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SANTRUMPOS

AJM — atominés jégos mikroskopas;

Aps./min. — apsisukimai per minutg;

ASOS — priesprasminiai oligonukleotidai (angl. antisense oligonucleotides);

AP — amiloidas beta;

ATTRv-CM — paveldima TTR amiloidozé su kardiomiopatija (angl. variant transthyretin
amyloidosis with cardiomyopathy);

ATTRv-LM - paveldima leptomeningealiné TTR amiloidozé (angl. hereditary leptomeningeal
TTR amyloidosis);

ATTRv-OC — paveldima akiy TTR amiloidozé (angl. hereditary ocular TTR amyloidosis);
ATTRv-PN — paveldima TTR amiloidozé su polineuropatija (angl. variant transthyretin
amyloidosis with polyneuropathy);

DSF — diferenciné skenuojamoji fluorimetrija;

dSS — dirbtinis smegeny skystis;

LB — mitybiné terpé (angl. Luria-Broth);

nano-DSF — nano diferenciné skenuojamoji fluorimetrija;

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas (angl. phosphate-buffered saline);

PGR — polimerazés grandininé reakcija;

pTTRA — paveldima transtiretino amiloidozé;

RSB — retinol; suriSantis baltymas;

S.0.C — optimali mitybiné terpe (angl. super optimal broth with catabolite repression);
siRNR — maza interferuojanti RNR (angl. small interfering RNA);

SS — smegeny skystis;

T4 — tiroksinas;

Tm — lydymosi temperatiira;

TSA — terminio stabilumo poslinkio analizé (angl. thermal shift assays);

TTRA — transtiretino amiloidozé;

TTR — transtiretinas;

wtTTRA — laukinio tipo transtiretino amiloidoze.



IVADAS

Amiloidoz¢ — tai patologiniy baltymy ligy grupeé, kuriai biidingas netaisyklingai
susilanksiusiy baltymy kaupimasis amiloidiniy fibriliy pavidalu. Zmonése identifikuojami 42
skirtingi baltymai, kurie yra klasifikuojami kaip amiloidiniai. Siy baltymy sukeliamos ligos
dazniausiai yra sisteminés ir pazeidzia kelis gyvybiskai svarbius organus bei audinius, tokius kaip
inkstai, periferiniai nervai, $irdis, virSkinimo traktas, akys, oda ar kepenys (Leung & Nasr, 2024;
Poli et al., 2023).

Transtiretino amiloidozé (TTRA) yra susijusi su transtiretino (TTR) baltymo struktiiriniais
pokyciais. TTR yra tetramerinis transportinis baltymas, aptinkamas kraujo plazmoje ir smegeny
skystyje. Fiziologiné jo funkcija — pernesti skydliaukés hormong tiroksing (T4) bei retinolj (vitaming
A), susijungusj su retinolj suriSanc¢iu baltymu (Liz et al., 2020; J. Magalhaes et al., 2021). Patologijos
atveju, TTR amiloidinés fibrilés kaupiasi jvairiuose organuose, sukeldamos tokias ligas kaip
amiloidine polineuropatija ir kardiomiopatija, kurios gali biiti mirtinos. Transtiretino amiloidoze
skirstoma j dvi pagrindines formas: paveldimg transtiretino amiloidoz¢ (pTTRA) ir laukinio tipo
transtiretino amiloidozg (WtTTRA). Paveldimg forma lemia TTR geno mutacijos, o laukinio tipo
forma yra susijusi su sen¢jimu ir i$sivysto dél laukinio tipo TTR kaupimosi (Hammarstrom, 2024;
J. Magalhaes et al., 2021; Ueda, 2022). pTTRA pasizymi didele genetine ir klinikine jvairove. Jos
paplitimas jvairiose pasaulio vietose skiriasi. D¢l destabilizuojanciy TTR geno mutacijy vystosi
skirtingi ligos variantai. Tarp dazniausiai tiriamy varianty yra V30M, aptinkamas visame pasaulyje,
ir A97S, daZniau nustatomas Azijos regionuose (Hsueh et al., 2022). Patogeniniy varianty tyrimai
padeda geriau suprasti TTR destabilizacijos mechanizmus ir amiloidiniy agregaty susidarymag.
Agregacijos salygy tyrimai ir lydymosi temperatiiros (Tm) analizé leidZia jvertinti mutantiniy TTR
formy stabiluma bei palyginti jy savybes su laukinio tipo TTR. Tokie tyrimai gali padéti identifikuoti
junginius, galincius stabilizuoti TTR tetramerg ir slopinti patologiniy fibriliy susidarymg.

Nors TTRA $iuo metu néra iS§gydoma, o esami gydymo biidai tik sulétina ligos progresavima,
svarbu ieSkoti naujy junginiy, galinCiy pagerinti gydymo veiksminguma. Viena i§ perspektyviy
junginiy grupiy yra sulfonamidai. Sulfonamidai — cheminiy junginiy klasé, turinti -SO2N grupe savo
strukttiroje, ir yra placiai naudojami kaip antimikrobiniai vaistai. Taip pat tirilamas jy potencialas
gydant ir kitas ligas, jskaitant diabeta, psichozg, centrinés nervy sistemos sutrikimus bei navikus
(Ovung & Bhattacharyya, 2021).

Darbo tikslas:

e Jvertinti transtiretino patogeniniy varianty V30M ir A97S iSsivyniojimo temperattrg ir iStirti
Ju agregacijos salygas.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti transtiretino varianty V30M ir A97S bei His-TEV proteazés sinteze E. coli lastelése
ir juos iSgryninti.



. Nustatyti transtiretino mutanty V30M ir A97S iSsivyniojimo temperatiirg.

[vertinti atrinkty sulfonamidiniy junginiy poveik] transtiretino patogeniniy varianty V30M ir
A97S iSsivyniojimo temperatiirai.

. Nustatyti transtiretino V30M ir A97S formy agregacijos salygas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Transtiretinas

Zmogaus transtiretinas (TTR) yra homotetramerinis baltymas, sudarytas i§ keturiy identisky
monomery, kuriy kiekvieno molekuliné masé¢ yra apie 14 kDa, o jo tetramero mas¢ yra 55 kDa
(Wieczorek & Ozyhar, 2021). TTR daugiausia gaminamas kepenyse, taip pat choroidiniame
rezginyje ir tinklainés pigmentiniame epitelyje, i§ kur iSsiskiriamas j krauja, smegeny skystj (SS)
bei akies audinius (Liz et al., 2020). Be to, TTR raiSka nustatyta Langerhanso salelése, endotelio
lastelése, akies ciliarinio pigmento epitelio Igstelése, zarnyne, embriono trynio maise ir gana
nedideliais kiekiais skrandyje, Sirdyje, skeleto raumenyse bei bluznyje. Taip pat yra zinoma apie
TTR raiska smegeny dangaluose, zmogaus placentoje, Svano lastelése, oligodendrocituose bei
Jvairiy tipy neuronuose (J. Magalhaes et al., 2021).

1.1.1. Funkcijos

Transtiretinas anks¢iau buvo Zinomas kaip prealbuminas, nes baltymy elektroforezéje juda
grei¢iau uz serumo albuming. Nustacius, kad jis gali pernesti tiroksing (T4), pavadinimas buvo
pakeistas i ,,su tiroksinu besijungiantis prealbuminas®. Véliau, paaiskéjus, kad Sis baltymas taip pat
pernesa retinolj (vitaming A) susijungusj su retinolj suri§anciu baltymu (RSB), pavadinimas buvo
pakeistas ] transtireting (Gertz et al., 2025; Sanguinetti et al., 2022).

Plazmoje TTR pernesa apie 15 % T4, tuo tarpu SS — apie 80 % Sio hormono. Skydliaukés
hormonai yra bitini Zinduoliy augimui, lgsteliy diferenciacijai ir medziagy apykaitos pusiausvyrai
palaikyti. Nors T4 patekimo j audiniy lgsteles mechanizmas néra iki galo aiskus, jrodyta, kad TTR
yra ypa¢ svarbus T4 pernasai per placentg ir jo perdavimui embrionui (Attiyah, 2025; Bezerra et al.,
2020).

