spektroskopiSkai 280 nm bangoje, naudojant ekstinkcijos

koeficienta 34 530 M '/em™.

2.28. EL AKTYVUMO NUSTATYMAS

Fermentinis lizocimo aktyvumas buvo matuojamas pagal Micrococcus
luteus lasteliy hidrolizg. Optinio tankio mazZéjimas buvo matuojamas
spektrofotometru 25 °C temperatiiroje 450 nm ilgio bangoje. Reakcijos miSini
sudaré 50 mM Tris-HCI buferis, pH 7,5, 15 mg/ml Micrococcus luteus lasteliy
(Sigma) ir 1pl (0.1 mg/ml) baltymo. Bendras miSinio turis buvo 1 ml. Vienas
fermento aktyvumo vienetas — tai toks fermento kiekis, kuris sumaZina

absorbcija 0,001 vieneto per minut¢ (Kikuchi ir kt. 1988).

2.29. HIBRIDINIU TRX IR Ap40 MUTANTINIU BALTYMU
SAVEIKOS SU HEMU NUSTATYMAS

Baltymy koncentracijos buvo nustatomos spektroskopiSkai pagal
sugerti 280 nm bangoje (ekstinkcijos koeficientas15460 M/cm). Hibridiniy
baltymy ir hemo komplekso formavimas buvo nustatomas esant santykiu 1:1
(Galutin¢ koncentracija PBS pH 7.5 tirpale buvo 6 uM). Buvo uZraSomas
sugerties spektras nuo 350 nm iki 750 nm. Kai hemas susijungdavo su Trx-Af

hibridiniais baltymais buvo stebimas smailés padid¢jimas ties 380 nm banga.
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2.30. PEROKSIDAZES AKTYVUMO NUSTATYMAS HIBRIDINIU
TRX-AB40 BALTYMU IR HEMO KOMPLEKSE

Susidariusio hibridiniy baltymy ir hemo komplekso peroksidazinis
aktyvumas buvo nustatomas matuojant 3,3°,5,5° tetrametilbenzidinas (TMB)
oksidacija vandenilio peroksidu ir stebint sugerties padidéjima 652 nm bangoje
kas 5 ir 10 min. Peroksidazés aktyvumas buvo nustatomas esant 1,2 uM PBS
pH 7,5 tirpale (Reakcijos miSinys (1 ml): 100 ul TMB, 200 pul miSinio (6 uM
baltymo, 6 uM hemo tirpalo PBS buferyje, pH 7,5) ir 700 ul PBS, pH 7.5).

2.31. BALTYMU FIBRILINIMAS

Priklausomai nuo baltymo ar peptido, buvo pritaikomos skirtingos

fibrilinimo salygos. Baltymai ar peptidai buvo iStirpinami atitinkamame

buferyje:
Buferio sudétis pH
100 mM HCl-glicininis 2,7-3,0
10 mM Na-actetatinis 4,6
50 mM Tris HCI, 100 mM NaCl 7,0

ir fibrilinama 37 °C arba 57 °C temperatiiroje, kratant 550 apm arba
nekratant, 3—10 dieny, kai baltymo koncentracija 1-10 mg/ml, o terpés pH 2—
8, esant 0,01% NaNj.

2.32. TIOFLAVINO T (THT) FLUORESCENCIJOS MATAVIMAS

ThT tirpalo (1 mM PBS buferyje) pridedama i fibriliy méginius,
galutiné koncentracija ThT ir baltymo (skaiiuojant nuo pradinés
koncentracijos pries fibrilinant) 5 pM (LeVine, 1993) ir inkubuojama 30 min
kambario temperatiiroje. ThT fluorescencijos spektras matuojamas nuo 460
iki 600 nm bangos, suZadinant ties 450 nm banga, o emisija stebima ties 485
nm. ThT fluorescencijos emisijos spektras buvo uzraSomas PerkinElmer

Precisely LS55 luminescenciniu spektrometru.
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2.33. AJM PAVYZDZIU PARUOSIMAS

Molekuliniai sluoksniai Zérucio pavirSiuje buvo formuojami nusodinant
juos 1§ fibriliy tirpaly. PavirSiaus, ant kurio buvo laSinamas tirpalas,
temperatiira buvo lygi kambario temperatiirai (+ 21 °C), santykinis aplinkos
drégnumas buvo 40-50 %. UZlaSinus baltyminio tirpalo (1-10 pl), bandinys
buvo dziovinamas pasirinkta laika (2-30 min) kambario temperatiiroje, t.y.
atlickama imobilizacija. Po imobilizacijos bandinys buvo plaunamas distiliuotu
vandeniu, taip paSalinant tirpale buvusias, tirpalo stabilizavimui reikalingas
komponentes (dazniausiai jvairias druskas), kurios labai apsunkina baltymy
vizualizavima skenuojancio zondo mikroskopu (SZM). Po plovimo distiliuotu
vandeniu, bandiniai buvo dZiovinami (+30 °C) temperatiiroje.

Siekiant suformuoti plonesnius biomolekulinius sluoksnius baltymy
tirpalai prieS nusodinimag ant pavirSiaus buvo skiedZiami distiliuotu vandeniu.

Pavir$iai buvo vizualizuojami skenuojancio zondo mikroskopu (SPM
D3100/Nanoscope IVa (Veeco)) kontaktiniu ir virpan¢iojo zondo reZimais.
Eksperimenty metu buvo naudoti SZM zondai pagaminti i§ silicio (virpancio
zondo reZimui, rezonansinis virpinamo liezuvelio daznis 200-350 kHz), bei
silicio nitrido (kontaktiniam reZimui). Zondy adatos galo skersmuo buvo 2-25
nm.

PavirSiy analiz¢ buvo atlieckama ir Agilent 5500 AFM / STM
skenuojancio zondo mikroskopu (Agilent Technologies Inc, JAV). Buvo
naudojami virpinamieji liezuvéeliai TESP (Veeco, Plainview, NY) (f = 257-301
kHz) (Nanosensors, Neuchatel, §Veicarija).

Duomenims apdoroti ir vizualizuoti buvo naudojama Veeco programa
Nanoscope, kompanijos Image Metrology sukurta programa Scanning Probe

Image processor (SPIP) bei atviro kodo programa Gwyddion.

2.34. FIBRILIU MODIFIKAVIMAS BIOTINU
Biotino maleimido (Sigma-Aldrich) 4,5 mg iStirpinama 1 ml 20 %
DMSO tirpale (pradinio tirpalo koncentracija 10 mM). Biotinilinimo reakcijai
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naudojama 5 moliais daugiau biotino nei biotinilinimo baltymo. Po

biotinilinimo, baltymai dializuojami prie§ atitinkama bufer;.

2.35. TEM MEGINIU PARUOSIMAS

I pl méginio uzneSama ant anglimi dengto paladzio tinklelio (1 mm
400 akuciy). Meéginys dzZiovinamas kambario temperatiroje 5-10 min.
UZlaSinami keli 1aSai 2% uranilo acetato (Reachim, Rusija), palieckama 30
sekundziy 18dzitti kambario temperatiroje. Meéginiai buvo analizuojami
perSvieCiamuoju elektroniniu mikroskopu (JEOL-JEM-100S TEM, Japonija).
Instrumentinis didinimas yra 25000 karty. Fibriliy matmenys nustatomi

tiesiogiai 1§ mikrografiniy vaizdy.

2.36. TETRAMERINIO STREPTAVIDINO AKTYVUMO
NUSTATYMAS

Tetramerinis streptavidinas buvo tikrinamas, naudojant bioting
sujungta su stilbazolio fluoroforu (Dr. Olego Eicher-Lorkos dovana),
suzadinimas ties 479 nm, emisija ties 594 nm banga (cheminé formulé
C37H55CIN4OgS, molekuline mas¢ 719,37 g/mol). Méginiai su streptavidinu
buvo sumaiSomi su 5 moliais daugiau biotino-stilbazolo junginiu ir
analizuojama NDS PAAG pusiau denatiruojan¢iomis salygomis. Po
elektroforezés gelis buvo analizuojamas ultravioletingje Sviesoje. Biotino ir
streptavidino saveika buvo nustatoma, stebint Svyt€jima toje vietoje, kurioje

yra baltymas.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Vis daZniau baltymai yra naudojami jvairiy nanodariniy konstravimui,
kurie bus pagrindas nauju nanoprietaisy gamybai. Yra Zinoma nemaZai
baltymy ar peptidy, kurie formuoja amiloidinius agregatus, taiau daZniausiai
tiriami su neurodegeneracinémis ligomis susij¢ baltymai. Siame darbe buvo
pasirinkti keli baltymai (AB40, a-Syn, EL), kurie amiloidines fibriles formuoja
in vivo ir in vitro. AB40, a-Syn, pagrindu buvo kuriami mutantiniai variantai ir
hibridiniai baltymai, kuriuose AB40 ir o-Syn buvo suliejami su Kitais
baltymais. Taip pat buvo tiriamas rekombinantinis i§ E. coli lasteliy iSskirtas
EL. Siy baltymy savybés ir galimybés panaudoti juos funkcionaliy

nanomedZiagy kiirimui buvo analizuojamos pasitelkus ivairius metodus.

3.1. ABp AMILOIDINIAI PEPTIDAI

AB40 yra 40 aminortigsciy peptidas, kuris biidamas tirpale, esant tam
tikroms salygoms, labai greitai agreguoja ir formuoja tvarkingas B-klosciuy
struktiiras. Siame darbe, geny inZinerijos metodais, buvo konstruojami AB40
mutantai ir hibridiniai baltymai, kuriuose Sis peptidas buvo sulietas su kitais
neamiloidiniais baltymais. Buvo tikimasi, kad tokie baltymai formuos
amiloidines fibriles ir pasizymeés kitokiomis savybémis nei AP40 fibrilés.
Susidar¢ naujai sukonstruoty ir iSgryninty baltymy agregatai buvo
vizualizuojami, jvertinant ThT fluorescencijos padidéjima ir struktiiras stebint

AFM metodu.

3.1.1. Rekombinantiniy A} peptidy gryninimas

AP peptidai yra labai mazi ir toksiski, todél ju raiSka E. coli lastelése
yra kebli. Tam, kad bakterijos galéty sintetinti tokius peptidus, Sie yra suliejami
su bakterinés kilmés nedideliais baltymais, kurie palengvina baltymo raiska ir
gryninima. Siame darbe, rekombinantiniy Ap peptidy sintezei E. coli lastelése,
AB40 koduojantis genas buvo sulietas su tioredoksina koduojancia seka (#rx)

(3.1 pav.). Toks suliety geny konstruktas buvo pET3a-trx-af40 plazmidéje.
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Tarp trx ir af40 geny seky yra jterpta keturiy aminortigsc¢iy motyva DEVD
koduojanti seka, kuri yra savita kaspazés 7 proteolizés vieta. Si proteazé skelia
ties savo taikiniu ir taip atskiria tioredoksing nuo AP40, kuris véliau yra
1Sgryninimas. Kaspazg¢ 7 koduojantis genas yra pET3a-casp7 plazmidé¢je.
Taigi, AP40 peptido gryninimas susideda iS keliy etapy: pirmiausiai
iSgryninami sulieti Trx-AB40 baltymai ir kaspazé 7, kitame etape vykdoma
sulieto baltymo proteoliz¢ kaspaze7, o paskutiniame etape — iSgryninami Ap40

peptidai.

MSDKIITHLTDDSFDTDVLKADGAILYV
‘ atgagcgataaaattattcacctgactgacgacagttttgacacggacgtactcaaagcggacggggcgatcetcgte ‘

DFWAEWCGPCKMI APILDEI ADEYQG
‘ gatttctgggcagagtggtgcggtccgtgcaaaatgatcgecccgattetggatgaaatcgetgacgaatatcaggge ‘

KLTVAKLSIDQNPGTAPKYGIRGIPT
] aaactgaccgttgcaaaactgagcatcgatcaaaaccctggeactgcgecgaaatatggcatcegtggtatceccgact

LLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKETFL
‘ctgctgctgttcaaaaacggtgaagtggcggcaaccaaagtgggtgcactgtctaaaggtcagttgaaagagttcctc ‘

DANLAGSGSGHMHHHHHHSYDEVD|D A
gacgctaacctggccggttctggttctggc;cacatgcaccatcatcaccatcgttcttc tgaagtagadgacgct
L

EAE T 1

EFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSN K
’ gaattccgtcacgacteeggttac gaagttcaccaccagaaactggttttcticgctgaagacgttggttccaacaaa ‘

GAIIGLMVGGVYV
ggtgctatcatcggtctgatggttggtagtottatt ‘

3.1 pav. Sulieto tioredoksino (trx) ir af40 geny bei ju koduojamo baltymo
sekos. Baltame laukelyje pazymeétas trx geno seka, Zvaigzdutémis pazymeta
histidiny uodegele koduojanti seka, parySkintame langelyje pazymeéta kaspazes
7 atpazinimo seka, o pilkame langelyje nurodyta AP40 peptida koduojanti
seka.