Retinolis plazmoje randamas susijunges su RSB, kuris didZigja dalimi (apie 95 %) sudaro
kompleksa su TTR. Retinolis ir jo dariniai gaunami su maistu ir organizme oksiduojami iki
retinoinés riigsties, kuri yra biitina vystymuisi, miego ir regos reguliacijai, sinapsiy plastiSkumui,
neurony augimui ir jy iSlikimui (Attiyah, 2025; Sanguinetti et al., 2022). TTR netiesiogiai dalyvauja
imuninés sistemos reguliavime, nes retinoiné rigstis skatina mieloidiniy Iasteliy diferenciacija kauly
Ciulpy mieloidiniame kompartmente ir taip reguliuoja granuliocity, makrofagy, dendritiniy bei
putliyjy lasteliy atsakg. Taip pat tiriamas ir TTR tiesioginis dalyvavimas imuninés sistemos
reguliacijoje, veikiant citokinams panasiu bidu (Attiyah, 2025; Gertz et al., 2025).

Be pernasos funkcijos, TTR taip pat dalyvauja nervy sistemos apsauginése bei reguliacinése
funkcijose. Sgveikaudamas su amiloidu beta (AB), TTR slopina jo agregacijg ir skatina tiek tirpiy,
tick agreguoty AP formy skaidymg. D¢l to prisideda prie apsauginio poveikio nuo
neurodegeneraciniy procesy Alzheimerio ligos metu (Gertz et al., 2025; Liz et al., 2020). MaZesn¢é
TTR koncentracija nei jprastai, siejama su didesniu mirtingumu vyresnio amziaus zmoniy grupgje,
taip pat su jvairiomis onkologinémis, kvépavimo, Sirdies bei kraujagysliy ligomis (Wieczorek &
Ozyhar, 2021).



1.1.2. Struktiira

TTR genas koduoja 147 aminortig§¢iy ilgio polipeptida, kurio N-galin¢je dalyje esancios
pirmosios 20 aminoriigiéiy sudaro signalinj peptida. Sis peptidas paSalinamas prie§ baltymo
i8skyrima j ekstralgsteling erdve. Subrendes TTR baltymas susideda i§ 127 aminortigsciy ir formuoja
homotetramerg (Ueda, 2022). TTR monomeras sudarytas i§ aStuoniy antiparaleliy B juosty (angl.
strands) (nuo A iki H isskyrus tarp A ir G). Sios formuoja dvi grupes P klos¢iy (angl. f sheets)
(DAGH ir CBEF). Baltymo monomeras turi vieng trumpg o spirale (angl. a helix) sudarytg i$
devyniy aminoriigs¢iy liekany jungianciy E ir F grandines (Sanguinetti et al., 2022). TTR dimeras
susidaro dél monomero-monomero vandeniliniy rysiy sgveikos tarp F-F’ ir H-H'  juosty. Tetrameras
susidaro dél hidrofobiniy dimero-dimero sgveiky tarp A-B ir G-H kilpy, leidZian¢ig formuoti stabilig
struktiirg (Gonzalez-Duarte & Ulloa-Aguirre, 2021) (1.1 pav.). TTR tetrameras turi dvi T4 jungimosi
vietas ir keturias retinolj suriSancio baltymo (RSB) jungimosi vietas (po vieng kiekviename
monomere). Dazniausiai, fiziologinémis salygomis prie vieno tetramero prisijungia tik viena T4
molekulé ir dvi RSB molekulés. Manoma, kad taip yra dél neigiamo kooperatyvumo tarp jungimosi
viety. Be to, RSB jungiasi tik tada, kai TTR jau yra surisS¢s retinolj (Bezerra et al., 2020).

AN

a spiralé
B juostos \

\
1
I

TTR monomeras

1.1 pav. TTR struktiira (Gonzalez-Duarte & Ulloa-Aguirre, 2021; Hammarstrom, 2024).

1.2. Transtiretino amiloidozé

Amiloidoz¢ — tai ligy grupé, kuriai budingi fibriliniai baltymy agregatai — amiloidai. Jie
kaupiasi audiniuose, pazeisdami jy struktiirg ir funkcijas. Iki §iol yra Zinoma daugiau nei 42 skirtingi
amiloidinius darinius formuojantys baltymai (Leung & Nasr, 2024). Amiloidy kaupimasi gali lemti



senéjimas, genetiniai pakitimai, uzdegimai ar véZziniai procesai, d¢l kuriy baltymai yra netinkamai
sulankstomi ir/ar sutrinka jy pasalinimas (Ueda, 2022).

Transtiretinas, vienas 1§ pagrindiniy sisteminés amiloidozés baltymy. Nors TTR yra stabilus
homotetrameras, jis gali skilti ]| monomerus, kurie netinkamai susilanksto ir formuoja amiloidines
fibriles (Delgado et al., 2025; Liz et al., 2020). Susidare tarplasteliniai amiloidiniai dariniai kaupiasi
jvairiuose audiniuose ir organuose, tokiuose kaip nervai, Sirdis, arteriolés, inkstai ir akys (Koike et
al., 2021).

Transtiretino amiloidozé (TTRA) skirstoma j dvi pagrindines formas: paveldimg transtiretino
amiloidoz¢ (pTTRA) ir laukinio tipo transtiretino amiloidoz¢ (WtTTRA). Paveldima TTRA,
anksciau vadinta Seimine amiloidine polineuropatija, i§sivysto dél TTR geno mutacijy. Tuo tarpu
laukinio tipo TTRA, anksciau vadinta senatvine sistemine amiloidoze, yra susijusi su senéjimu ir
atsiranda dél laukinio tipo TTR kaupimosi (P. Magalhdes & Lashuel, 2022; Ueda, 2022).

Paveldima TTR amiloidozé atsiranda dél destabilizuojanc¢iy TTR geno mutacijy (Hsueh et
al., 2022). Liga pasizymi placiu klinikiniy simptomy spektru, kurie priklauso nuo konkrecios
mutacijos. Paveldimos transtiretino amiloidozés atveju dazniausiai pasitaikancios klinikinés formos
yra polineuropatija (ATTRv-PN, angl. variant transthyretin amyloidosis with polyneuropathy) ir
kardiomiopatija (ATTRv-CM, angl. variant transthyretin amyloidosis with cardiomyopathy). Be §iy
pagrindiniy formy, iSskiriamos ir retesnés, tokios kaip leptomeningealiné amiloidozé (ATTRv-LM,
angl. hereditary leptomeningeal TTR amyloidosis), akiy amiloidoz¢ (ATTRv-OC, angl. hereditary
ocular TTR amyloidosis), placiau aprasomos 1.1 lentel¢je (Almeida et al., 2024; Hammarstrom,
2024; Ruberg & Maurer, 2024).

Laukinio tipo transtiretino amiloidozé yra su amZiumi susijusi nepaveldima sisteminés
amiloidozeés forma, kurios metu laukinio tipo TTR formuoja amiloidines sankaupas jvairiuose
audiniuose (Liz et al., 2020). Nors wtTTRA laikoma dazniausiu ligos tipu ir budinga vyresnio
amZiaus Zmonéms, §io baltymo disociacijos ir amiloidiniy fibriliy susidarymo mechanizmai néra iki
galo 18aiskinti (Ruberg & Maurer, 2024). wtTTRA pasireiskia Sirdies pazeidimais, ta¢iau taip pat yra
glaudziai susijusi su rieSo kanalo sindromu, stuburo kanalo stenoze ir neuropatija pagyvenusiems
zmonéms (Delgado et al., 2025; Ueda, 2022). Plati trastiretino amiloidoziy fenotipiné jvairove
apsunkina ankstyva ligos diagnozavima (Poli et al., 2023).
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1.1 Lentelé. Transtiretino amiloidoziy apibendrinimas (Almeida et al., 2024; Hammarstrom, 2024;
Ruberg & Maurer, 2024).

o Pagrindiniai
Transtiretino o e c 2 T -
e s paveikti organai Pagrindiniai simptomai
amiloidozé .
ir sistemos
Sirdies pazeidimas daZniausiai pasireiskia dusuliu,
Laukinio tipo lfo'Jq‘ tinimu, 81rd.163 nqpakgnkamumo.pogymlalg, .
o L. kriitinés skausmu ir Sirdies ritmo sutrikimais. Galimi
transtiretino & 1 N .. e s
amiloidoze Sirdis alpimai, galvos svaigimas. Be to, dél minkstyjy
audiniy pazeidimo dazniau pasitaiko rieSo kanalo
(WtTTRA) . i .
sindromas, stuburo kanalo stenozé ar spontaniniai
sausgysliy plySimai.
Periferiné nervy Jutimo ir judéjimo sutrikimai, simetriskai
sistema progresuojantys nuo galiiniy galy j virSy.
Autonominé Ortostatiné hipotenzija, Slapinimosi sutrikimai, lytiniy
nervy sistema funkcijy sutrikimai.
Paveldima TTR Inkstai Inksty pazeidimai.
amiloidozé su Virskinimo Pykinimas, viduriavimas ar viduriy uzkietéjimas,
polineuropatija sistema svorio pokyciai.
(ATTRv-PN) Riesai Rieso kanalo sindromas.
Skydliauké Hipotirozé.
Sirdis, centriné Progresuojanti kardiomiopatija, autonomingés nervy
nervy sistema ir sistemos disfunkcija, glaukoma, sausy akiy
akys sindromas.
Paveldima TTR
amiloidozé su Ty . . .
.. . Sirdis Taip pat kaip wtTTRA atveju.
kardiomiopatija
(ATTRv-CM)
Paveldima .. . . e
. . . .. Demencija, galvos skausmai, svaigimas, vémimas,
leptomeningealiné | - Centriné nervy koordinacijos sutrikimai, epilepsija, insulto poZymiai
TTR amiloidozé sistema ! o pozymial,
(ATTRv-LM) paralyzus.
Paveldima akiy Glaukoma, akiy sausumas, ragenos paZeidimai,
TTR amiloidozé Akys lgSiuko ir tinklainés pakitimai, vyzdZio reakcijos
(ATTRv-0OC) sutrikimai ir regos nervo pazeidimas.

1.3. Patogeniniai variantai/Transtiretino mutacijos

TTR genas yra randamas 18-oje chromosomoje (18q11.2—q12.1) ir jo DNR sekos ilgis yra 7
kilobaziy pory. Sia seka sudaro keturios baltyma koduojanéios sritys (egzonai) ir trys baltymo
nekoduojantys intarpai (intronai) (Almeida et al., 2024; Poli et al., 2023).

TTR mutacijy duomeny baze¢je (amyloidosismutations.com), apraSyta daugiau nei 150 TTR
geno mutacijy. Dauguma jy yra taskings ir paveldimos autosominiu dominantiniu biidu (Almeida et
al., 2024; Triposkiadis et al., 2025). Vis d¢lto nedidelé mutacijy dalis nesukelia amiloidogeninio
proceso, o itin reti variantai, tokie kaip T119M atveju, pasiZymi apsauginiu poveikiu ir stabilizuoja
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TTR baltymo struktiirg taip mazindamos Sirdies bei kraujagysliy sistemos pazeidimy rizikg (Gido et
al., 2020; Poli et al., 2023).

Skirtinga TTR geno mutacija gali lemti skirtingg klinikinj fenotipg, kuris pasireiskia jvairaus
laipsnio Sirdies ir nervy sistemos pazeidimais, skirtingu ligos pradzios amziumi bei progresavimo
greiciu (Ueda, 2022). Kai kurios patogeninés mutacijos dazniau siejamos su ATTRv-PN, pavyzdziui,
V28M, C10R ir S50A. Tuo tarpu kitos mutacijos I68L, V1221, T60A ir L111M daugiausia susijusios
su ATTRv-CM (Almeida et al., 2024; Carroll et al., 2022). Nepaisant to, dauguma zinomy mutacijy
pasireiskia miSriu fenotipu, apimanciu tiek neurologinius, tiek kardiologinius simptomus. Be to, net
ir asmenys, turintys tg pacig mutacija, gali skirtis pagal ligos pradzios amziy, simptomy sunkuma ar
net visiSkai neturéti klinikiniy pozymiy (Hammarstrom, 2024; Poli et al., 2023)(1.2 pav.).

V30M variantas buvo vienas i§ pirmyjy identifikuoty TTR geno mutacijy (Leung & Nasr,
2024). Pastebéta, kad yra dazniau paveldimas i§ motinos ir pasizymi ankstesne ligos pradzia. Kitas
daznas patogeninis pokytis V1221, ypac paplites tarp afroamerikieciy (apie 3-4 %) ir Vakary Afrikos
populiacijose, daugiausia lemia S$irdies pazeidimus su lengvais neurologiniais simptomais
(Triposkiadis et al., 2025; Ueda, 2022). Be to, kai kurios TTR geno mutacijos biidingos specifinéms
populiacijoms, pavyzdziui, T60A Siaurés Airijoje, P64L Sicilijoje, SS0A Meksikoje, S77T ir S77P
Pranciizijoje bei A97S Taivane (Almeida et al., 2024; Poli et al., 2023).

Patologiniai variantai

S —
8 Z00 s T _ o< _ aqnZn O d g _d2 =
: BEORE32°2353935852553882253aF8E

S

5 Socol9PlRloncolIdISRidczPISIonRon S S
]
o
£ Neuropatija Kardiomiopatija
-t
£ MisSrus fenotipas
£~

1.2 pav. Klinikinés formos ir patogeniniy varianty koreliacija (Carroll et al., 2022; Poli et al.,
2023).

1.4. TTR agregacija

TTR agregacijos mechanizmo supratimas yra itin svarbus kuriant terapines strategijas,
skirtas transtiretino amiloidozes gydymui. Per pastaruosius du deSimtmecius susiformavo bendras
sutarimas, kad pirmasis TTR agregaty susidarymo etapas yra baltymo tetramero disociacija ]
monomerus. Natyvus TTR monomeras i$ prigimties néra amiloidogeninis (linkgs agreguoti), todel,
kad galéty dalyvauti agregacijos procese, jis turi i§ dalies i§sivynioti (Almeida et al., 2024; Ritsch et
al., 2024). Sie konformacija pakeite monomerai gali jungtis i tirpius oligomerus, kurie jungiasi
tarpusavyje, toliau agreguoja ir galiausiai sudaro amiloidines fibriles (1.3 pav.). TTR amiloidinés
fibrilés yra dviejy pagrindiniy tipy. A tipo TTRA amiloidinés fibrilés yra trumpos, standZzios,
netvarkingos struktiiros ir dazniausiai randamos pTTRA bei vélai pasireiSkianc¢ios V30M pTTRA
atvejais. Tuo tarpu, B tipo amiloidinés fibrilés yra ilgos, tiesios ir lygiagrecios, sudarytos tik i§ pilno
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ilgio TTR (be TTR fragmenty), aptinkamos wtTTRA bei ankstyvojo tipo V30M pTTRA (Steinebrei
et al., 2022; Triposkiadis et al., 2025; Ueda, 2022).

In vitro oligomerizacija vyksta tiek pTTRA, tieck wtTTRA atvejais, taciau Sis procesas yra
spartesnis pTTRA atveju, kai TTR tetramero stabilumas yra sumazéjgs dél genetiniy mutacijy.
Priezastys, dél kuriy wtTTR, net ir be destabilizuojanciy mutacijy, linkes formuoti amiloidines
fibriles, néra iki galo aiSkios (Magalhaes et al., 2021; Sanguinetti et al., 2022). Manoma, kad laukinio
tipo TTR agregacija in vivo gali biiti susijusi su vélyvyjy endosomy ir lizosomy rugstine aplinka, su
amziumi susijusiais homeostazés sutrikimais, oksidacine zala ar proteolitiniu skaidymu
(Hammarstrom, 2024; Ritsch et al., 2024).