E. coli lastelés buvo transformuojamos pET3a-trx-af40 plazmide.
Geriausia hibridiniy Trx-AB40 baltymuy raiska buvo stebima, kai lastelés buvo
auginamos 37 °C, 4 val. po indukcijos. Esant Sioms salygoms lasteliy optinis
tankis (ODgqg) siekeé 2,5-3,0. Suardyty bakteriniy lasteliy nuolauzy, iStirpinty
6 M Slapalo buferyje, ir tirpiy lastelés baltymy ekstraktai buvo frakcionuojami
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NDS PAAG. Buvo nustatyta, kad didZioji dalis Trx-ApB40 hibridiniy baltymy
buvo ekstraktuose su Slapalu. Tai rodo, kad baltymai yra ekspresuojami
intarpiniy kiineliy pavidalu. Kai indukcija buvo vykdoma Zemesnéje
temperatiroje (25 °C), buvo stebima nedidelé baltymo raiSka. Auginant
lasteles 30 °C, 50 % hibridinio baltymo buvo tirpaus ir 50 % buvo
ekspresuojamas intarpiniuose kiuineliuose. Taigi, indukuojant aukStesne¢je
temperattroje, didZioji dalis hibridinio baltymo buvo surenkama netirpioje
frakcijoje ir taip atsikratoma didZiosios dalies E. coli lasteliy tirpiy baltymy.

Netirpts hibridiniai baltymai buvo iStirpinami buferyje su 6 M Slapalo
ir uznefami ant Ni** chelatinés kolonélés. Chromatografija buvo vykdoma
denattiruojanciomis salygomis. Surinktos denaturuotos frakcijos buvo
renatiiruojamos dializés metu ir tikrinamos 15 % NDS PAAG. Buvo stebima
apie 18 kDA juostelé. Ji atitinka hibridinio Trx-AB40 baltymo molekuling
masg, kuri yra lygi 18159,53 g/mol (3.2 pav.). IS 1 I kultiros buvo gauta apie
10 mg Trx-AB40 baltymo.

Hibridinio Trx-ApB40 baltymo proteolizei buvo naudojama
rekombinantin¢ kaspaz¢ 7. Kaspazg¢ koduojantis genas buvo pET3a-casp7
plazmidé¢je, kuria buvo transformuojamas E. coli Rosetta bakterinis kamienas.
Sio baltymo raiska stebima, indukuojant 24 °C. Aukstesnéje temperatiiroje
baltymas néra sintetinamas. Kaspaz¢7 yra heterotetrameras, sudarytas i dviejy
heterodimery (20 kDa ir 11 kDa subvienetai). Kaspaz¢ 7 yra tirpus baltymas,
todél buvo gryninama kaip ir tirpas Trx-AB40 hibridai.

ISgryninti Trx-AB40 baltymai buvo hidrolizuojami su rekombinantine
kaspaze 7, kuri atpazista DEVD aminortig§¢iu motyva ir atskiria AB40 peptida
nuo tioredoksino. Hibridiniai baltymai buvo hidrolizuojami minéta kaspaze
skirtingomis dalimis (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20). Reakcijos miSinyje buvo 20
mM B-merkaptoetanolio, 5 mM CaCl,, kurie reikalingi kaspazés fermentiniam
aktyvumui. Hibridiniy baltymy proteolizé priklause nuo inkubacijos/reakcijos
laiko ir nuo kaspazés koncentracijos. Geriausiai kaspaze 7 hidrolizuoja esant

santykiui 1:5 37 °C, laikant 12 val. (3.2 pav.).
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Po hidrolizés dalis baltymy iSkrito i nuosédas. Nuosédy ir skystos
frakcijos ekstraktai buvo analizuojami 15 % NDS PAAG. Nustatyta, kad
didZioji dalis AP40 peptidy yra skystoje frakcijoje. Zinant, kad AP40
monomerine forma yra labai nestabili ir linkusi oligomerizuotis, baltymy
hidrolizatas buvo iStirpinamas 6 M guanidino-HCIl buferyje ir gryninamas
atvirkstiniy faziy koloné¢l¢je (RPC15 3 mL). AP peptidai eliuojami, kai
acetonitrilo (ACN) koncentracija yra apie 40 %. AP peptidy iSeiga 1 mg/1 1
kultiiros. Gautos frakcijos buvo analizuojamos 18 % NDS PAAG. Tos,
kuriose buvo AP peptidai, buvo liofilizuojamos. Peptidu grynumas buvo
nustatomas analizuojant gelius. Priklausomai nuo eksperimento, peptidai buvo

tirpinami atitinkamuose buferiuose.
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3.2 pav. Kaspaze 7 hidrolizuoty hibridiniy Trx-AB40 baltymy 15% NDS
PAAG vaizdas (A). AB40 peptidy po gryninimo RPC koloné¢le elektroforetinis
vaizdas (B), 1 — Trx-Ap40, 2 — Trx, 3 — AB40, M — molekuliniai Zymenys).

Be AP40 peptido, buvo gryninami ir AB40 cisteino mutantai.
Sintetiniu budu gauti mutantiniai AB40 peptidus koduojantys genai, kurie buvo
klonuoti i ekspresijos vektoriy pET-3a. Siy mutantiniy peptidy N ir C gale,
vietoj 2-oje padétyje esancio alanino (Ala) ir 39-0je padétyje esancio valino
(Val) istatytas cisteinas (Cys). Mutantiniai AB40cys2 ir AB40cys39 peptidai

buvo sintetinami sulietoje formoje su tioredoksinu kaip ir AB40 peptidai. Yra
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Zinoma, kad AP40 peptido N ir C galai yra nestruktiirizuoti, taciau C galas yra
labai hidrofobinis ir gali dalyvauti B-klostés susidaryme. Buvo sukurti AB40
cisteino mutantai, kurie gali agreguotis 1 B-struktiiras, o N ir C galuose esantys
cisteinai (t.y. cisteino tioliné grupé) bus prieinami modifikavimui. Siy
mutantiniy peptidy raiska ir gryninimas buvo atliekami taip pat kaip ir AB40
peptidu. Siy peptidy iSeiga ~1 mg/11 kultiros.

3.1.2. Mutantiniy AB40 peptidy fibrilinimas ir savaiminiy B-klostiniy
struktiiry tyrimas

Sukonstruoti ir iSgryninti mutantiniai peptidai buvo fibrilinami
ivairiomis salygomis, keiciant temperatiira, terpés pH, inkubavimo trukme,
baltymy koncentracija. Laukinio tipo AB40, APB42 fibriles formuoja in vivo bei
in vitro, esant {vairioms salygoms.

Norint istirti kaip AP40cys2, AP40cys39 formuoja fibrilines
struktiiras, méginiai buvo ruoSiami skirtingomis salygomis, kai:

- pH 7,5 (50 mM Tris-HCI), peptido koncentracija 1 mg/ml (230
uM), 37 °C, 5 dienos, 550 apm, 0,01% NaNj3, Sios salygos toliau
vadinamos neutraliomis;

- pH 3,0 (100 mM glicino-HCI), peptido koncentracija 1 mg/ml
(230 uM), 57°C, 5 dienos, 550 apm, 0,01% NaNj, Sios salygos
toliau vadinamos riig§tinémis.

AB40 peptidas buvo grynininamas ir fibrilinamas tomis paciomis
salygomis kaip ir mutantiniai APB40cys2, AP40cys39 peptidai ir naudojama
kaip kontrolé jvertinant fibriliniy struktiiry skirtumus.

Rekombinantiniy AP40 ir jo mutanty susidariusios fibrilinés
struktiiros pirmiausiai buvo kiekybiSkai jvertinamos matuojant ThT
fluorescencijos padidéjima (3.3 pav.). Tioflavinas T (ThT) yra vienas i§
pagrindiniy rodikliy, nustatant amiloidus. IS literattiros Zinoma, kad pH neturi
reikSmeés ThT dazo pokyciams, kai pH nuo 3,0 iki 7,5, o fluorescencijos
pokytis yra susijgs su baltymo strukturiniais pakitimais (Levine, 1993). 5 uM

(skai¢iuojama nuo pradinés peptidu koncentracijos) fibriliy meéginiy buvo
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inkubuojami su 5 uM ThT, PBS buferyje apie 30 min. Nefibrilinti peptidai
nesijunge¢ su ThT ir nebuvo stebimas ThT fluorescencijos padidéjimas

(duomenys nepateikti).

— ThT —— ThT

—— ThT+AB40 (pH 3.0) 50 - —— ThT+AB40 (pH 7.5)
ThT+Ap40cys2 (pH 7.5)

ThT+Ap40cys2 (pH 3.0) ThT+AB40cys39 (pH 7.5)

ThT+AB40cys39 (pH 3.0)

40 4

30 4

Fluorescencijos vienetai

20 A
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N
&

10 q N

~__

0

T T T T T T
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A B

3.3 pav. ThT fluorescencijos spektrai su AB40 ir AP40cys2, AP40cys39
fibriliy méginiais, gautais fibrilinant pH 3,0 (A) ir pH 7,5 (B).

IS ThT fluorescencijos spektry matyti, kad rekombinantiniai AB40 ir
jo mutantai formuoja B-klos¢iy agregatus, o pH turi itakos fibriliy susidarymui.
Esant rugstiniam pH, AB40 peptidas agreguoja labiau nei AB40 cys mutantai, o
APB40cys2 peptidas yra labiau linkgs formuoti fibriles nei APB40cys39. Esant
neutraliam pH, stebimi silpni fluorescencijos signalai méginiuose su APB40cys
peptidais, kai AB40 peptidas formavo panasy kieki fibriliniy struktury kaip ir
rugStiniame pH.

Nustacius, kad rekombinantiniai peptidai agreguoja, toliau pagrindinis
uzdavinys buvo istirti AB40 ir jo mutanty fibriliy savybes ir morfologija ex situ
virpanéiojo zondo rezimo AJM. Siuo metodu buvo analizuojami riig§tiniame
pH gauti AB40 (3.4 pav.), AB40cys2 (3.5 pav.) ir AB40cys39 (3.6 pav.) fibriliy
meéginiai. Topografinis vaizdas leidzia jvertinti fibriliy savybes, o fazinis

fibriliy vaizdas papildo duomenis apie fibriliy prigimti.
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3.4 pav. AB40 fibriliy ex situ AJM vaizdai. AB40 fibriliy topografinis vaizdas
(A) (fibrilinta riigS§tinémis salygomis), (B) fazinis vaizdas, (C) padidintas
topografinis vaizdas, (D) skersiniai fibriliy pjuviai. Mastelis ir profiliai
pazymeéti baltais briikSneliais. Skenavimo laukas pasirinktas atsitiktinai.
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3.5 pav. AB40cys2 fibriliy ex situ AJM vaizdai. Topografinis vaizdas (A) ir
fibriliy profiliai (B). Fibrilinta rigStinémis salygomis. Mastelis ir profiliai
pazymeéti baltais briikSneliais. Skenavimo laukas pasirinktas atsitiktinai.
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3.6 pav. APB40cys39 fibriliy ex situ AJIM topografinis vaizdas (A) ir fibriliy
profiliai (B). Fibrilinta rugStinémis salygomis. Mastelis ir profiliai pazymeéti
baltais bruksSneliais. Skenavimo laukas pasirinktas atsitiktinai.

Rekombinantinio AB40 ir jo mutantiniy varianty AP40cys2 ir
AB40cys39 peptidy formuojamos fibrilinés struktiiros skiriasi. Susidariusiy
fibriliy kieki matuojant po dazymo ThT daZu, buvo nustatyta, kad esant
rugstinems salygoms AP40 peptidas, formuoja daugiau fibriliy negu jo
mutantiniai variantai. Be to, AB40cys2 peptidas formuoja daugiau fibriliy negu
AP40cys39. Siuos rezultatus patvirtina ir AJM vaizdai. Siuos peptidus
fibrilinant neutraliomis salygomis buvo stebimas nedidelis susidariusiy [3-
klostiniy strukttiry kiekis, todél jie nebuvo analizuojami AJM.

Tiriant Siy peptidy fibriliy morfologija, nustatyta, kad AB40 peptido
(3.4 pav.) formuojamos fibrileés yra 3,5-9 nm auks$¢io, vidutinio ilgio,
neSakotos. AB40cys2 (3.5 pav.) fibrilés iSlieka ilgos ir neSakotos struktiiros, o
fibriliy aukstis 2—7 nm. AB40cys39 fibrilés (3.6 pav.) formuoja 1,5-3 nm
aukscio darinius, kurie savo forma skiriasi nuo kity dviejy peptidy formuojamy
fibriliy. AP40cys2 peptidas formuoja panaSios 1 AB40 morfologijos fibriles.
Mutantinis AB40 peptidas, kuriame cisteinas yra N gale (ApB40cys2) yra labiau
linkes formuoti ilgas fibrilines struktiiras nei AB40cys39, kuriame cisteinas yra
C gale. IS literatiros Zinoma, kad vandenyje AB40 C galas yra hidrofobinis, o
pakeitus vieng hidrofobing aminoriigsti valing i hidrofiling aminortigsti cisteina

yra sumazinamas C galo hidrofobiSkumas ir yra sudaroma Kklittis
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oligomerizuotis 1 ilgas fibrilines struktiiras. Literatiiroje nurodomas Ap40
fibriliy aukstis nuo 3,5-13 nm, o ilgis gali siekti iki keliy Simty mikrometry.
Fibrilés yra ilgos ir neSakotos. Fibrilinant miisy pasirinktomis salygomis, buvo
stebimos panaSios strukttros, kokios yra minimos literaturoje.

Po Siu eksperimenty paaiSkéjo, kad AP40cys2 peptidas, Kkuris

formuoja ilgas fibrilines struktiras, gali buti modifikuojamas.

3.1.3. Mutantiniy AB40cys2 ir AP40cys39 baltymy modifikavimas aukso
nanodalelémis

Ankstesniame skyrelyje buvo aprasSyta kaip APB40cys2 ir AB40cys39
mutantiniai peptidai geba formuoti fibriles. Nustatyta, kad abu peptidai
formuoja fibrilines struktiiras, tik AB40cys2 peptidas yra labiau linkes
formuoti fibriles. Siuos peptidus teori$kai bity galima modifikuoti per
cisteino tioling grupe. Siam tikslui pasiekti buvo tiriama, kaip Au nanodalelés
lemia fibriliniy struktiiry formavimasi.

Yra Zinoma, kad Au nanodalelés gali jungtis prie baltymo ar peptido
tiolinés (-SH) grupés. Buvo iSbandyti du budai modifikuoti fibriles Au
nanodalelémis, t.y. fibrilinti kartu su Au nanodalelémis, arba baltymus ar
peptidus modifikuoti jau po fibrilinimo.

APB40 ir jo cisteino mutanty AB40cys2 ir AP40cys39 fibrilinimas
buvo vykdomas Siomis salygomis: 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, peptidy
koncentracija 1 mg/ml, 37°C, 550 apm, 5 dienos, 0,01% NaN;. Aukso
nanodaleliy suspensijos (5 pl 0,01% HAuCl, (5 nm skersmens)) pridedama
pries fibrilinima ir po jo, galutineé HAuCl,; koncentracija tirpale buvo
0,0025%. Fibriliy méginiai buvo jvertinami matuojant ThT fluorescencija (3.7

pav.).
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Kai AB40 peptidas buvo fibrilinamas kartu su Au nanodalelémis,
susidar¢ daugiau fibriliy, negu fibrilinant AB40 peptida be Au nanodaleliy —
fluorescencijos spektras padidéjo apie 3 kartus. AB40cys2 peptido atveju
taip pat buvo stebima Au nanodaleliy itaka fibriliy formavimuisi. Fibrilinant
AB40cys2 su Au nanodalelémis, ThT fluorescencijos spektras padidéjo apie
1,5 karto lyginant su spektru, gautu fibrilinant AB40cys2 be Au nanodaleliy.
Tuo tarpu AP40cys39 peptidas formavo maZziau fibriliniy dariniy ir aukso
nanodalelés neturi jtakos didesnei Sio peptido agregacijai. Aukso
nanodalelés, pridétos po fibrilinimo, nedar¢ itakos fibriliy formavimui (3.7
pav.).

Tie patys fibriliy méginiai buvo analizuojami AJM. Paaiskejo, kad
AB40cys2 ir AP40 fibriliy formuojasi daugiau, kai Au nanodaleliy buvo
pridéta pries fibrilinima. Tuo tarpu APB40cys39 peptidas neformavo fibriliniy
struktiiry, net kai terpéje buvo Au (3.8 pav.).
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AP40cys2

AP40cys39

3.8 pav. Au nanodaleliy itaka APB40 ir mutantiniy AB40cy2 bei APB40cys39
peptidy agregacijai. Ex situ AJM virpanc¢iojo zondo rezimu gauti vaizdai,
kuriuose (esantys kairéje puséje) peptidai buvo fibrilinami kartu su Au
nanodalelémis, deSin¢je esanCiame stulpelyje pateikti vaizdai, kurie gauti i$
meéginiy, kurie buvo fibrilinami be Au nanodaleliy, o pridedama ju po
fibrilinimo.

AP40cys2 meéginiuose, kurie buvo fibrilinami be Au, o jo
pridedama po fibrilinimo, buvo stebimos susidariusios heteromorfinés
fibrilés (3.9 pav.), kurios skyrési nuo AP40 peptido formuojamy fibriliy.
Tokiy struktiirizuoty fibriliu nebuvo aptikta su AP40cys2 fibrilémis

nepridedant Au nanodaleliy. Kol kas nenustatyta, kokia Siy fibriliy struktiira

ir kokie veiksniai lemia Siy fibriliy susidaryma.
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3.9 pav. AB40cys2 fibrilés modifikuotos Au nanodalelémis po fibrilinimo.
Topografinis vaizdas (A), fazinis vaizdas (B), fibriliy profiliai (C).

Be to, buvo stebimos skirtingos morfologijos fibrilés tame paciame

meéginyje (3.10 pav.).

A

3.10 pav. AB40cys2 fibrilés modifikuotos aukso nanodalelémis viename
matymo lauke stebimos dvi skirtingos morfologijos fibrilés. Topografinis
vaizdas (A), fazinis vaizdas (B).

Faziniai AJM vaizdai suteiké papildomos informacijos apie fibriliy
morfologinius ypatumus (3.10 B pav.). Susidariusios fibrilés yra gana storos ir
struktiirizuotos. Juy aukStis siekia iki 12 nm, be to, joms budingas

periodiSkumas. Galima atskirti atskirus fibriliy segmentus.
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3.1.4. Hibridinio Trx-Apf40 baltymo mutanty konstravimas, raiska ir
gryninimas

Yra zinoma, kad AP42 peptidas jungiasi su hemu (Atamna ir Boyle,
2006). Sioje saveikoje yra svarbiis trys histidinai, esantys 6-oje, 13-oje ir 14-
oje padétyse. Norint nustatyti, ar AB40 taip pat saveikauja su hemu, hibridinis
Trx-AB40 baltymas buvo naudojamas mutanty, kuriuose AB40 sekoje esantys
histidinai buvo pakeisti kitomis aminoriigS§timis, konstravimui. Mutantiniai
sulieto Trx-AP40 baltymo variantai buvo kuriami kryptingos mutagenezés

budu. Zemiau pateikiama mutanty konstravimo schema (3.11 pav.)

PGR I
O =t
P —
PGRII
Xbal + BamHI

‘ Hidrolize
Xbal
BamHI +
ﬂ:qﬂl
Q Ligacija )
PET30

‘ Transformacija

DH 5o

Klony atranka ir analizé

3.11 pav. Hibridinio Trx-AB40 baltymo mutanty konstravimo schema
kryptingos mutagenezés budu. Zvaigzdute paZyméta jvesta mutacija a40
sekoje.

Buvo sukonstruota 10 mutanty. Juose vietoje histidino kodony, istatyti
alanino, serino arba cisteino kodonai. Zemiau pateikiama lentelé, kurioje

nurodyta, kokie mutantiniai baltymai buvo sukonstruoti ( Lentelé 3.1):

78



Lentelé 3.1 Kryptingos mutagenezés metodu pakeisti AB40 sekoje esantys

histidinai.
His kodonas Pakeistas kodonas | Mutanto
pavadinimas
Mutantai
Viengubas: 6 His 6 Ala H6A
6 Ser H6S
6 Cys H6C
13 His 13 Ala H13A
13 Cys H13C
14 His 14 Ala H14A
Dvigubas: 13-14 His 13-14 Ala H(13-14)A
6/13 His 6/13 Ala H(6/13)A
6/14 His 6/14 Ala H(6/14)A
Trigubas 6/13-14 His 6/13-14 Ala H(6/13-14)A

Gauti sulieto Trx-AP40 baltymo mutantai buvo ekspresuojami ir
gryninami kaip ir sulietas Trx-AB40 baltymas. NDS PAAG analiz¢ parod¢, kad

visy mutantiniy baltymy raiSka skyrési. MaZiausia raiSka buvo stebima trigubo

mutanto atveju (duomenys neparodyti). Visi mutantiniai baltymai buvo

sintetinami intarpiniuose kiineliuose, tod¢l buvo gryninami denatiiruojan¢iomis

salygomis.

3.1.4.1. Hibridinio Trx-A40 baltymo mutanty saveikos su hemu tyrimas
Sukonstruoti ir i§gryninti hibridinio Trx-AB40 baltymo mutantai buvo

naudojami tolesniuose eksperimentuose saveikai su hemu tirti. Trx-AB40 (bei
jo mutanty) ir hemo saveika buvo matuojama kambario temperattroje uZrasant
spektra nuo 350-750 nm, esant koncentracijy santykiui 1:1 (galutiné baltymo ir
hemo koncentracija buvo 6 uM). Buvo gauti skirtuminiai spektrai (atimtas
buferio su hemu poveikis), kurie rodé¢ skirtinga saveikos intensyvuma (3.12

pav.).
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3.12 pav. Skirtuminiai baltymo ir hemo saveikos spektrai. A.Skirtuminiai
vienguby 6 His mutanty spektrai. B. Skirtuminiai vienguby 13 His mutanty
spektrai. C. Skirtuminiai vienguby 14 His ir dviguby 13-14 His mutanty
spektrai. D. Skirtuminiai dviguby 6/13 His ir 6/14 His bei triguby 6/13-14 His
mutanty spektrai.

Spektrai rodo, visi mutantai su hemu jungési skirtingu intensyvumu,
taiau bent kelis kartus silpniau negu nemutantinis Trx-AB40 baltymas.
Silpniausia saveika buvo stebima tarp trigubo mutanto H(6/13-14)A, kuriame
visi AP40 sekoje esantys histidinai yra pakeisti alaninu, ir hemo. IS visy
mutanty stipriausiai hema riSo H6A ir H6C mutantai. IS gauty duomeny,
galima daryti iSvada, kad 13-oje ir 14-oje padétyse esantys histidinai yra
svarbesni saveikai su hemu, negu 6 His.

IS literatiiros Zinoma, kad AP42-hemo kompleksas pasizyméjo
peroksidaziniu aktyvumu (Atamna ir Boyle, 2006). Tai, kad hibridas Trx—
AB40 ir jo mutantai riSo hema, leido daryti prielaida, kad galbtt Sie baltymai

susijunge su hemu irgi gali biiti peroksidazémis ir oksiduoti TMB -
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peroksidazés substrata. Oksiduojamas tirpale TMB virsta meélynos spalvos
reakcijos produktu, kurio sugertis uzraSoma 652 nm bangoje. Peroksidazinis
aktyvumas buvo matuojamas tuoj pat sumaiSius reakcijos miSini ir po to
stebima jo priklausomybé nuo laiko. DidZiausias Trx-AB40 komplekso
peroksidazinis aktyvumas buvo stebimas po 90 min. Hemo tirpalas taip pat
turéjo nedideli peroksidazini aktyvuma (3.13 pav.), o atskirai Trx-Ap40

baltymas peroksidaziniu aktyvumu nepasiZymejo.

1,0 1 A Hemas E
B Trx-AB40 . ¢
E ® Trx-AB40 + Hemas i
o~ 084 | & PBS buferis
3
£ ¢
S 06 -
3
7 ¢
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S ¢ . %
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3.13 pav. Trx-ApP40+Hemo komplekso peroksidazinio aktyvumo
priklausomybé nuo laiko. TMB oksidacija buvo stebima spektrofotometriskai,
kaip sugerties padidéjimas 652 nm bangoje. Atliktos trys matavimy serijos.
Visuose meéginiuose buvo H,0,.

Hemas jungési su Trx-AP40 ir jo mutantais, nors saveikos
intensyvumas skyrési. Mutantiniy baltymy peroksidazinis aktyvumas buvo
Zemas (duomenys neparodyti). Tai rodo, kad histidinai yra svarbiis jungiantis
prie hemo sudétyje esancio gelezies atomo. Nors Trx-AB40 sekoje yra
papildomy histidiny: tioredoksino sekoje yra 2 histidinai, bei 6 histidiny
uodega, esanti tarp Trx ir AP40 (3.1 pav.), taciau vieno tioredoksino su 6

histidiny uodega saveika su hemu buvo silpna (rezultatai neparodyti).
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Skirtuminiy spektry rezultatai rodo, kad His aminoriigStys yra svarbios
sgveikai su hemu.
3.1.5. Hibridiniai baltymai sudaryti iS AB40 peptido ir kity neamiloidiniy
baltymy

FunkciSkumas yra labai svarbi ypatybé konstruojant nanodarinius
biomolekuliy pagrindu. Amiloidines fibriles formuojantys baltymai ir peptidai
yra geri statybiniai subvienetai, sudarantys karkasa ar matrica, ant kuriy gali
biti imobilizuojamos funkcinés grupés ar baltymai. Kol kas nebuvo apraSyta,
kad susiformavusios amiloidiniy baltymy fibrilés buty funkcionalizuojamos.
DazZniausiai baltymai ir peptidai yra modifikuojami funkcinémis grupémis ar
baltymais prie§ agreguojant { fibriles. Siame darbo etape buvo kuriami
hibridiniai baltymai AP40 peptido pagrindu, kur jis tarnauty kaip statybinis

subvienetas, o prilietas baltymas biity funkcinis elementas.

3.1.5.1. Hibridiniy AB40 peptido ir streptavidino bei hidrofobino baltymy
konstravimas ir raiSka

Suliety genu konstruktai tsa-af40 ir msa-hfb-aff40 buvo chemiskai
susintetinti pagal Zinomas monomerinio ir tetramerinio streptavidino,
hidrofobino ir AB40 baltymy sekas ir iklonuoti i plazmidini pUC57 vektoriy
(3.14 pav.).

Al Sl >-- ap40
[ m— i,

3.14 pav. A. tsa-af40 genuy konstruktas, kuris sudarytas i$ tetramerinio

(Gly-Ser) jungties ir APB40 peptida koduojancio geno, bendras fragmento ilgis
675 bp; B. msa-hfb-afi40 genu konstruktas, sudarytas i§ monomerinio
streptavidino geno (msa), dvieju Gly-Ser jung€iy, polihistidino uodegeles
(poly-His), hidrofobina (hfb) bei AP40 peptida koduojanciu genu, o bendras
ilgis yra 933 bp.