Transtiretino tetrameras pasizymi dideliu kinetiniu stabilumu. Jo lydymosi temperatiira (Tm)
yraapie 100 °C pH 7,5 (Ritsch et al., 2024). Nors tetrameras yra stabilus neutraliame pH, agregacijos
tyrimuose in vitro dazniausiai naudojamos riigstinés salygos (pH 4,4), auk$ta temperatiira,
denatiiruojantys reagentai, kurie greitina tiek tetramero disociacija, tick monomero konformacinius
pokyc¢ius (Ferreira et al., 2021; Hammarstrom, 2024; Ritsch et al., 2024). In vitro salygomis
agregacija yra energetiSkai palanki ir vyksta greitai, palyginti su pradiniu tetramero disociacijos
etapu. Tod¢l manoma, kad TTR tetramero disociacija laboratorinémis sglygomis yra esminis greit]
ribojantis agregacijos etapas (Coelho et al., 2016; Porcari, 2022). D¢l $ios priezasties TTR tetramero
stabilumo palaikymas arba jo disociacijos slopinimas laikomas pagrindiniu terapiniu taikiniu,
siekiant uzkirsti kelig patogeninei TTR agregacijai ir amiloidiniy fibriliy formavimuisi (Almeida et
al., 2024; Ritsch et al., 2024). Vis délto, in vitro suformuoti TTR agregatai ne visuomet tiksliai
atspindi Zmogaus organizme susidarancias amiloidines struktiiras. Ex vivo tyrimuose nustatytos A
tipo ir B tipo amiloidings fibrilés skiriasi nuo daugelyje in vitro modeliy gaunamy agregaty, kuriems
dazniau budinga taip vadinamos kirmino formos (angl. worm-like) fibrilés pasiZymincios lankscia,
netolygia, susiraizgiusia struktiira (Schmidt et al., 2019; Steinebrei et al., 2022). Sie morfologiniai
skirtumai gali biiti susij¢ su nevienodu B-klosCiy organizacijos laipsniu. Manoma, kad iSlinkusiose
TTR protofibrilése B-klostés struktiiros formuojasi tik dalinai ir dalis agregato iSlieka netvarkingos
konformacijos, kas gali lemti lankstesng ir labiau susiraizgiusig protofibriliy morfologija. Tuo tarpu
brandziose amiloidinése fibrilése B-klostés struktiira tesiasi per visa fibrilés ilgj ir suteikia jai tiesia
bei standzig struktiira. Sie skirtumai rodo, kad fiziologinéje aplinkoje TTR agregacija galimai veikia
papildomi veiksniai, kuriy standartiniuose in vitro modeliuose truksta (Yamamoto et al., 2026).
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1.3 pav. TTR amiloidiniy fibriliy susidarymo schema (Coelho et al., 2016; Porcari, 2022).
1.5. Gydymo biidai

TTRA gydymas yra nukreiptas | pagrindinius TTR kaupimosi bei amiloidiniy sankaupy
formavimosi mechanizmus. ISskiriami trys pagrindiniai TTRA gydymo bidai, grindZziami ligos
patofiziologija. Pirmasis apima TTR gamybos slopinima kepenyse, antrasis TTR tetramery
stabilizavimg, o treCias amiloidiniy baltymo fibriliy degradacija (Gonzalez-Lopez et al., 2017;
Grzybowski et al., 2023) (1.2 lentelé.).

1990 m. pirma karta buvo atliktas kepeny persodinimas, kuris deSimtmecius buvo vienintelis
veiksmingas gydymo biidas, siekiant sumazinti mutavusio TTR susidaryma (Margolin et al., 2025;
Poli et al., 2023). Po transplantacijos kepenyse pradedamas gaminti laukinio tipo TTR. Vis délto
mutaves TTR, kurj i8skiria choroidinis rezginys ir tinklainé, toliau lemia amiloidiniy sankaupy
formavimasi centrinéje nervy sistemoje bei akyse (Saelices et al., 2015; Ueda, 2022). Sukauptos
klinikinés zinios parodé¢, kad TTR raiskos slopinimas kepenyse gali sulétinti ligos progresavimg. Dél
to TTRA gydymui buvo sukurti TTR geno slopikliai, kuriy tikslas — blokuoti iRNR sinteze ir taip
sumazinti baltymo gamyba. Sios terapijos pagrjstos prie$prasminiy oligonukleotidy (ASOS, angl.
antisense oligonucleotides) arba trumpyjy interferuojan¢iy RNR (siRNR, angl. small interfering
RNA) technologijomis (Kapoor et al., 2019; Margolin et al., 2025; Poli et al., 2023). Be to, §iuo metu
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klinikiniuose tyrimuose tiriama TTR geno redagavimo terapija, naudojant CRISPR-Cas9 sistema
(Ueda, 2022).

TTR tetramery stabilizavimui tiriami mazos molekulés masés junginiai, kurie jungiasi prie
TTR tetramerinés formos ir neleidzia tetramerui disocijuoti | patogeninius amiloidiniy fibriliy
pirmtakus (Gertz et al., 2025; Tschope & Elsanhoury, 2022). Europos S3jungoje TTRA gydymui
patvirtinti du TTR stabilizatoriai — Tafamidis ir Akoramidis. Tafamidis buvo patvirtintas anks¢iau ir
klinikiniuose tyrimuose parodé gebéjima létinti ligos progresavimg ir yra leidziamas naudoti tiek
pTTRA, tieck wtTTRA gydymui. Tafamidis yra benzoksazolo darinys, kuris jungiasi prie tiroksino
prisijungimo viety TTR molekul¢je, stabilizuoja tetramerg ir slopina jo disociacija | monomerus
(Coelho et al., 2016; Koike & Katsuno, 2020). Preparatas vartojamas 61 mg laisvosios riigsties
forma arba 80 mg Tafamidzio megliumino doze, per burng vieng kartg per para. Tyrimai rodo, kad
vaistas yra labai gerai toleruojamas pacienty, o nepageidaujamy reiSkiniy (urogenitaliniy infekcijy,
viduriavimo, epigastrinio skausmo) daznis yra panasus | placebo grupés pacienty (Grzybowski et
al., 2023; He et al., 2021).

2025 m. vasario ménesj Europos Sajungoje buvo patvirtintas naujesnis TTR stabilizatorius
Akoramidis. PanaSiai kaip Tafamidis, jis jungiasi prie tiroksino prisijungimo viety, ta¢iau pasizymi
stipresniu kinetiniu ir termodinaminiu stabilizuojanc¢iu poveikiu (Gonzalez-Lopez et al., 2025;
Wanniarachchige et al., 2025). Akoramidis buvo sukurtas naudojant TTR TI19M varianto
stabilizuojantj poveikj ir in vitro modeliuose parodé didesnj nei 90 % tiek laukinio tipo, tiek
kad gydymas yra gerai toleruojamas ir reikSmingai sumazina mirtingumo bei hospitalizacijy rizika
pacientams, sergantiems ATTRv-CM (Gonzalez-Duarte & Ulloa-Aguirre, 2021; Gonzalez-Lopez et
al., 2025). Skirtingai nei Tafamidis, Akoramidis nepereina kraujo-smegeny barjero
(Wanniarachchige et al., 2025).

Siekiant pasalinti jau susiformavusias amiloidiniy fibriliy sankaupas, kuriama TTR
amiloidui specifiniy antikiiny terapija. Sie terapiniai antikiinai specifiskai prisijungia prie TTR
amiloidiniy sankaupy ir aktyvina imuninj atsaka (Gertz et al., 2025; Margolin et al., 2025). Taip pat
tirlamos mazos molekulés, galincios ardyti TTR agregatus, taciau Siuo metu jos yra skirtingose
klinikiniy tyrimy stadijose (Ruberg et al., 2019; Ueda, 2022).

1.2 Lentelé. TTRA gydymo strategijos (Gonzalez-Lopez et al., 2017; Triposkiadis et al., 2025).

Gydymo budai
TTR sintezés slopinimas TTR stabilizavimas Am1101vd i sankaupy
Salinimas
- TTR gamybos mazinimas Jungimasis prl e'TTR Sps1'f0'rr'navu51.q.
Veikimas tetramero ir jo amiloidiniy fibriliy
kepenyse. e e
stabilizavimas. pasalinima i§ audiniy.
ReikSmingai sumazina tiek Leétinama patologine Gali pagerinti organy
Privalumai | mutavusio, tiek laukinio tipo agregacija, patogus funkcijg pazengusiose
TTR koncentracijg kraujyje, vartojimas, maza kaina. ligos stadijose.
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Gydymo budai

TTR sintezés slopinimas

TTR stabilizavimas

Amiloidiniy sankaupy
$alinimas

gali sustabdyti arba reikSmingai
sulétinti ligos progresavima.

Reikalingas ilgalaikis gydymas,

Neveikia jau
susiformavusiy sankaupy,

Dauguma terapijy dar
klinikiniy tyrimy

Trukumai | nepaveikia TTR sintezés CNS . . e o .
. 1 - . veiksmingumas gali baiti stadijoje, galimos
ir akyse, didelé terapijos kaina. . ) .. . 7 .
ribotas vélyvose stadijose. imunologinés reakcijos.
Patvirtinos Patisiran, Vutrisira (siRNR), o L 5. .
terapijos | Inotersen, Eplontersen (ASOS). Tafamidis, Akoramidis. Siuo metu néra.
EGCG (epigalokatechino
galatas, zaliosios arbatos
Tiriamos ekstraktas), PRX004,
e NTLA-2001 (CRISPR-Cas9). Tolkapone, mds84. Coramitug, ALX2220
(monokloniniai
antiktiniai).

1.6. Baltymy terminio stabilumo poslinkio analizé

Terminio stabilumo poslinkio analize (TSA, angl. thermal shift assays) yra placiai taitkomas
biofizikinis metodas, skirtas baltymy stabilumui ir jy sgveikoms su ligandais tirti. Metodas pagristas
baltymo lydymosi temperattiros (Tm) nustatymu ir jos pokycio (ATm) analize (Ahmad et al., 2021).
TSA ypac svarbus ankstyvuosiuose vaisty kiirimo etapuose, kai siekiama greitai iStirti didelj kiekj
potencialiy junginiy bei nustatyti jy geb&jima prisijungti prie taikinio baltymo. Be junginiy atrankos,
Sis metodas taip pat taikomas baltymy mutacijy poveikio vertinimui, buferiniy tirpaly parinkimui
bei pH jtakos tyrimams (Charvat et al., 2025; Kushwah et al., 2024).

Vienas daZniausiai taikomy TSA metody yra diferenciné skenuojamoji fluorimetrija (DSF),
dar vadinama fluorescencine terminio poslinkio analize. Sis metodas pagrijstas fluorescenciniy dazy
(anilino-naftaleno-8-sulfonin¢ riigstis (ANS), SYPRO Orange ir kt.) savybémis, kurie silpnai
fluorescuoja hidrofilingje aplinkoje, taciau intensyviai hidrofobingje aplinkoje (Charvat et al., 2025;
Kim et al., 2021). Kaitinant baltyma, jis palaipsniui iSsivynioja, o jo hidrofobinés aminorigsciy
liekanos tampa prieinamos dazui, dél to staigiai padid¢ja fluorescencijos signalas (Gooran & Kopra,
2024). Registruojant fluorescencijos intensyvumo priklausomyb¢ nuo temperatiiros gaunama
sigmoidinés formos kreive, 1§ kurios apskaic¢iuojama Tm reikSmé (Charvat et al., 2025). Pagrindiniai
DSF privalumai yra mazas méginio tiris, didelis naSumas ir greita analizeé, taCiau dazai gali
sgveikauti su buferinio tirpalo komponentais, sukeldami artefaktus (Khan et al., 2024).

Alternatyva klasikinei DSF yra nano diferenciné skenuojamoji fluorimetrija (nano-DSF),
kurioje dazai ar Zymenys nenaudojami. Metodas pagrjstas baltymo triptofano ir tirozino liekany
fluorescencijos pokyciais. Didinant temperatiirg, matuojamas fluorescencijos intensyvumo santykis
ties 330 ir 350 nm (F350/F330) bangos ilgiais (Kushwah et al., 2024). Sio santykio kitimas atspindi
baltymo konformacinius pokycius ir leidzia tiksliai nustatyti Tm (Kim et al., 2021) (1.4 pav.).
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Lyginant su kitais baltymy stabilumo tyrimo metodais, tokiais kaip diferencine skenuojamaja
kalorimetrija (DSC) ar izotermine titravimo kalorimetrija (ITC), TSA metodai yra greitesni, pigesni
ir labiau pritaikyti didelio naSumo analizei (Gooran & Kopra, 2024). D¢l $iy savybiy tai yra svarbus
jrankis ankstyvuosiuose vaisty kiirimo etapuose, tiek optimizuojant baltymy laikymo, tiek buferiniy
tirpaly salygas (Khan et al., 2024; Kushwah et al., 2024).

A B
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1.4 pav. Baltymy terminio stabilumo poslinkio analizé; A — DSF metodas; B — nano-DSF metodas;
C — TSA taikymas stabilumo nustatymui; D — teorinis TSA eksperimento grafikas (Charvat et al.,
2025; Khan et al., 2024).

1.7. Atominés jégos mikroskopija

Atominés jégos mikroskopija (AJM) — tai didelés skiriamosios gebos skenuojantis zondinis
mikroskopas, leidziantis tirti pavir§ius nanoskaléje be papildomo dazymo ar Zyméjimo (Main et al.,
2021). Skirtingai nuo optiniy ar elektroniniy mikroskopy, AJM vaizda formuoja ne Sviesos ar
elektrony pluostas, bet itin astrus zondas (adata), pritvirtintas prie elastingos konsolés, kuris
mechaniskai sgveikauja su tiriamo méginio pavirSiumi (Miiller et al., 2021; Ruggeri, 2019) (1.5

pav.).

Reljefo vaizdas sudaromas adatai judant vir§ méginio pavirSiaus. Konsolés deformacijos
registruojamos fokusuotu lazerio spinduliu, kuris atsispindi nuo jos pavirSiaus | fotodetektoriy.
Fotodetektorius sugeria §viesos energija ir ja konvertuoja j elektros signala. Sie signalai apdorojami
ir paverCiami trimatés topografijos vaizdu (Gerdes et al., 2020; Hughes & Dougan, 2016; Main et
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al., 2021). AJM gali veikti kontaktiniu, pusiau kontaktiniu arba nekontaktiniu rezimu. Biologiniams
méginiams daznai naudojamas Svelnesnis pusiau kontaktinis rezimas, siekiant sumazinti méginio
pazeidimus (Dufréne et al., 2017).

Biologiniuose tyrimuose AJM naudojamas tiriant jvairius méginius, jskaitant membrany,
audiniy, gyvy lasteliy, nukleorfigi¢iy molekuliy ar atskiry baltymy méginius (Main et al., 2021). Sio
metodo taikymas turi didele reikSme neteisingai susilanksc¢iusiy baltymy tyrimuose. Analizuojant
amiloidiniy fibriliy vaizdus galima nustatyti jy ilgj, ploti, auks$tj. Taip pat jvertinti fibriliy
pasiskirstyma méginyje bei identifikuoti skirtingus agregaty tipus (Adamcik & Mezzenga, 2012;
ladanza et al., 2018).

Fotodiody
detektorius

Konsolé

Méginys

1.5 pav. AJM schema (Duftréne et al., 2017).
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2. MEDZIAGOS IR JRANGA

2.1. Reagentai

Acros Organics: natrio hidroksidas (NaOH), kalio hidroksidas (KOH), vandenilio chloridas (HCI),
anilino-naftaleno-8-sulfoniné rugstis (ANS), karbamidas (CO(NH2)2), dinatrio vandenilio fosfatas
(NaxHPOg4), acto riigstis (CH3COOH), natrio sulfato (Na;SOs), amonio chloridas (NH4Cl).

Fisher Scientific: magnio chloridas (MgCly), natrio chloridas (NaCl), vitaminas C, 3-
aminopropil(trietoksisilanas) (APTES), Tafamidis, Luria-Bertani (LB) terpé, agaroze
dimetilsulfoksidas (DMSOQO), tris(hidroksimetil)Jaminometanas (Tris), 1,4-ditiotreitolis (DTT),
etilendiamintetraacto rugstis (EDTA), imidazolas, baltymy molekulinés masés Zymuo ,,PageRuler™
Unstained Broad Range Protein Ladder”, mieliy ekstraktas, ,,SYBR™ Safe* dazas, dikalio
vandenilio fosfatas (KoHPO4), DNR molekulinis Zymuo ,,GeneRuler 1 kb DNA Ladder*, glicerolis,
dazo buferinis tirpalas ,,Orange DNA Loading Dye*, dekstroze, ,,GelCode™ Blue Stain Reagent*
dazas, laktoze, restrikcijos endonukleazé Dpnl, kanamicino sulfatas, kalio chloridas (KCl), DNR
polimerazés ,,Phusion ir ,Taq“, N,N,N’,N’-tetrametiletildiaminas (TEMED), natrio
deodecilsulfatas (NDS), amonio persulfatas (APS), akrilamido/N,N‘-metilenbisakrilamido
(AA/BAA) 40 % tirpalas, 3-[4-(2-hidroksietil)piperazino-1-il]propano-1-sulfoniné riigstis (EPPS).

Honeywell: etanolis > 99,8 %.

Roth: 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfoniné riigStis (HEPES), kalcio chloridas (CaCly),
guanidino  hidrochloridas (GdnHCl),  natrio divandenilio fosfatas (NaH2POys),
enilmetilsulfonilfluoridas (PMSF), triptonas, magnio sulfatas (MgSQO4), ampicilinas.

Sigma - Aldrich: cholesterolis, Zmogaus serumo albuminas, natrio laktatas, alanil-glutaminas,
vistos kiau$inio baltymas lizocimas.