Geny konstruktai tsa-af40 ir msa-hfb-afi40 buvo klonuoti atitinkamai
1 raiSkos vektorius pET21d ir pET21b. E. coli DHS5o kamienas buvo
transformuojamas naujomis plazmidémis pET21d-sa-af40 ir pET21b-sa-hfb-
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ap40 ir iSséta ant NA terpés su 50 pg/ml ampicilino. Gauti klonai buvo
tikrinami PGR reakcija naudojant T7Pro ir T7Ter pradmenis bei atliekant
DNR hidrolizg su pasirinktu restrikcijos endonukleaziy rinkiniu, be to, DNR
sekos patikrinta sekoskaitos metodu.

Hibridiniy baltymuy indukcija buvo vykdoma kaip apraSyta
metodinéje dalyje. Siy hibridiniy baltymy raiska buvo tiriama jvairiomis
salygomis. Auginant 30 °C ir 37 °C temperatiiroje, indukuojama, kai ODgy
buvo 0,6-1,0. Nepriklausomai nuo salygy buvo stebima panaSi baltymy
raiSka. Geriausia baltymy raiSka buvo stebima auginant Iasteles 30 °C
temperatiiroje, kol ODgq pasieke 0,8 ir indukuojama su 0,5 mM IPTG 18-20
val. Po indukcijos gauti baltymy ekstraktai buvo analizuojami 15% NDS
PAAG, kuriame matyti juostelés, atitinkancios hibridiniy baltymuy dydZius
TSA-AB40 22,72 kDa ir MSA-HFB-AB40 31,86 kDa (3.15 pav.).

K123 4M
a, « —116.0

@w—066.2

w—45.0
3.15 pav. Hibridiniy baltymy raiskos analizé
@—350 |59, NDS PAAG, TSA-AB40 22,72 kDa ir
MSA-HFB-AB40 31,86 kDa. K raide
ww»—)25.0 pazyméta kontrol¢e- BL21 (DE3) kamieno
Iasteliy ekstraktas, 1-ame takelyje TSA-
APB40 lasteliy ekstraktas, 2-ame takelyje
ww—18.4  orynintas  TSA-AP40 baltymas,  3-ame
takelyje MSA-HFB-AB40 lasteliy ekstraktas
wo—Il44 i 4 ame takelyje MSA-HFB-AB40 valytas
hibridinis baltymas. M raide paZyméti
molekuliniai Zymenys.

e
P
- -
! M!
-

Kadangi didzioji abiejy hibridiniy baltymy dalis yra nuosédose
(intarpiniuose kiineliuose), baltymai buvo gryninami denatiiruojan¢iomis
salygomis. Abiejy baltymy i§ vieno litro buvo galima gauti 7-10 mg gryno
baltymo. Po gryninimo baltymai buvo renatiiruojami, taciau laikant ilgesni
laika tiek TSA-AB40, tiek MSA-HFB-AB40 krito i nuosédas, todél baltymai

buvo liofilizuojami.

83



3.1.5.2. Hibridiniy AB40 peptido ir streptavidino (monomerinio ir tetramerinio)
bei hidrofobino fibrilinimas ir susidariusiy struktiiry tyrimas

Po gryninimo ir dializés nustatyta baltymo TSA-AB40 (SA)
koncentracija 60 uM, o MSA-HFB-AB40 (SHA) — 65 uM. Pries fibrilinima,
terpé buvo pariigStinama su 1M HCI iki pH 3,0 ir fibrilinama 57°C, pastoviai
kratant 550 apm, 5 dienas. ThT buvo naudojamas ijvertinti Siy hibridiniy
baltymu susidariusiy fibriliniy struktiiry kieki. Reakcijai buvo naudojamas
SuM  ThT tirpalas ir 5uM TSA-AB40 (SA) ir MSA-HFB-
AB40 (SHA) baltymu (3.16 pav.).

THT
—— ThT+SA
ThT+SHA

3.16 pav. ThT fluorescencijos
spektrai su hibridiniy TSA-
AB40 (SA) ir MSA-HFB-
AB40 (SHA) baltymy
fibrilémis, gautomis fibrilinant
rugStinémis salygomis.

Fluorescencijos vienetai

T asigem
Fluorescencijos spektrai rodo, kad TSA-AB40 (SA) hibridinis
baltymas yra labiau linkgs formuoti fibriles nei MSA-HFB-
AP40 (SHA) tomis paciomis salygomis. Susiformavusios fibrilinés struktiiros
buvo ivertinamos vizualiai, pritaikant virpanciojo zondo rezimo AJM.
Matomos struktiirinés ypatybés ir fibriliy aukstis, darant skersini pjiivi, yra
pagrindiniai parametrai vertinant AJM vaizdus.
Nustatyta, kad esant pH 3,0 ir fibrilinant 57 °C temperatiiroje SA
formuoja heteromorfines susisukusios vijos fibriles, kuriy aukstis vidutiniSkai

yra apie 5,5 nm (3.17 pav.).
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3.17 pav. TSA-AB40 (SA) baltymo fibriliy AJM vaizdai. Didesnio lauko
topografinis vaizdas (A), fazinis vaizdas (B), topografinis vaizdas (C), ir
skersinio ir 1Silginio fibrilés pjuviai (D). Mastelis ir profiliai pazymeti baltais
bruksneliais.

Literatiiroje minima, kad APB40 peptido formuojamy fibriliy aukstis
siekia nuo 3,5 nm iki 13 nm priklausomai nuo fibrilinimo salygy. Fibrilinant
APB40 tokiomis paciomis salygomis formuojasi ivairaus aukscio fibrilés (3,5-9
nm), taciau hibridinio baltymo fibrilés yra labiau strukttrizuotos.

Gauti hibridinio SHA baltymo AJM vaizdai patvirtina rezultatus,
gautus su ThT. SHA baltymas geba formuoti fibriles, bet ju yra nedaug
palyginus su SA baltymu. Sis hibridas yra labiau linkes formuoti amorfinius
agregatus. Be to, Sis baltymas tirpale labai greitai iSséda i nuosédas. Jo
sudétyje esantis hidrofobinas daro jtaka baltymo tirpumui, taiau fibriliy

aukstis panaSus kaip ir SA formuojamo baltymo (~5 nm) (3.18 pav.)

444444 WAL L L R LS LA LAl A L
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D

3.18 pav. MSA-HFB-AB40 (SHA) baltymo fibriliy AJM vaizdai. Didesnio
lauko topografinis vaizdas (A), fazinis vaizdas (B), topografinis vaizdas (C), ir
skersinio ir iSilginio fibrilés pjuviai (D). Mastelis ir profiliai paZymeéti baltais
bruksneliais.

Fibriliy méginiai buvo analizuojami ir 15 % NDS PAAG. Rezultatai
rodo, kad esant tokioms rugsStinems salygoms (pH 3,0), hibridiniai baltymai
skyla 1 skirtingo dydzio fragmentus, kuriuos, galbit, sudaro AB40 peptidas ir
tvairaus dydZio streptavidino fragmentai bei streptavidino ir hidrofobino

fragmentai (3.19 pav.).
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3.19 pav. Hibridiniu SA (Strept-Ap) ir MSA-HFB-AB40 (Strept-Hyd-
AP) baltymy formuojamuy fibriliy vaizdas 17% NDS PAAG. ,F’ raide
nurodomi fibrilinti méginiai, ,+” — kaitintas meéginys, ,—~ -—nekaitintas
meginys.

Tokios i§ hibridiniy SA ir SHA baltymy fragmenty sudarytos fibrilés
néra tinkamos baltymuy modifikavimui. Streptavidinas, kuris turi atlikti savo
funkcija, turi biiti aktyvus, t.y. biiti pilnos sudéties.

Pakeitus fibrilinimo salygas — fibrilinant 10 mM Na-acetatiniame
buferyje pH 4,6, SA baltymas formavo fibriles ir iSliko stabilus pilno ilgio
baltymas. Be to, naudojant bioting sujungta su stilbazolio fluoroforu, buvo
nustatyta, kad tetramerinis streptavidinas yra aktyvus, t.y. gali risti biotina.
Fibrilés sudaré¢ panaSia i tinkla struktira (3.20 pav.). Fibriliniy giju,
sudaranciy tinkla aukstis nuo 2,5-4,5 nm. Jei tetramerinis streptavidinas jgyja
savo funkcing konformacija, tada po fibrilinimo galéty susidaryti panasSi i

tinkla struktira (3.21 pav.).
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‘ ) Tetramerinio streptavidino (TSA) domenas

,\/- AP 40 pepidas

Wﬂibridinis tetramerinio streptavidino ir AB40 peptido baltymas

3.20 pav. Galimas hibridinio SA baltymo tinklo struktiiros susidarymo
modelis. Streptavidinas yra tetramerinis baltymas, kuris esant tinkamoms
salygoms gali formuoti tetramera, kuris turéty po 4 AB40 peptido uodegas.
AP40 peptidai agreguodami sudaryty fibrilines sasajas tarp streptavidino
baltymuy.

2 "
E — 1 Profilis
§ — 2 Profilis

¥ [nm]

2,3nm

-3,2nm
y: 0,43 pm !

D E
3.21 pav. Hibridinio Streptavidino-AB40 (SA) baltymo AJM vaizdai. A —
bendras topografinis vaizdas, B ir C — skersinio pjivio profiliai, D — fazinis
vaizdas, E — trimatis fibriliniy struktiiry vaizdas. Mastelis paZymeétas baltu
bruksneliu.
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Galima fibriliy tinklo struktira pasiZymi ortogonaline simetrija,
taciau AJM vaizduose i simetrija néra stebima. Tai gali biiti paaiSkinama tuo,
kad tinklas susidaro i§ keliy sluoksniy fibriliy, kurios persidengia.

Literaturoje buvo minima, kad amiloidinés fibrilés gali buiti puiki
imobilizuojanti matrica ivairiems fermentams ar baltymams. Tokia susidariusi
tinklin¢ strukttira biity labai tinkama kaip imobilizuojanti medZiaga, taiau
reikalingi tolimesni tyrimai S$ios struktiiros panaudojimo galimybiy
jvertinimui.
3.1.6.1. Hibridinio nuo PQQ priklausomos GDH iS Acinetobacter sp. ir
AB40 peptido baltymo konstravimas ir raiSka

Gliukozes dehidrogenaze (GDH) 1§ Acinetobacter calcoaceticus yra
klasikinis chinoproteinas, savo sudeétyje turintis pirolochinolino chinono
kofaktoriy (PQQ). Siuo metu GDH yra naudojama kaip elektrocheminiy
gliukozes jutikliy komponentas (Tanaka ir kt., 2005, Hamamatsu ir kt., 20006).

GDH genas 1S Acinetobacter sp. PT15 buvo klonuotas plazmidéje
pASKIBA3-PT15. Eco47Il restrikcijos endonukleazés atpazinimo vieta
(GDH C gala koduojancioje sekoje) ir Pvull atpaZinimo vieta (Si geno dalis
koduoja baltymo kilpa, kuri susidaro Salia GDH aktyvaus centro) buvo
pasirinktos AP40 peptida koduojancio geno iterpimui. Buvo gautos dvi
plazmidés: pPTabpvul6, kurioje af40 genas buvo klonuotas { Pvull
atpaZinimo vieta, ir pPTabecol, kurioje a/40 genas buvo klonuotas { Eco4 7111
atpazinimo vieta. Gauti konstruktai buvo patikrinti, nustatant ju nukleotidy

seka. Klonavimo schema pateikta Zemiau (3.22 pav.).
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EcINcoF a[340

) N

Y /Pvu 11 (718)

PASKIBA3-pT15 gdh

4432 bp

pET3a-trx-a340
5116 bp

Eco47111(1582)
PASKIBA3-pT15 karpoma
su Pvull arba su Eco4 7111

aP40 amplifikuojamas su
EcINcoF ir SnaBR pradmenimis
Fragmentas hidrolizuojamas su Ec/136l1 ir SnaBl

Ligavimas,
E. coli DH50. Transformacija,
Klony atranka

W gdn

ap40

pTabpvulé6

pTabecol 4714 bp : ‘

4714bp

Eco47ITI(1582)

3.22 pav. gdh (gliukozés dehidrogenazés) geno suliejimo su af40 (amiloido 3
peptido) genu schema. Rodyklémis pazymétos geny kryptys. af40 skaitymo
rémelis pazymétas pilka rodykle, gliukozés dehidrogenazés — oranZine.

Gautais konstruktais buvo transformojamas E. coli DH5a kamienas ir
vykdoma baltymo ekspresija.

Geriausia baltymo ekspresija buvo stebima, kai lastelés buvo
auginamos skystoje NB terp¢je 30 °C aeruojant. Indukcija buvo vykdoma po 6
val., kai ODgy pasieke 1,0, tada terpé buvo atvésinama iki 25 °C ir buvo
indukuojamas promotorius su anhidrotetraciklinu (AHT) 20 val. 25 °C.
Lasteliy biomasé¢ buvo surenkama centrifuguojant, lastelés suspenduojamos
50 mM Tris-HCl buferyje, pH 8,0 ir suardoma ultragarsiniu

dezintegratoriumi. Hibridiniai baltymai buvo gryninami naudojant jony mainy
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chromatografija (CM FF kolon¢lg), dializuojami 20 mM amonio

karbonatiniame buferyje ir liofilizuojami (3.23 pav.).