TCI: kreatininas.

Tyrimams naudoti sulfonamidniai junginiai (1 priedas.) gauti 1§ Vilniaus universiteto, gyvybés
moksly centro, biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriaus, Manto Zvirblio.

2.2. Konstruktai

e pET21b-GBI-TTR_A97S
e pET21b-GBI-TTR_V30OM
e His-TEV

Konstruktai gauti i$ ,,Institute of Atomic and Molecular Sciences, Academia Sinica®.

2.3. Kompetentinés lastelés

e FE. coli One Shot™ BL21 Star™ (DE3) (Thermo Scientific).
e E. coli One Shot™ Mach1™ (Thermo Scientific).
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2.4. Tirpalai
TTR ir His-TEV proteazés gryninimui:

Lizés buferinis tirpalas: 0,3 M NaCl, 0,02 M Tris, 0,001 M DTT, 0,2 mg/mL Lizocimo. | His-TEV
proteazés lizés buferinj tirpalg papildomai déta 0,001 M PMSF, 20 ug/mL Dnazés. IStirpinama
dH>O, tirpalo pH koreguojamas su NaOH arba HCI tirpalu iki pH 8,0 ir filtruojamas per 0,45 pum
dydzio pory filtra.

Atplovimo buferinis tirpalas: 1 M NaCl, 0,02 M Tris, 0,001 M DTT, 0,01 M imidazolo. Istirpinama
dH>O, tirpalo pH koreguojamas su su NaOH arba HCI tirpalu iki pH 8,0 ir filtruojamas per 0,45 um
dydzio pory filtra.

Eliucijos buferinis tirpalas: 0,3 M NaCl, 0,02 M Tris, 0,001 M DTT, 0,5 M imidazolo. Istirpinama
dH»O, tirpalo pH koreguojamas su su NaOH arba HCI tirpalu iki pH 8,0 ir filtruojamas per 0,45 um
dydzio pory filtra.

Dializés buferinis tirpalas: 0,05 M NacCl, 0,02 M Tris, 0,001 M DTT, 0,001 M EDTA. Istirpinama
dH>O0, tirpalo pH koreguojamas su su NaOH arba HCI tirpalu iki pH 7,5.

Gelfiltracijos buferinis tirpalas: 0,05 M NaCl, 0,02 M Tris. IStirpinama dH>O, tirpalo pH
koreguojamas su su NaOH arba HCl tirpalu iki pH 7,0 ir filtruojamas per 0,45 um dydzio pory filtra.

Lydymosi temperatiiros (Tm) ir agregacijos tyrimams:

Al: 6 M GdnHCl, 20 mM NaCl, 10 mM PO4*, pH 7.4.

A2: 6 M karbamidas, 20 mM NaCl, 10 mM PO4*, pH 7,4.

A3: 8 M karbamidas, 20mM NaCl, 10 mM PO.*, pH 7,4.

A4: 20 mM NaCl, 10 mM PO4>, pH 7,4.

B1: 50 mM NaOAc (gautas maisant NaOH ir CH;COOH), 100 mM KCI, pH 4,4.
B2: 200 mM NaOAc (gautas maisant NaOH ir CH3COOH), 100 mM NaCl, pH 4,4.
PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPOs, 1,8 mM NaH>POs4, pH 7.4.

dSS (dirbtinis smegenu skystis): 50 mM HEPES, 132,6 mM NacCl, 3 mM KCl, 1,4 mM CaCl, 1,5
mM MgCla, 2,4 mM natrio laktatas, 6,5 mM karbamidas, 0,11 mM kreatininas, 0,0061 mM Zmogaus
serumo albuminas, 0,00091 mM TTR, 0,7 mM alanilglutaminas, 0,3 mM vitaminas C, 0,078 mM
cholesterolis, pH 7,3.

Kiti buferiniai tirpalai:

50x TAE elektroforezés buferinis tirpalas: 20,81 g EDTA, 242 g Tris-HCl, 57,1 mL ledinés acto
rugsties, pilama dH>O iki 1 L.
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1 % agarozés tirpalas: 2 g agarozes tirpinama 200 mL 1x TAE buferiniame tirpale. Pakaitinama
iki kol agaroz¢ istirpsta.

10x baltymuy elektroforezés buferinis tirpalas: 63,05 g EPPS, 60,57 g Tris-HCI, 0,5 % NDS, 1,5
g EDTA istirpinama 1 L dH>O.

6x NDS-PAGE dazo tirpalas: 1,5 g NDS, 3,75 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 1,2 mL 0,1%
bromfenolio mélynojo dazo, 1 mL 10 mM DTT, 4 mL glicerolio ir uzpilama H>O iki 20 mL.
2.5. Mitybinés terpés

Agarizuota LB terpé: 25 g sausos LB mitybinés terpés ir 15 g agaro uzpilama 1 L dH>O.
Autoklavuojama 20 min., 121 °C temperatiiroje. Terpei atvésus, jpilama kanamicino (galutiné konc.
50 ug/mL) arba ampicilino (galutiné konc. 100 pg/mL). Terpé iSpilstoma j Petri 1éksteles ir latkoma
4 °C temperatiiroje.

LB terpé: 25 g sausos LB terpés iStirpinama 1 L dH>O ir autoklavuojama 121 °C, 20 min.

ZYM-5052 auto-induktyvi mitybiné terpé: 18 g triptono, 9 g mieliy ekstrakto, 6,39 g Na;HPOs,
6,12 g KHoPOy4, 4,8 g NH4Cl, 1,26 g NaxSOs4, 0,885 g MgSOy ir istirpinama 1,5 L dH>0. Atskirai
atsveriama 9 g glicerolio, 0,9 g dekstrozés bei 3,6 g laktozés ir iStirpinama 300 mL dH20O. Abi terpés
autoklavuojamos atskirai, 20 min., 121 °C. Abu tirpalai steriliai sumaiSomi. Jdedama 100 pg/mL
ampicilino arba kanamicino (galutiné konc. 50 ug/mL).

S.0.C. terpé: istirpinama 1 g mieliy ekstrakto, 4 g triptono, 0,1 g NaCl. Dedama 2 mL 250 mM
KCl, pilama dH>O iki 200 mL. Terpé autoklavuojama 20 min, 121 °C temperattroje. Tada jpilama
I mL 2 M MgCl; ir 3,6 mL 20 % gliukozés tirpalo.

2.6. Sorbentai

e . Ni Sepharose™” 6Fast Flow* (Cytiva).
e Superdex™ 75% (Cytiva).

2.7. Rinkiniai
Plazmidés i8skyrimo rinkinys: ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit* (Thermo Scientific).

2.8. Laboratoriné jranga

Atominés jégos mikroskopas: ,,Dimension Icon* (Bruker).
Chromatografinés sistemos: ,, AKTA Start (Cytiva).

Centrifugos: ,,LMC-4200R* (Biosan), ,,5810/5810 R* (Eppendorf).
AJM metaliniai diskai: ,,AFM Metallscheiben, 12 mm* (Plano).

Elektroforezés aparatas: PowerEase Touch 120W Power Supply®, ,,Biometra Minigel-Twin*
(Thermo Scientific).
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Nano-diferencinio skenavimo fluorimetras: ,,Prometheus NT.48* (Nano-Temper Technologies).

Filtravimo membrana: ,MF-MC-047-045* (maiSytas celiuliozés esteris, diametras — 47 mm, pory
dydis 0,45 um) (Kinesis).

Kapiliarinis vamzdelis: ,,BB31695-PE/2* (0,38 mm x 1,09 mm) (Scientific Commodities).
Kapiliary sandarinimo rinkinys: ,,Capillary Sealing Paste®, ,,Capillary Sealing Applicators* (Nano-
Temper Technologies).

Koncentratorius: ,,Amicon® Ultra Centrifugal Filter, 10 kDa MWCO* (Merck).

Laminariné traukos spinta: ,, Telstar Bio II Advance®.

Inkubatorius: ,,IB-15G* (Thermo Scientific).

Magnetinés maiSyklés: ,,RT Touch-22*, , Isotemp Hot Plate Stirrer Model* (Thermo Scientific).
Mégintuvéliai: ,,Axygen* (Corning), ,,Fisherbrand®, ,,Eppendorf (Thermo Scientific).
pH-metras: ,,Orion Dual Star* (Thermo Scientific).