Plabecol Plabpvulé PT15

116
66 2

. 4

35:—

2 St

18 dmmeiiit 3.23 pav. Hibridiniu GDH-AB40
: (PTabecol ir PTabpvul6) baltymy raiskos
elektroforetinis vaizdas 15% NDS PAAG.
Baltymai iSgryninti  jony mainy
chromatografijos metodu.

14, D

GDH-AB40 (PTabecol ir PTabpvul6) baltymy raiSka buvo maZesné
lyginant su laukinio tipo GDH baltymu. NDS PAAG matomos juostelés
atitinka baltymy teorinius dydzius (GDH dydis yra 54,2 kDa, GDH-AB40
dydis 58 kDa).

3.1.6.2. Hibridiniy baltymy, sudaryty i§ AB40 peptido ir nuo PQQ priklausomos
dehidrogenazés iS Acinetobacter sp., fibrilinimas ir susidariusiy struktiry
tyrimas

Liofilizuotas PTabecol baltymas, kuriame AB40 peptidas sulietas su
nuo PQQ priklausoma GDH, buvo iStirpintas 50 mM Tris-HCl, pH 7,0
buferyje, hibridinio baltymo koncentracija tirpale 1 ir 5 mg/ml. Sis baltymas
yra taip sukonstruotas, kad APB40 peptidas yra GDH baltymo C gale. Kaip
kontrol¢ buvo fibrilinama ir AP40 peptidas, kurio koncentracija tirpale 2

mg/ml. Fibriliy formavimui buvo naudojama:

1.  AP40 peptidas 2 mg/ml (F1)

2. AP40 peptidas 2 mg/ml su PTabecol 1 mg/ml (F2)
3. PTabecol 1 mg/ml (F3)

4. PTabecol 5 mg/ml (F4)

5. PTabecol 5 mg/ml, pH 2 (F5)
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Sie baltymy méginiai buvo fibrilinami savaite. Susidariusiy fibriliy
tvertinimui, buvo matuojamas ThT fluorescencijos padidé¢jimas. Fibriliy

meéginiai buvo inkubuojami su 5 uM ThT 10 min kambario temperatiiroje

(3.24 pav.).

1,6

1.4 Kontrolé
F1
F2
F3
—— F4

F5

Fluorescencijos vienetai
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3.24 pav. ThT fluorescencijos spektrai su hibridiniy baltymy, sudaryty i$
APB40 peptido ir nuo PQQ priklausomos dehidrogenazés i§ Acinetobacter sp.,
reakcija su ThT. F1 — AB40 peptidas 2 mg/ml (pH 7,0), F2 ~AB40 2 mg/ml su
pTabecol 1 mg/ml (pH 7,0), F3 — pTabecol 1 mg/ml (pH 7,0), F4 — pTabecol
5 mg/ml (pH 7,0), F5 — pTabecol 5 mg/ml (pH 2,0), Kontrolé — ThT tirpalas
be baltymuy.

Intensyviausiai Svytéjo F2 pavyzdys, kuriame buvo AB40 peptidas ir
hibridinis AB40 ir GDH baltymas (pTabecol). Kity méginiy silpna saveika su
ThT parodé, kad yra susidare nedaug B-klostiniy struktiiry. Sie méginiai buvo
fibrilinami ilgesni laika. Literatiiroje minima, kad fibrilinant baltymus ar
peptidus daznai naudojamos AP40 fibrilés, kurios tarnauja kaip ,,séklos*
greitesnei fibrilizacijai (Krebs ir kt., 2006).

AB40 ir nuo PQQ priklausomos GDH i§ Acinetobacter sp. fibriliu
meéginiai buvo tiriami ir AJM ex situ virpanc¢iojo zondo reZimu po inkubavimo

+4 °C temperatiiroje 6 ménesius. Gauti vaizdai rodo, kad GDH-AB40
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(pTabecol) hibridinis baltymas, kuriame AB40 yra istatytas GDH baltymo C
gale ir GDH-APB40 (pTabpvu) hibridinis baltymas, kuriame AP40 peptidas
istatytas GDH baltymo viduryje formuoja skirtingos morfologijos fibriles (3.25
pav. ir 3.26 pav.). Fibrilinant AB40 peptida ir hibridinius streptavidino ir A340
baltymus, fibrilés stebimos jau po keliy dienu. GDH ir AB40 hibridiniy
baltymuy fibriliy formavimas yra nuo laiko priklausantis procesas.

Kai hibridiniai baltymai GDH-AB40 (pTabecol) buvo fibrilinami
kartu su AB40 peptidu, buvo gaunamos struktiirizuotos fibrilés, skirtingai nuo
paprasty lygiy ir neSakoty AB40 fibriliy. Be to, hibridiniy baltymy fibrilés yra
storesnes ir trumpesnes, gali biiti Sakotos, bei sudaro Ziedines strukturas, kuriy
aukstis 3,5-5 nm (3.25 pav.). GDH-AB40 (pTabecol) fibrilinamas tomis
paciomis salygomis, tik nenaudojant AP40 peptido kaip ,,séklos®, buvo
stebimos plonos lauzyty Ziedeliy formos fibrilés (3.25 pav.). Fibriliy struktiiry
aukstis ~ 5 nm. Patikrinus Siuos méginius NDS PAAG, nustatyta, kad didesné

dalis baltymy degradavo | mazesnius fragmentus.
GDH-AB40+AB40 GDH-AB40

[ =

3.25 pav. Hibridiniy GDH-APB40 (pTabecol), kur AB40 peptidas yra istatytas
GDH baltymo C gale, fibrilinés struktiiros. Topografinis vaizdas (A), fazinis
vaizdas (B). GDH-AB40+AB40 — méginiai, kuriuose hibridinis baltymas buvo
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fibrilinamas su AP40 peptidu (,séklomis®). Mastelis paZymétas baltu
bruksneliu.

Gautos fibrilinés struktiiros labai skiriasi nuo AB40 formuojamy
fibriliy. NDS PAAG analizé parodé, kad inkubuojant baltymy méginius ilga
laika, jie degradavo. Tod¢l susiformavusios fibrilés gali buti sudarytos iS$
GDH baltymo fragmenty ir AB40 peptido.

GDH-AB40 (pTabpvul6), kur AB40 peptidas istatytas GDH baltymo
viduryje, formavo kitokios morfologijos fibriles, nei prie§ tai minéti GDH-
AP40 (pTabecol) hibridiniai baltymai. Sie méginiai taip pat buvo

inkubuojami 4 °C 6 mén.

" 50 100 150 200 250 300 350 400 450 nm

3.26 pav. Hibridinio GDH-AB40 (pTabpvu), kur AB40 peptidas istatytas
GDH baltymo viduryje, baltymo fibrilés po 6mén. Topografinis vaizdas (A),
fazinis vaizdas (B), fibriliy skersiniai profiliai (C).
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GDH-AB40 (pTabpvul6) suformuotos struktiiros buvo panaSios i
susuktos virves pavidalo fibriles, kuriy auksStis 5-7 nm. Analizuojant Siuos
baltymus NDS PAAG, nustatyta, kad jie taip pat degradavo i maZesnius
fragmentus.

3.1.7. Hibridinio PQQ-GDH i§ E. coli ir AB40 peptido baltymo
konstravimas ir raiska

Plazmidé¢je  pET-11M-ylil  klonuotas E.  coli  gliukozés
dehidrogenazés genas. Analizuojant gdh geno seka, nustatyta tik viena
restrikcijos endonukleazés Ajil hidrolizés vieta, kuri buvo tinkama af40 geno
iterpimui. a/40 genas buvo padaugintas nuo plazmidés pET3a-trx-ab40 su
pradmenimis EcINcoF ir SnabR. Gautas 120 bp fragmentas buvo
hidrolizuotas Ecl136II ir SnaBI restrikcijos endonukleazémis ir klonuotas i
pETM-11-ylil plazmide per Ajil kirpimo vieta. Klonavimo schema

pavaizduota Zemiau (3.27 pav.).

Ap40

EcINcoF /
trx-aB40 ¢ Co SnaBR

ylﬁ] his

Ajil

pET3a-trx-ap40

pETM-11-ylil

6411 bp S116bp

Hidrolizé su Ajil PGR su EcINcoF ir SnaBR pradmenimis
Hidrolizé su SrnaBI ir Ec/13611

Ligavimas
E.coli DH 5o transformacija
Klony atranka

ylilhis

apa0. 4

PETM-11-ylil-ab
6537bp

3.27 pav. Hibridinio nuo PQQ priklausomos GDH i§ E.coli ir AB40 peptido
baltymo konstravimas.
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Po E. coli transformacijos ir atrankos buvo gautos 2 plazmidés
pyliab9 ir pyliab10, kuriose yra sulieti GDH-AB40 baltymy genai.

Baltymy raiskai tirti buvo parinktos tokios auginimo salygos: E. coli
BL21 (DE3) kamienas buvo transformuojamas tiriamomis plazmidémis.
Geriausios baltymy raiSkos salygos buvo auginant lasteles 30 °C
temperatiroje, iki ODgq pasieke 0,8 ir indukuojama su 0,5 mM IPTG 4 val.
30 °C temperatiiroje. Suardzius lasteles ir atskyrus ekstrakta nuo lasteliy
nuolauzy bei iSanalizavus juos NDS PAAG, nustatyta, kad rekombinantiniai
hibridiniai baltymai buvo sintetinami intarpiniuose kiineliuose (3.28 pav.). D¢l
to, hibridiniai baltymai buvo gryninami denatiiruojan¢iomis salygomis.

Yiil 9 10

116kDa —

——— .

— i

66.2 kDo — .

45 kDO =—
rekbo ——p

35kDa——;

25kDa—,

3.28 pav. Hibridiniu GDH-AB40 (Yliab9 ir
18.4 kDa— - Yliab10) baltymy raiskos tyrimas 15 % NDS
PAAG.

P,

M) |

Nuo PQQ priklausoma GDH i§ E. coli yra maZesnis baltymas nei
GDH i$ A. calcoaceticus. PrieSingai nei GDH i§ A. calcoaceticus ir AB40
hibridas (PTabecol ir PTabpvul6), Sio hibridinio baltymo YUl ir AB40
(Yliab9 ar Yliab10) raiSka buvo Zymiai didesné nei laukinio tipo Yil.

Tiriant AB40 ir GDH iS E. coli (Ylil) hibridinio baltymo fibriliy
formavimasi, nustatyta, kad minétomis rigstinémis ir neutraliomis salygomis

Sis baltymas neformuoja fibriliniy struktiiry.
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3.2.1. MUTANTINIO a-SYNCYS141 KONSTRAVIMAS, RAISKA IR
GRYNINIMAS

o-Sinukleinas (a-Syn) yra nedidelis baltymas, kuris taip pat gali biti
naudojamas konstruojant nanodarinius.

Siame darbo etape pagrindinis tikslas buvo sukonstruoti o-Syncys141
mutantg ir ji modifikuoti. a-Syn C galas yra nestruktiirizuotas, todél buvo
ivesta papildoma aminoriigStis — cisteinas, per kurio tioling grupge galima
prijungti funkcines dalis. Mutantinio o-Syncysl41 konstravimui buvo
naudojama plazmidé pRK172 ir SynF ir SynCysR pradmenys. Su pastaruoju
ivedamas papildomas nukleotidy tripletas, koduojantis cisteina. Gautas PCR
produktas buvo hidrolizuojamas restrikcijos endonukleazémis Xbal ir Xhol ir
klonuojamas 1 pET21a ekspresijos vektoriy per Xbal ir Xhol taikinius. Gauti
klonai su plazmide pET2la-syncys buvo patikrinami PGR reakcija ir
restrikcijos endonukleaziy deriniu. Sio mutantinio baltymo ekspresijai buvo
naudojamas E. coli BL21(DE3) kamienas. a-Syn ir a-Syncys baltymai buvo
ekspresuojami ir gryninami vienodomis salygomis.

Geriausia abiejy baltymy raiSka buvo gauta, auginant lasteles 37 °C
iki ODg pasiekia 0,8 ir indukuojama su 0,2 mM IPTG, tada auginama 4 val.
30 °C. Surinkta ir suardyta lasteliy biomasé buvo pakaitinama 100 °C. a-Syn
yra labai termostabilus baltymas (Recchia ir kt., 2004), todél S§i savybe
1Snaudojama jo gryninimo procese. Skysta baltymy frakcija buvo atskiriama
nuo | nuosédas iskritusiy baltymy centrifuguojant. a-Syncys kaip ir a-Syn yra
termostabilus, todel iSliko skystoje frakcijoje, o didZioji dalis 1astelés baltymy
denatiiravo ir iSkrito i nuosédas. Baltymy ekstraktai buvo uzZnesami ant Q XL
I ml kolonos. Pakartotinis gryninimas buvo vykdomas ANX kolone¢l¢je. Po
gryninimo, 15 % NDS PAAG buvo stebimos apie 18 kDa dydZio juosteles
(3.29 pav.). Teoriné a-Syn molekulin¢ mase yra 14,46 kDa, manoma, kad o-
Syn/a-Syncys141 rugstinis C galas silpnai jungiasi su NDS (Giehm ir kt.,
2011), todél baltymai migruoja ties 18 kDa. IS vieno litro kulturos buvo

gaunama apie 15 mg a-Syn arba a-Syncys141 baltymo.
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3.29 pav. a-Syncys141 baltymo gryninimo etapy elektroforetinis vaizdas. 1-
ame takelyje baltymy ekstraktas, 2-ame takelyje a-Syncys baltymo ekstraktas
po pakaitinimo 100 °C, 3-ame ir 4-ame takelyje baltymas po gryninimo Q XL
kolonel¢je, S5-ame takelyje baltymas po papildomo gryninimo su ANX
kolonéle. M raide paZymétas molekulinis Zymuo.

Po baltymy gryninimo paaiské&jo, kad {vedus papildoma aminoragst] —
cisteing, a-Syncysl41 baltymas buvo toks pat termostabilus kaip ir a-Syn
baltymas ir sintetinosi panaSus kiekis baltymo kaip ir a-Syn.

3.2.2. Mutantinio a-Syncys141 baltymo B-klostiniy struktiry formavimosi
tyrimas

Tai, kad a-Syn gali formuoti fibrilines struktiiras, jau yra Zinoma.
Buvo idomu, ar a-Syncys141 gali formuoti fibriles ir kuo jos skiriasi nuo o-
Syn baltymo formuojamuy fibriliniy dariniy, ir ar susidariusios a-Syncys141
mutantinio baltymo fibrilinés struktiiros gali biiti naudojamos modifikavimui.

Buvo pabandyta fibrilinti sinukleinus rtgStiniame pH (100 mM
glicino-HCI pH 2,7). Nustatyta, kad esant Sioms salygoms, o-Syn ir o-
Syncys141 baltymai degraduoja { maZesnius fragmentus, taciau fibriles

formuojasi (3.30 pav.).
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3.30 pav. o-Syn ir a-Syncysl41 fibriliy, gauty ragstinémis salygomis (pH
2,77), topografiniai vaizdai ir jy profiliai.

AJM gautuose vaizduose buvo stebimos skirtingos morfologijos
fibrilés. o-Syn formuoja ilgas, neSakotas struktiiras, kuriy aukStis 5—-8 nm. a-

Syncys141 fibrilés struktiirizuotos, o ju aukstis 4,5—7 nm.

3.2.3. Mutantinio a-Syncys141 baltymo fibriliniy struktiiry modifikavimas

Esant neutralioms salygoms (baltymo koncentracija 360 uM, 50 mM
Tris-HCI, pH 7,0, 100 mM NaCl, 37 °C, kratant 5 dienas 500 apm (pagal Luk
ir kt., 2009) buvo gautos a-Syncysl41 fibriles, kurios sudarytos i§ pilno ilgio
baltymo, o ne i§ jo fragmenty. Siame darbo etape fibrilés, sudarytos i§ baltymo
su cisteino radikalu, buvo naudojamos tolimesnéms modifikacijoms.
Pirmiausiai, susidariusios fibrilés buvo kiekybiskai ivertintos pagal ThT
fluorescencijos padidéjima.

Agreguojant o-Syncysl41 baltymui, gali susidaryti disulfidiniai
tilteliai (S-S) tarp dvieju a-Syncysl4l monomery arba jau susiformavusiy
protofilamenty. Tam, kad —SH grupés biity prieinamos modifikavimui, jau

susiformavusios fibrilés buvo veikiamos tris(2-karboksi-etil) fosfinu (TCEP),
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kurio buvo dedama 1 mM (50 moliy daugiau nei baltymo S-S moliy).

Redukavimas TCEP-u nesuardo fibriliniy struktiiry, tode¢l prie tokiy fibriliy

gali biti prijungiamas biotinas. Jis prie —SH grupés jungiasi per maleimida.

Nors TCEP neturi -SH grupiy, bet biotino maleimidas gali jungtis su TCEP -

OH grupémis. Norint i§vengti nespecifinio jungimosi, po redukavimo su TCEP

fibrilés buvo dializuojamos ir po to pridedama biotino 5 moliais daugiau nei

baltymo. Tokios biotinilintos fibrilés buvo laikomos 4 °C. Véliau méginiai

buvo dializuojami taip atsikratant biotino pertekliaus. Po to fibrilés buvo

veikiamos neutravidinu konjuguotomis aukso nanodalelémis, t.y., 10 nm aukso

dalelés su chemiskai ,,prisititomis‘ neutravidino molekulémis. Teoriskai turéty

susiformuoti  fibrilinés strukttiros, kurios bity ,aplipusios®

nanodalelémis per neutravidino molekules (3.31 pav.).

.. Aul.b
)/K /

o Biotinas

,/\\
( Au} 10 nm aukso nanodalelé,
“ sujungta su dviem neutravidinais

aukso

3.31 pav. Hipotetiné¢ a-Syncys141 fibriliy modifikuoty aukso nanodalelémis
susidarymo schema. Dvi biotinilintos fibrilés sujungtos su aukso nanodalele

per neutravidino molekules.

Po modifikacijos a-Syncysl41 fibrilés buvo jvertintos AJM (3.32

pav.) ir elektroniniu transmisiniu mikroskopu (TEM) (3.33 pav.).
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3.32 pav. Modifikuoty a-Syncys fibriliy su biotinu (A) ir su biotinu bei Au
nanodalémis, konjuguotomis su neutravidino molekulémis (B) topografiniai
vaizdai ir skersiniai fibriliy pjuviai.

Nustatyta, kad po modifikacijos biotinu fibriliy aukstis sieke apie 5
nm. Au nanodaleliy aukstis yra apie 10 nm. AJM topografiniuose vaizduose
matomos fibrilés, prie kuriy stebimi prisijungg aukStesni vienodo dydZzio
dariniai. Skersiniai fibriliy pjiiviai rodo, kad prie modifikuoty a-Syncys fibriliy
prisijunge dariniai yra apie 10 nm dydZio. Apibendrinant, gauti dariniai yra
vienodi ir prie fibriliy prisijungg tolygiai, o ju aukstis siekia 10 ir daugiau nm.
Minétos savybes leidZzia manyti, kad a-Syncys fibrilés buvo modifikuotos su
neutravidino molekulémis sujungtomis Au nanodalelémis. Norédami nustatyti,
ar fibrilés tikrai yra modifikuotos Au nanodalémis, o ne papildomais
baltyminiy dariniy fragmentais, tie patys meéginiai buvo analizuojami TEM

metodu.
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3.33 pav. Modifikuoty a-Syncys fibriliy TEM vaizdas. A. Nemodifikuotos -
Syncys fibrilés, B. a-Syncys fibrilés, modifikuotos biotinu ir Au
nanodalelémis. C. oa-Syncys fibrilés, modifikuotos biotinu ir Au

nanodalelémis, po savaités. BruksSnelis Zymi 100 nm masteli. Didinimas
100000 karty.

Sékmingai modifikavus biotinais, kelios fibrilés gali biiti sujungiamos
per neutravidino molekules su aukso nanodalele (zr. i 3.31 pav.). Po
modifikavimo Au nanodalelémis, buvo stebimos Au ,aplipusios® fibrilés,
taCiau po savaités Au nanodaleliy ir biotinilinty fibriliy susirinkimo {
hibridinius nanodarinius lygis iSauga. Susidariusios ,.kopétéliuy® struktiiros
(3.34 pav.) pagrindzia teorini Siy hibridiniy nanodariniy susidarymo modeli

(3.31 pav.)
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3.34 pav. Dviejy biotinilinty a-Syncys141 fibriliy, sujungty Au nanodalelémis
per biotino ir neutravidino saveikas, TEM vaizdas.
Gauti EM vaizdai patvirtina rezultatus gautus AJM. Stebimos

susidariusios hibridinés nanostruktiiros, kuriose Au nanodalelés yra
prisijungusios prie a-Syncys fibriliy.

3.2.4. Hibridinio nuo PQQ priklausomos gliukozés dehidrogenazés is
Acinetobacter sp. ir a-Syn baltymo konstravimas ir raiSka

Hibridiniai baltymai buvo konstruojami naudojant a-Syn ir dimering
gliukozés dehidrogenaze koduojancius genus. Kaip ir prie§ tai apraSytame
skyrelyje apie hibridinio GDH ir AB40 baltymo konstravima, buvo iSnaudotos
GDH gene esancios Eco47IIl ir Pvull restrikcijos vietos. a-syn genas buvo
padaugintas PGR metodu, pasitelkiant specifinius pradmenis, hidrolizuotas
EcoRV restrikcijos endonukleaze ir klonuotas | pASKIBA3-PT15 plazmide,

kurioje yra GDH koduojantis genas. Klonavimo schema pateikta Zemiau (3.35

pav.).
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PASKIBA3-pT15 gdh

4432bp

pRK172
1147 bp

Eco47111(1582)
PGR su SynR ir SynF pradmenimis

Hidrolizé su Eco4711T Hidrolizé su EcoRV

Ligavimas
E. Coli DH50. transformacija
Klony atranka

pTsyneco | gdh
4852 bp
// o-syn

3.35 pav. Dimerinés GDH geno suliejimas su a-Syn koduojancia seka.

Gautomis plazmidémis buvo transformuojamos E. coli DH5a lastelés
ir vykdoma rekombinantiniy baltymuy indukcija tokiomis paciomis salygomis,
kaip ir GDH-AB40 atveju. Hibridiniai baltymai buvo gryninami panaudojant
jony mainy chromatografija (CM FF kolon¢lg). Hibridinis baltymas buvo
dializuojamas prieS 20 mM amonio karbonatini bufer;, uZsaldomas ir

liofilizuojamas (3.36 pav.).

PTsyneco
& 116
o 606.2

3.36 pav. Elektroforetinis hibridinio GDH ir a-Syn
baltymo po chromatografijos vaizdas.
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Analizuojant NDS PAAG, nustatyta, kad hibridinis a-Syn ir GDH
baltymas (PTSyneco) degraduoja i GDH ir a-Syn baltymus. Buvo stebimos
juostelés ties 52 kDa (GDH) ir 18 kDa (a-Syn) (3.36 pav.). Ankstesniame
skyriuje buvo minéta, kad o-Syn/ a-Syncysl41l baltymai NDS PAAG
migruoja ties 18 kDa, nors teorin¢ baltymo mase¢ yra apie 14 kDa. Manoma,
kad taip yra dél a-Syn baltymo C gale esancio didelio kriivio. Lieka neaisku,
kodeél Sie baltymai gryninimo metu suskyla. Kai buvo konstruojami GDH ir
APB40 hibridiniai baltymai, tai nebuvo stebimas Siy baltymy degradavimas po
gryninimo. Baltymai degraduodavo po ilgesnés nei 5 dienos inkubacijos. Gali
biti, kad a-Syn baltymas GDH C gale yra per didelis ir dé¢l to jis arba jo dalis

yra paSalinama.

3.2.4.1 Hibridinio nuo PQQ priklausomos gliukozés dehidrogenazés iS
Acinetobacter sp. ir o-Syn baltymo fibriliy tyrimas

Fibrilinant baltymus buvo pasirinktos kelios skirtingos pH reikSmés
(nuo 2,5 iki 9,5) ir 37 °C temperatiira. | hibridiniy baltymy pavyzdzius buvo
papildomai pridedama o-Syn baltymo (3.37 pav.).
2 34 5 6

s m— e

: 3.37 pav. Elektroforetinis vaizdas po
% _ A dviejy savai¢iy fibrilinimo 37 °C
o temperatiroje. 1-ame takelyje — a-Syn
+ PTsyneco (pH 9,5), 2-ame takelyje —
o-Syn + PTsyneco (pH 7,5), 3-ame —
o-Syn+ PTsyneco (pH 4,6), 4-ame —
a-Syn + PTsyneco (pH 2,7), 5-ame
takelyje — a-Syn (pH 7.5), 6-ame —
PTsyneco (pH 7,5).

o
B
1

116 gt
6 -

Po fibrilinimo baltymai buvo analizuojami elektroforetisSkai.
Pastebéta, kad, esant rugStinéms salygoms, iSnyksta iSgrynintus baltymus
atitinkancios juostelés. Kadangi atsiranda naujos juostelés, galima daryti

1Svada, kad i8S Siy baltymy formuojasi didesnés molekulinés maseés struktiiros:
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oligomerai arba fibrilés. Fibriliy formavimasi patvirtino ir saveika su
tioflavinu.

Daugiausia fibriliy po 2 savai¢iy formavo PTsyneco baltymas
fibrilintas kartu su a-Syn, kai pH 2,7 ( 4 mg/ml a-Syn: 0,8 mg/ml GDH-Syn).
o-Syn baltymas paprastai formuoja ~ 3 nm auk3¢io fibriles, hibridinio GDH-
Syn baltymas formavo oligomerus, kuriy aukstis buvo ~3 nm. Kai GDH-Syn
ir a-Syn baltymai buvo fibrilinami kartu, buvo stebimos netolygios fibrilés,
kuriy aukstis vietomis sieké 6,5 nm. Galima daryti iS§vada, kad hibridini GDH-
Syn baltyma fibrilinant kartu su o-Syn, formuojasi 1§ abiejy baltymy
sudarytos fibrilés (3.38 pav.).
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3.38 pav. GDH-Syn hibridinio baltymo ir o-Syn fibrilés. A ir B —
topografiniai hibridiniy baltymy fibriliy vaizdai, C — fibriliy skersinio pjuvio
profiliai.