Stiklo rutuliukai: ,,Glass beads 3 mm* (Sigma Aldrich), ,,RETSCH Glass Beads for Mills* (nuo
0,75 iki 1 mm) (Thermo Scientific).

Svarstyklés: ,,PCB 1000-2* (Kern), ,,TP-214 (Denver Instrument).

Termostatas: ,,Digital Heating Shaking Drybath®, ,,Medline Scientific* (Thermo Scientific).
Termocikleriai: ,,Rotor-Gene Q* (QIAGEN), ,,Mastercycler PCR* (Eppendorf).

Vandens valymo sistema: ,,Simplicity UV system* (Merck).

Vakuumine filtravimo iranga: ,,.Sigma-Aldrich®.

Spektrofotometrai: ,,NanoDrop™ 2000/2000C Spectrophotometer* (Thermo Scientific), ,,UV-
1800 UV-VIS* (Shimadzu).

Zérutis: ,,SiO; Substrates (Ted Pella, INC.).

Ultragarso aparatas: ,,Sonopuls HD 3100%, sonotrodas ,,Sonopuls VS 70 T* (Bandelin).

3. METODAI
3.1. GB1 geno sekos pasalinimas (angl. deletion)

3.1.1. Plazmidinés DNR dauginimas ir iSskyrimas

Pirmiausia, norint pasidauginti turimas plazmides su GB1 geno seka (pET21b-GBI1-
TTR _A97S ir pET21b-GB1-TTR_V30M), buvo atlickama kompetentiniy lgsteliy transformacija. |
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200 puL E. coli One Shot™ Machl™ kompetentines lgsteles jpilama 2 pL plazmidinés DNR ir
inkubuojama ant ledo 30 min. Atliekamas kars¢io Sokas 42 °C, 90 s. Po to lgstelés 2 min. padedamos
1 leda. I miSinj jpilama 300 pL S.O.C. terpés ir inkubuojamos termostatinéje purtykleje 37 °C
temperatiroje, 30 min., 220 aps./min. Po inkubacijos lgstelés iSséjamos ant agarizuotos LB terpés
su ampicilinu ir inkubuojama 37 °C temperatiroje per naktj.

Po inkubacijos parenkama viena kolonija, kuri perkeliama j 15 mL skysta LB terpg su 100
pg/mL ampicilinu ir auginama per naktj 37 °C, 220 aps./min. Po inkubacijos Iastelés
centrifuguojamos 10 min., 3160 x g, o plazmidé iSskiriama naudojant ,,GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit* rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas. Galutin¢ plazmidés koncentracija nustatoma
,NanoDrop™ 2000/2000C* spektrofotometru.

3.1.2. PGR mutagenezé

Siekiant paSalinti GB1 koduojancia seka, buvo naudojami specifiniai PGR pradmenys (3.1
Lentel¢). PGR miSinio sudétis ir saglygos nurodytos 3.1 ir 3.2 lentelése.

3.1 Lentelé. Naudotos pradmeny sekos.

Pradmens seka Ilgis, nt

Tiesioginis pradmuo 5’ GATATACATATGCACCATCACCATCACCATCAC 3’ 33

Atvirkstinis pradmuo | 5’ GTGATGGTGCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC 3° 39
3.2 lentelé. PGR miSinio sudétis.

Reagentai Tiris, pL

dH,O 33

Buferinis tirpalas 5x | 10

Tiesioginis pradmuo | 2,5

Atvirkstinis pradmuo | 2,5

Matriciné DNR 0,5

dNTPs 1

Phusion polimeraz¢ | 0.5
3.3 lentelé. PGR salygos.

Ciklas T, °C Trukmé Cikly skaicius

Pradiné denatiiracija 95 °C 3 min. 1

Denatiiracija 95 °C 30s

Pradmeny prilipimas 58 °C 30s 30

Elongacija 72 °C 3 min.

Galutiné elongacija 72 °C 5 min. 1

3.1.3. Matricinés DNR karpymas

Norint pasSalinti matricing DNR i§ PGR miSinio, po PGR | reakcijos miSinj buvo jdedama 2
uL 10x Tango buferio tirpalo ir 0,5 pL restrikcijos endonukleazés fermento Dpnl. Paruo$tas miSinys
inkubuotas 1 val., 37 °C temperatiiroje. Sis fermentas selektyviai skaido metilinta matricing DNR.
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Po inkubacijos fermentiné reakcija buvo stabdoma 10 min. kaitinant méginj 80 °C temperatiiroje.
Gautas misinys analizuojamas DNR elektroforezés gelyje.

3.1.4. DNR elektroforezeé

1 % agarozeés gelio tirpalas kaitinamas, kol agarozé iStirpsta. Tirpalui atvésus jpilama
»SYBR™ Safe* DNA daZo ir atsargiai sumaiSoma. ParuosStas agarozes tirpalas supilamas j gelio
forma, jstatomos Sukos ir palieckama sustingti. Geliui sustingus, forma perkeliama j elektroforezés
aparatg ir uzpilama TAE buferiniu tirpalu. Méginiai ruoSiami 5 pL. DNR méginio maiSant su 1 pL
6x DNR dazo buferiniu tirpalu ,,Orange DNA Loading Dye“. DNR fragmenty dydziui nustatyti
naudojamas DNR molekulinis zymuo ,,GeneRuler 1 kb DNA Ladder*. Elektroforez¢ atlickama 80
V jtampa ir 100 mA srove 60 min.

3.1.5. Kolonijuy PGR ir teigiamy kolonijy atranka

[Sanalizavus PGR misSinj DNR elektroforezés budu, atliekama kompetentiniy lasteliy
transformacija, pagal 3.1.1 skyrelyje apraSyta metodika. Siekiant nustatyti, ar iSaugusios bakterijy
kolonijos turi tiksling plazmide, be GB1 fragmento, atlieckama kolonijy PGR (3.4 lentelé. ir 3.5
lentelé.). PGR metu naudojami T7 pradmenys, kurie turéty padauginti vektoriaus regiong be GB1
sekos, todél pagal fragmento dydj biity galima nustatyti teigiamas kolonijas. Kolonijy PGR metu,
vietoj plazmidinés DNR jneSama vienos kolonijos biomasés dalis. Pirmiausia, pasirinkta kolonija
perneSama ant naujos Petri 1¢kstelés su kieta LB terpe ir ampicilinu, o nedidelé jos dalis jdedama j
paruosta PGR reakcijos miSinj. Po PGR atliekama DNR elektroforezeé ir pagal gauty fragmenty
dydzius nustatomos teigiamos kolonijos. Pasirinkta teigiama kolonija padauginama ir iSskiriama
pagal 3.1.1 skyrelyje apraSyta metodika. Galutiné plazmidés kokybé ir koncentracija nustatoma
»NanoDrop™ 2000/2000C* spektrofotometru. Siekiant jvertinti GB1 fragmento paSalinimg ir
mutacijy nebuvimg, atlieckama plazmidés DNR sekoskaita Sangerio metodu (sekoskaitg atliko
Genewiz).

3.4 lentelé. PGR misinio sudétis.

Reagentai Tiris, pL
dH,O 20,9
Buferinis tirpalas 10x 2,75

Tiesioginis pradmuo T7 1,375
Atvirkstinis pradmuo T7 1,375
dNTPs 0,55
Taq polimeraze 0,5

3.5 lentelé. PGR salygos.

Ciklas T, °C Trukmé Ciklu skaifius
Pradiné denatiiracija 95 °C 3 min. 1
Denatiiracija 95 °C 30s
Pradmeny prilipimas 48 °C 30s 25
Elongacija 72 °C 3 min.
Galutiné elongacija 72 °C 5 min. 1
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3.2. Baltymuy raiska ir gryninimas

3.2.1. Kompetentiniy lgsteliy transformacija, naktinés bakterijy kultiiros paruosimas ir
auginimas

I 200 puL E. coli One Shot™ BL21 Star™ (DE3) kompetentines lgsteles dedama 2 pL
plazmidinés DNR ir atlickama transformacija pagal prieS tai aprasytus zingsnius. Konstruktui
koduojan¢iam His-TEV proteazés geng naudojamas kanamicinas (galutiné konc. 50 pg/mL), o
transtiretino — ampicilinas (galutiné konc. 100 ug/mL).

] 30 mL autoklavuotg skysta LB terpe dedama atitinkamai kanamicino (galutiné konc. 50
pug/mL) arba ampicilino (galutiné konc. 100 pg/mL). Jdedama viena, ant Petri 1éksStelés su agarizuota
LB terpe, iSaugusi kolonija. Bakterijos auginamos purtykléje 37 °C, 200 aps./min. iki 0,5 - 0,7
optinio tankio.