Nors hibridinis GDH ir a-Syn baltymas buvo degradaves, taciau

buvo stebimi fibriliniai dariniai, kurie skyrési nuo a-Syn formuojamy fibriliy.
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Kai buvo fibrilinamas a-Syn buvo stebimos 3-3,5 nm aukscio fibrilés.
Fibrilinant GDH-Syn baltyma buvo stebimi homogeniski ne sitlinés
struktiiros dariniai, kuriy aukstis sieké iki 3,5 nm aukscio. Fibrilinant GDH-
Syn kartu pridedant papildomai a-Syn, buvo stebimos heteromorfinés fibrilés,
kuriy aukstis vietomis sieké 3,5 nm (kaip ir a-Syn fibriliy) ir 6,5 nm aukscio.
Sie rezultatai rodo, kad formavosi i§ GDH-Syn ir a-Syn baltymy sudarytos

fibrilés.

3.3. KUMELES PIENO LIZOCIMAS (EL)

E. coli gali produkuoti didelius heterologiniy baltymy kiekius, tai
daro $ias lasteles labai patrauklias jvairiy baltymy ekspresijai, tod¢l miusy
tikslas buvo sukurti kumelés pieno lizocimo ekspresijos sistema E. coli

Iastelése.

3.3.1. EL geno klonavimas ir gryninimas

Lizocimo raiSkai E. coli lastelése pagal Zinoma baltymo seka, buvo
sukurtas sintetinis genas, kuris buvo jterptas { pET28a plazmide. Sioje
plazmidéje esantis lizocimo genas néra transliuojamas E. coli lastelése, todel
jis buvo perkeltas i kitus vektorius, prie lizocimo atviro skaitymo rémelio N
galo prijungiant genus ar sekas, Zinomas kaip skatinanc¢ias geny raiska. Tokiu
budu buvo sukonstruotos lizocimo ekspresijos plazmidés, kuriose tiriamas
genas sulietas su dshA (pETMS0, pETMS2), dsbC (pETM80, pETMS82), trx
(pET2a/trx) genais ir 6 His-kilpele (pETM11). Tik dvi i§ Siy plazmidZiy léme
rekombinantinio baltymo sintez¢ E. coli 1astelése. Lizocimas buvo sintetinamas
tik nuo pETMS50 ir pETM11 plazmidziy. Pirmojoje plazmidéje esantis su dsbA
sulietas lizocimo genas buvo labai aktyvus, be to Sis baltymas buvo
perneSamas | E. coli periplazming ertmg. Lizocimo fermentinis aktyvumas yra
nukreiptas prie$ baktering Iastelés sienele¢ — jis katalizuoja 1,4- jungties tarp
N-acetilmuramo rugsties ir N-acetil-D-gliukozamino hidrolizg. D¢l tokio
fermentinio aktyvumo rekombinantinio arklio lizocimo sintezés metu buvo
suardoma E. coli lastelés sienele, ir tai baigdavosi lasteliy ziitimi. M50-EL

buvo sunkiai kontroliuojamas dé¢l savo per didelio aktyvumo. pETMI11
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vektoriuje klonuotas genas (3.39 pav.) taip pat lém¢ rekombinantinio baltymo

sintezg.
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3.39 pav. Lizocimo geno klonavimo i pETM11 vektoriy schema.

MI11-EL13 baltymas, kitaip nei M50-EL, buvo sintetinamas kaip
intarpiniai kiineliai ir buvo neaktyvus. Si savybé ir 1émé tai, kad M11-EL13
buvo pasirinktas gryninimui ir tolimesniems tyrimams. Yra Zinoma, kad
lizocima stabilizuoja kalcio jonai. Buvo ieSkoma optimaliy lizocimo
ekspresijos salygu. Ekspresija buvo vykdoma pridéjus i terpe kalcio. Taciau Sis
pakeitimas baltymo produkcijos nepagerino (3.40 pav. A).

Baltymo gryninimui pirmiausia nuosedos buvo iStirpintos 6 M Slapalo
tirpale ir gryninamos Ni-chelatingje kolonéléje. Po Sios chromatografijos
baltymas buvo renatiiruojamas buferyje su BME ir argininu. Po Sios stadijos
apie 80% renaturuoto baltymo liko tirpus. Jis buvo veikiamas TEV protease,

kuri paSalina 6-histidiny kilpelg. Lyginant su natyviu baltymu, po Sios
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gryninimo stadijos rekombinantinis baltymas tur¢jo tris papildomas
aminorugstis N gale (GAM). TEV proteaz¢ nuo lizocimo buvo atskiriama
atliekant SP chromatografija. Po gryninimo i§ 1 L kultiros buvo gauta apie 50
mg lizocimo (3.40 pav. B). Skiriasi ir kity literatiiroje minimy rekombinantiniy
1Sgryninty lizocimy iSeiga: 50 mg/L buvo gauta rekombinantinio Suns lizocimo
(Koshiba ir kt. 1999), vistos — 25 mg/L (Schlorb ir kt. 2005), 10 mg/L Tapes
japonica (Takeshita ir kt. 2004), 0,6 mg/L. — Manduca sexta (Garcia-Orozco ir
kt. 2005).

34 5 6 . 7T M
‘  ew—116.0
L ew—66.2
@e— 45.0

anm— 35 ()

3.40 pav. Rekombinantinio lizocimo gryninimas 15% NDS PAAG. (A)
belasteliniai ekstraktai i§ NB terpés be CaCl, (1 takas), su 10 mM CaCl,. (2
takas); (B) Rekombinantinio lizocimo gryninimas: iStirpinti intarpiniai ktineliai
(3 takas); baltymas su His-kilpele po Ni-chelatinés kolonos (4 takas); lizocimas
po TEV proteolizes (5 takas); EL13 po SP FF kolonos (6 takas). (C) EL13
pavyzdziai inkubuoti pH 4,5 esant 55 °C 7 dienas (7 takas). M — molekulinés
mases Zymuo.

Po gryninimo buvo nustatytas lizocimo aktyvumas. Paaiskeéjo, kad jis
yra Siek tiek maZesnis nei i§ kumelés pieno iSskirto lizocimo. Rekombinantinio
lizocimo specifinis aktyvumas buvo 25000 U/mg, o laukinio tipo -
38000U/mg. PanaSus buvo rekombinantinio 1§ A. niger iSskirto kumelés pieno
lizocimo aktyvumas — 37500 U/mg (Spencer ir kt. 1999). IS E. coli iSskirto
baltymo aktyvumui jtakos galéjo turéti baltymo N gale esancios papildomos

aminorigsStys. Juo labiau, kad tame pacCiame gale prieS TEV hidroliz¢ buvusi
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His-kilpel¢ taip pat tur¢jo itakos fermento aktyvumui — jo specifinis aktyvumas

buvo tik 5 U/mg.

3.3.2. Kumelés pieno lizocimo fibrilinimo tyrimas

IS ankstesniy darby buvo Zinoma, kad arklio lizocimas formuoja
siiilines ir Ziedines fibriles esant pH 4,5 ir 55-57 °C (MaliSauskas ir kt. 2003).
PanaSios salygos buvo pritaikytos ir rekombinantiniam fermentui. Po keliy
pary pamatavus ThT saveikaujanCio su fibrilinémis struktiromis
fluorescencija, paaiSkéjo, kad rekombinantinis arklio lizocimas saveikauja su

ThT ir sustiprina jo fluorescencija (3.41 pav.).

EL
3.41. pav. ThT fluorescencijos
spektro pokytis esant arklio
8 1 K lizocimo. ThT (10 pM
6 | galutiné koncentracija) buvo
inkubuotas su 10 uM baltymo
3 min prie§ matavima.
Emisijos spektras ~ buvo
uzraSomas esant baltymui

440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 .
(EL) arba be jo (K).
Bangos ilgis, nm

Fluorescencijos vienetai

Natyvaus EL atveju fibriliy forma priklauso nuo fibrilinimo salyguy:
esant Ca®* formuojasi sidllinés fibrilés, o nesant — Ziedinés (MaliSauskas ir kt.
2003). Po AJM, paaiskejo, kad rekombinantinis lizocimas po 2—5 pary taip pat
formavo abiejy formuy fibriles, taCiau tiek ir esant tiek ir be Ca** jonu,
dominavo Ziedings fibrilés (3.42 pav.).

Idomu pazymeéti, kad lizocimas su his-kilpele neformavo fibriliy
tokiomis paciomis salygomis, inkubuojant baltymy tirpala 57 °C

temperatiiroje, susiformuodavo tik amorfinés nuosédos (3.43 pav.).
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al EL esant pH 4,5 ir 57 °C.

Rekombinantinio arklio lizocimo suformuoty Ziediniy fibriliy
diametras buvo 80 nm, o aukstis 3 nm. Linijinés struktiiros buvo 100-300 nm
ilgio ir 3 nm aukscio. Filamentinés struktiiros per visa fibrilés ilgi buvo
segmentuotos. Fibrilés storis skyrési nuo 1,5 iki 3 nm. Labai panaSios fibrilés

buvo stebimos ir natyvaus baltymo atveju (MaliSauskas ir kt., 2003).

3.43 pav. Amorfinés struktiiros stebimos
lizocimo su his-kilpele atveju.

Rekombinantinio baltymo stabilumas taip pat buvo labai panaSus i
natyvaus. Po 7 pary laikant baltymo tirpala pH 4,5 ir 55-57°C temperatiiroje
lizocimas suskildavo i peptidus (3.40 pav. C).
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3.4 APTARIMAS
Biomolekulés yra labai patrauklis tyrimo objektai tiriant molekuling

savitvarka. AB40 peptidas buvo naudojamas, kuriant mutantinius ir hibridinius
(su kitais baltymais) variantus. APB40 pagrindu sukonstruoti baltymai buvo
fibrilinami vairiomis salygomis ir tiriamos susidariusiy struktiiry savybeés.
Rekombinantiniams AP peptidams gauti buvo naudojama sistema, kurioje
AP40 peptidas buvo gryninimas kaip su tioredoksinu sulietas baltymas.
Kadangi AP peptidai yra labai maZi ir toksiski sunku juos auginti bakterinése
lastelése. Ju gryninimui sukurta jvairiy sistemy (Wiesehan ir kt., 2007; Walsh
ir kt., 2009), kuriose panaudojamas didesnis, tirpuma didinantis sulietas
baltymas, tirpiai AP formai gauti. Toks sulietas baltymas palengvina ir
gryninimo procediirg. Tioredoksino baltymas daznai naudojamas kaip sulietas
baltymas norint iSlaikyti baltyma tirpioje frakcijoje (Thapa ir kt., 2008). Taciau
Siame darbe nustatéme, kad hibridiniai baltymai, sudaryti i§ AP peptido ir kity
baltymuy (taip pat ir Trx) daZniausiai buvo netirpas.

Hibridinis Trx-Ap40 baltymas buvo naudojamas nustatant saveika su
hemu. Siam tikslui buvo sukonstruota 10 mutanty, kuriuose histidinai buvo
pakeisti kitomis aminortigS§timis. I$ literatiiros Zinoma, kad trys AP42 sekoje
esantys histidinai gali jungtis su hemu. Be to, buvo parodyta, kad hemas gali
slopinti APB42 peptido agregacija in vitro ir taip apsaugoti neuronines lasteles
nuo AP42 toksiSkumo (Howlett ir kt., 1997), o susidargs AP42 ir hemo
kompleksas pasizymi peroksidazes aktyvumu (Atamna ir Boyle, 2006). Hemas
greitai jungési su Trx-AP40 ir jo mutantais, nors saveikos intensyvumas
skyresi. Tai rodo, kad histidinas yra svarbus jungiantis prie hemo sudétyje
esanCio gelezies atomo. Yra Zinoma, kad kai kuriuose hemo baltymuose
histidinas jungiasi su hemu, be to, AP sekoje yra hidrofobinés aminortigstys
(du leucino ir trys izoleucino liekanos) bei asparagino ir glutamo aminoragstys,
kurios dazniausiai randamos baltymy hemo suriSimo vietose (Atamna ir Boyle,
2006). Skirtuminiy spektry rezultatai rodo, kad His aminoriigstys yra svarbios

saveikai su hemu. Be to, Trx-AB40 baltymo atveju buvo stebimas sugerties
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padidéjimas ties 530-550 nm banga. Sis padidéjimas gali biiti paaikinamas
redokso reakcijomis tarp gelezies atomo heme ir AP peptido (Smith ir kt.,
2007). Be to, buvo nustatyta, kad susidargs Trx-Ab40+hemas kompleksas
pasizyme¢jo peroksidaziniu aktyvumu. Taciau norint iSaiSkinti hemo
prisijungimo mechanizma reikalingi detalesni tyrimai.

AB40 pagrindu sukonstruoti hibridiniai baltymai su streptavidinu ir
GDH 1§ E. coli bei Acinetobacter sp., kurie buvo tikimasi, formuos hibridines
fibriles, kuriose AB40 formuos fibrilini karkasa, ant kurio bus iSsidéste
funkciniai baltymai (streptavidinas ir GDH). Streptavidinas yra baltymas,
kuris jungiasi su biotinu dideliu afiniSkumu. dél tokios saveikos Sis baltymas
yra labai populiarus biotechnologijoje (Howarth ir kt., 2006). Hidrofobinai yra
mazi gryby sekretuojami baltymai, kurie atlieka daug svarbiy funkciju grybu
fiziologijoje, taciau viena i§ svarbesniy yra ju geb¢jimas formuoti savitvarkos
struktiiras hidrofilinio ir hifrofobinio pavirSiy saveikoje (Wosten ir kt., 2000).
Iki Siol literaturoje minimi bandymai kurti tokias fibrilines matricas, kuriose
suformuojamos  fibrilés, véliau naudojamos fermenty mobilizacijai.
Pavyzdziui, gliukozés oksidazeés (GOD) imobilizavimas ant amiloidiniy i$
jaucio insulino baltymo gauty fibriliy nanokarkaso, naudojant glutaroaldehida.
Sis amiloidiniy fibriliy funkcionalizavimas buvo sékmingas, nes GOD ilaiké
savo aktyvuma. Be to, toks imobilizuotas fermentas buvo jvestas i PVOH
pléveéle, ko pasekoje gavosi nauja bionanomedZiaga (Pilkington ir kt., 2009).
Nors GOD yra labiau naudojama gliukozés matavimams pramoneje (Yoshida
ir kt., 2003), taCiau vis dazniau biosensoriuose yra naudojama nuo PQQ
priklausoma GDH, kuri yra nejautri deguoniui kaip GOD (Hamamatsu ir kt.,
2006). Literatiiroje minima ir daugiau AP peptidus turin¢iy hibridiniy
baltymy. Vienas i§ tokiy hibridiniy baltymy yra GFP-AP42. Sio baltymo
veikimas buvo dvejopas. Jei formuojasi fibrilés, tada slopinamas GFP (angl.
green fluorescent protein) baltymo aktyvumas. Tuo atveju, kai fibrilés
nesusidaro, GFP yra aktyvus (Caine ir kt., 2007).

Siame darbe buvo sukonstruoti GDH ir AP40 baltymai, gebéjo

formuoti fibrilines strukturas, tik Sis procesas buvo nuo laiko priklausomas.
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Sudarius palankias salygas fibrilinimui, fermentinis GDH aktyvumas smarkiai
sumazédavo. Tam, kad GDH baltymas po fibrilinimo iSlaikyty aktyvuma,
reikalingi tolimesni metodo optimizavimo tyrimai.

AJM gauti vaizdai rodo, kad AB40 peptido pagrindu gautos fibrilés
yra polimorfinés prigimties. AB40 ir jo mutantiniai variantai AB40cys2 ir
AB40cys39 formuoja panaSias fibriles, atsiZvelgiant i tai, jog fibriliy
morfologija labai priklauso nuo paruoSimo salygu. AB40 peptidas formuoja
daugiausia fibriliniy dariniy lyginant su AB40cys2 ir AB40cys39. Taciau
fibriliy morfologija labai panasi | AB40cys2 peptido formuojamas fibriles. Be
to, Siame darbe buvo nustatyta, kad Au nanodalelés lemia didesng peptidy
agregacija, kai fibrilinama kartu su jomis.

Hibridiniai AB40 ir streptavidino baltymai, priklausomai nuo salygu,
taip pat formavo skirtingas fibriles. Nustatyta, kad esant pH 4,6, hibridinis
AP40 ir streptavidino baltymas formuoja tinklo struktiirag. Artimiausiu metu
bus tiriamos galimybés ji naudoti kaip imobilizuojancia matrica. Be to,
streptavidino baltymas fibrilinant nedegraduoja 1 mazesnius fragmentus. Tuo
tarpu hibridiniai baltymai, sudaryti i§ AB40 ir GDH, nepriklausomai, kurioje
vietoje buvo istatytas AB40 peptidas, dalinai degraduodavo i maZesnius
fragmentus. Buvo stebimos ivairios fibrilinés struktiiros, kurios gali buti
sudarytos i§ AB40 ir GDH baltymo fragmenty.

Siame darbe parodyta, kad a-Syn baltymas tinka nanodariniy
konstravimui, $io baltymo fibriliy pagrindu. Kol kas literatiriniuose Saltiniuose
galima rasti hibridiniy fibriliy, kurios sudarytos i§ baltymy ir peptidy, kurie
pries fibrilinima buvo modifikuojami jvairiomis funkcinémis grupémis.
Pavyzdziui, viena mokslininky grupé pakeité 140-oje padétyje a-Syn esanti
alaning 1 cisteing ir per maleimiding grupe prijungé Zymeni MFC, kurio
pagrinda sudaro 2-(2-furil)-3-hidroksichromonas FC. PaZymeétas o-Syn
baltymas (AS140-MFC) formavo fibriles, o skirtingame agregacijos etape
buvo stebimas skirtingas fluorescencijos lygis (Yuschenko ir kt., 2010). Be to

yra darby, kuriuose a-Syn (E46K) fibrilés buvo naudojamos kaip matrica,
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paladZio, vario ir aukso nanodaleliy gamybai (Colby ir kt., 2008). Taciau kol
kas néra zinoma, kad modifikacijos buty vykdomos po fibrilinimo ant jau
susiformavusiy fibriliy. Siame darbe mes pirma karta pademonstravome, kad
o-Syn fibrilés gali biiti modifikuojamos ivairiomis funkcinémis grupémis,
papildoma aminoriigsti ivedus genu inZinerijos metodu — cisteing baltymo C
gale. Toks a-Syncys141 baltymas formuoja labai panaSios morfologijos i -
Syn baltymo formuojamas fibriles. Be to, a-Syncysl41 formuojamos fibrilés
buvo sékmingai modifikuojamos biotinu ir Au nanodalelémis, konjuguotomis
su neutravidino molekulémis. Rezultatai rodo, kad a-Syncys141 baltymas yra
puikus statybinis elementas nanokonstrukty kiirimui. Tai, kad Sias fibriles buvo
galima modifikuoti biotinu, o véliau ir Au nanodalémis, leidZia daryti
prielaida, kad Sios fibrilés gali biiti panaudojamos modifikuojant ir kitomis
funkcinémis grupémis. Be to, Sio baltymo gryninimo procedira yra labai
paprasta, o baltymo iSeiga nemaza ir gerokai didesné nei AP peptidu.

Sio darbo tikslas buvo sukurti EL ekspresijos sistema E. coli lastelése.
AnkS¢iau rekombinantinis EL buvo ekspresuojamas tik filamentiniuose
grybuose (Spencer ir kt., 1999). Si ekspresijos sistema nebuvo tobula dél po-
transliaciniy modifikacijy, A. niger rugStiniy augimo salygy, kuriose EL yra
destabilizuojamas ir dél to yra apsunkinama gryninimo procediira (Spencer ir
kt., 1999). EL gryninimas 1§ kumelés pieno néra sudétingas procesas (Noppe ir
kt., 1996), taciau kai kuriems eksperimentams yra reikalingas rekombinantinis
EL baltymas. Buvo sukonstruota keletas rekombinantiniy plazmidziy su EL
koduojanciu genu, taCiau EL baltymas buvo sintetinamas tik keliose i$ ju. E.
coli sintetino hibridinius baltymus, jei buvo transformuotas plazmide pMS50-
EL4, kurioje EL yra sulietas su DsbA baltymu, arba pM11EL13 plazmide,
kurioje EL sulietas su N gale esancia histidiny uodega. EL sulietas su DsbA
buvo tirpus ir aktyvus baltymas, taCiau labai nestabilus ir nekontroliuojamas,
be to, DsbA-EL suardydavo E. coli lasteles augimo metu. D¢l to tolimesniems
eksperimentams buvo pasirinktas His-EL. Tarp visy rekombinantiniy lizocimuy

juos ekspresuojant E. coli lastelése tik keletas buvo tirpiis: Zmogaus lizocimas
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esant GroEL-GroES Saperonams (Nishihara ir kt., 2000) viStos kiauS$inio
lizocimas buvo ekspresuojamas kaip tirpus baltymas kai buvo sulietas su
OmpA (Fischer ir kt., 1993) ir lizocimas i§ Hirudo medicinalis (Zavalova ir kt.,
2004). Visais kitais atvejais, kai lizocimas buvo tirpus, bakterinés lastelés buvo
suardomos (Fischer ir kt., 1993; Zavalova ir kt., 2004) arba buvo stebimas
Zymiai maZesnis specifinis aktyvumas (Nishihara ir kt., 2000). His-EL buvo
ekspresuojamas intarpiniy kiineliy pavidalu, tai buvo stebima ir kity lizocimuy
gryninimo procese: Suns (Koshiba ir kt., 1999), vistos kiauSinio (Schlorb ir kt.,
2005) ir Tapes japonica (Takeshita ir kt., 2004) lizocimuose, ekspresijos lygis
skyresi: 50 mg/1 Suns lizocimo, 25 mg/1 vistos lizocimo, 10 mg/l T. japonica ir
0,6 mg/l 1S Manduca sexta (Garcia-Orozco ir kt., 2005). Siame darbe EL buvo
gauta 50 mg i§ vieno litro kultiiros. Renatliracijos etapas Siame gryninimo
procese buvo kritinis. Gliutationas daZnai naudojamas rekombinantiniy
lizocimy renattracijai (Garcia-Orozco ir kt., 2005; Schlorb ir kt., 2005;
Takeshita ir kt., 2004). Tioredoksino sistema buvo naudojama Suns lizocimui
gauti (Koshiba ir kt., 1999). Mes nustatéme, kad argininas padeda renattruotis
EL, taciau dalis EL (~20%) iSkrito 1 nuosédas d¢l neteisingo susisukimo. Po
renatiiravimo ir proteolizeés (His uodegai paSalinti) rekombinantinis EL. buvo
aktyvus. Specifinis aktyvumas (25000 U/ mg) buvo maZesnis nei natyvaus
(38000 U/mg) arba i§ A. niger i$skirto rekombinantinio lizocimo (37500 U/mg)
(Spencer ir kt., 1999). Tai galima biuty paaiSkinti tuo, kad EL ekspresuojamas
E. coli lastelése turi papildomas tris aminoraigstis (glicing, alaning ir
metioning), kurios liko po rekombinantinés plazmidés konstravimo ir
proteolizés. Gali buti, kad Sios papildomos aminoriigStys itakojo baltymo
savybes ir susisukima. Yra Zinoma, kad papildomas metioninas N gale lemia a-
laktalbuminy ir lizocimy stabiluma ir tirpuma, kai Sie baltymai yra
ekspresuojami E. coli lastelése (Takano ir kt., 1999; Mine ir kt., 1997,
Ishikawa ir kt., 1998). His-EL prieS hidroliz¢ su TEV buvo beveik neaktyvus
(aktyvumas buvo apie 5000 karty maZesnis nei EL po proteolizés). Be to,
rekombinantinis EL formuoja amiloidines strukttras, analogiskas natyvaus EL

formuojamoms fibriléms esant destabilizuojan¢ioms salygoms. Kalcis daro
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itaka rekombinantinio EL fibriliy susidarymui. Buvo stebimos Ziedinés ir
tiesios fibrilés, nors dominuojanti yra Ziediné fibriliy forma. Natyvus EL
daugiausia taip pat formuoja Ziedinés struktiiros fibriles kai terpéje yra kalcio
jony (Malisauskas ir kt., 2003). Idomu tai, kad panaSiomis salygomis
fibrilinant His-EL, fibrilés nesusidaré. Buvo stebimi tik amorfiniai agregatai.
Taigi, His uodega lemia ne tik aktyvaus baltymo susidaryma, bet ir fibriliniy
strukttiry formavimasi.

Si sukurta ekspresijos sistema bus tinkama gaminant rekombinantin{
EL E. coli lastelése. Rekombinantinis EL bus toliau naudojamas mutanty ir
izotopy Zymétiems meéginiams gaminti, o Sie bus naudojami detalesniuose
amiloidiniy baltymy tyrimuose.

Siame darbe atlikti eksperimentai ir gauti rezultatai rodo, kad
sukonstruoti nauji hibridiniai ir mutantiniai baltymai, gebantys formuoti
amiloidines fibriles yra svarbus pagrindas tolimesniems darbams, kuriant

funkcionalizuotus nanodarinius, kurie bus panaudojami nanoprietaisy kiirimui.
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ISVADOS

e Sukonstruoti amiloidines fibriles formuojancio baltymo APB40 mutantai
AP40cys2 ir AB40cys39 formuoja B-klostines struktiiras, morfologiskai
panasias 1 AB40, o baltymo a-Syncys141 mutantas formuoja B-klostines
struktiiras, morfologiSkai nepanaSias { a-Syn.

e Modifikavus a-Syncysl41 fibriles biotinu, prie ju specifiSkai jungesi
aukso nanodaleles.

e Sukurti hibridiniai streptavidino-APB40 ir streptavidino-hidrofobino-A[340
baltymai formuoja fibrilines strukturas, kuriy morfologija skiriasi nuo
AB40 formuojamy fibriliy. Streptavidino-Ap40 baltymas labiau linkes
formuoti [B-klostines struktiiras nei streptavidinas-hidrofobinas-A340.
Sukonstruoti nuo PQQ priklausomos gliukozés dehidrogenazés (GDH) i
Acinetobacter sp. ar E. coli ir AB40 bei a-syn hibridiniai baltymai geba
formuoti fibrilines struktiiras, kurios yra labai heteromorfinés.

e Hibridinis Trx-Ap40 baltymas jungiasi su hemu, o susidargs kompleksas
pasiZymejo peroksidaziniu aktyvumu. Ab40 sekoje esantys histidinai yra
esminiai sgveikoje su hemu.

e Klonuotas kumelés pieno lizocimo genas ekspresuojasi E. coli lastelése,

o po fibrilinimo formuoja Ziedo pavidalo strukttras.
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