3.2.2. Biomasés auginimas, tikslinio baltymo sintezé ir biomasés ardymas

I 6 kolbas su 300 mL auto-induktyvia ZYM-5052 mitybine terpe jpilama po 3 mL naktinés
kultdiros. Lastelés auginamos 37 °C, 220 aps./min., 6 val. optiniam tankiui pasiekus 0,6, baltymy
sintezé vykdoma 20 °C, 220 aps./min., per naktj. Po auginimo biomas¢ centrifuguojama 30 min.,
4000 x g, 4 °C.

Po centrifugavimo supernatantas nupilamas, o 1asteliy nuosédos tirpinamos lizés buferiniame
tirpale. MisSinys homogenizuojamas ir ardomas ultragarsu 15 min., 40 % amplitude, 5 s veikimo ir
20 s poilsio rezimu ant ledo. Suardyta biomasé centrifuguojama 4 °C, 30 min. Supernatantas
nupilamas ir filtruojamas per 0,45 um dydzio filtra.

3.2.3. Imobilizuoto metalo jono afininé chromatografija (IMAC)

IMAC chromatografijai naudojama kolonélé su ,,Ni Sepharose” 6Fast Flow* sorbentu.
Kolona prijungiama prie AKTA chromatografinés sistemos ir nulygsvarinama su atplovimo
buferiniu tirpalu. Tikslinis baltymas uzneSamas ir atplaunamas leidziant imidazolo koncentracijos
laiptin] gradienta. Renkamos frakcijos, kurios analizuojamos baltymy elektroforezés gelyje (3.2.9
skyrelis). Surinktos frakcijos su tiksliniu baltymu supilamos j dializés zarng, kuri dedamas j buferinj
tirpalg ir dializuojama 12 wval. Saldytuve. Gauti baltymai koncentruojami iki reikiamos
koncentracijos ir saugomi -20 °C (His-TTR A97S ir His-TTR V30M) ir -80 °C (His-TEV proteaze).

3.2.4. His-TTR Zymés kirpimas naudojant His-TEV proteze bei IMAC

Norint surasti geriausias sglygas His-TTR Zymés nukirpimui buvo pasirinkta paimti maza
kiekj tikslinio baltymo ir proteazés (galutinio reakcijos miSinio tiiris 350 pL). Optimizavimas buvo
atliktas keiciant His-TEV proteazés:baltymo santyki (1:5, 1:10, 1:20, 1:50), laika (24 val. ir 48 val.),
DTT koncentracija (0 mM, 1 mM, 5 mM ), temperatiirg (4 °C ir 20 °C) bei vartant mégintuvélius 10
aps./min. ir nevartant. Karpymo efektyvumas vertinamas baltymy elektroforezés gelyje (3.2.9
skyrelis).
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Tolimesnis karpymas atliktas optimaliausiomis sglygomis: 20 °C, 5 mM DTT, 1:10 santykiu,
48 val. Antrosios afininés chromatografijos metu baltymas su nukirpta 7xHis zyme surenkamas
pratekéjusioje frakcijoje, o likes nenukirptas pakartotinai karpomas ir atlickama IMAC pagal 3.2.3
skyrelyje aprasyta metodika. Gauti rezultatai analizuojami baltymy elektroforezés gelio nuotraukose
(3.2.9 skyrelis), o gautas baltymas sukoncentruotas, matuojant ,,NanoDrop™ 2000/2000C*
spektrofotometra.

3.2.5. Gelfiltracijos chromatografija

Gelfiltracijos chromatografijai naudojama kolon¢l¢é HiLoad 26/600, pakrauta sorbentu
Superdex 75 ir prijungiama prie AKTA chromatografinés sistemos. Kolona uzpildyta gelfiltracijos
buferiniu tirpalu. Méginys uzneSamas ir registruojama UV absorbcija. Pastebéjus UV sugerties
pakilima surenkamos frakcijos. Surinkti méginiai analizuojami baltymy elektroforezés gelyje (3.2.9
skyrelis). Tikslines frakcijos apjungiamos ir koncentracija nustatoma ,,NanoDrop™ 2000/2000C*
prietaisu.

3.2.6. Baltymy elektroforezé

Baltymy analizei buvo atlikta natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé
(NDS-PAGE). Elektroforezei ruoSiami du geliai: apatinis skiriamasis (10 %) ir virSutinis
koncentruojamasis (4 %). Pirmiausia paruostas skiriamojo gelio misinys buvo supiltas tarp dviejy
stiklo ploksteliy, o ant jo pavirSiaus uzpiltas distiliuotas vanduo. Gelis paliktas polimerizuotis apie
30 min. Sustingus skiriamajam geliui, vanduo nupilamas ir uZpilamas koncentruojamojo gelio
misinys, istatomos Sukos Suliné¢liams suformuoti. Po mazdaug 30 min., geliui pilnai sukietéjus,
plokstelés perkeliamos j elektroforezés aparata, kurio talpyklos uzpildomos elektroforezés buferiniu
tirpalu.

Baltymy méginiai paruoSiami juos sumaiSant su 6x NDS-PAGE dazo tirpalu ir kaitinant 10
min., 95 °C temperatiroje. [S¢émus Sukas,  pirma Sulin¢lj jpilama 5 pL baltymy molekulinés masés
zymens, o ] kitus po 5 pL paruoSty méginiy. Elektroforezé vykdoma palaikant 200 V jtampa apie 40
min., kol dazas pasiekia skiriamojo gelio apacia.

Pasibaigus elektroforezei, gelis iSimamas i§ stiklo ploksteliy, nuplaunamas distiliuotu
vandeniu ir dazomas Kumasi mélynuoju dazu. Po to daZas paSalinamas gelj blukinant vandeniu.

3.6 lentelé. NDS-PAGE gelio sudétis.

Apatinis skiriamasis gelis 10 % VirSutinis koncentruojamasis gelis 4 %
dH0O 2,86 mL dH,O 1,27 mL
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,53 mL 1 M Tris-HCI pH 6,8 500 pL
40 % AA/BAA 1,53 mL 40 % AA/BAA 201 pL
10 % NDS 61 uL 10 % NDS 20 pL
10 % APS 30,5 uL 10 % APS 20 uL
TEMED 3,65 uL TEMED 2 uL
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3.3. Transtiretino iSsivyniojimo temperatiiros nustatymas

3.3.1. Nano-diferencinio skenavimo fluorimetrija (nano-DSF)

Transtiretino baltymo iSsivyniojimo temperatiirai nustatyti buvo naudojamas Prometheus
NT.48 (Nano-Temper Technologies) fluorimetras. | kapiliarus (NanoTemper) pritraukiama tiriamojo
baltymo tirpalo. Temperatiiros intervalas 20-99 °C, temperatiiros pokytis 1 °C/min. Optimalios
baltymy iSsivyniojimo temperatiiros salygy nustatymui buvo atliktos SeSios analizés:

1. Skirtingos guanidino hidrochlorido (GdnHCl) koncentracijos (0,5-2 M) buvo gautos i
reakcijos miSinj jdedant skirtingus kiekius Al ir A4 tirpaly. Atitinkamai, skirtingos
karbamido koncentracijos (0,5-6 M) buvo paruostos maisant A2/A3 ir A4 buferinius tirpalus.
I kiekvieng reakcijos miSinj jdéta TTR V30M baltymo (74,5 pM baltymo tirpalas), kurio
koncentracija galutiniame tirpale 18,2 uM (1 mg/mL).

2. 4 M karbamido tirpalas buvo paruostas maiSant A3 ir A4 tirpalus. | reakcijos miSinj jdedant
TTR V30M baltymo (galutiné koncentracija méginyje 20 pM) ir po vieng i§ junginiy, kuriy
galutiné koncentracija tirpale 100 pM (MZ22-23, MZ21-10, MZ22-55 MZ23-04,
Tafamidis), 20 pM TafamidZio (10 mM junginio iStirpinta DMSO) (1 Priedas.).

3. 0,5-4 M karbamido tirpalai buvo gauti maiSant A3 ir A4 tirpalus. | reakcijos miSinius jdedant
TTR V30M baltymo ir Tafamidzio, kuriy galutin¢ koncentracija atitinkamai 10 uM ir 50 pM.

4. TTR V30M baltymo tirpalas skiedziamas iki 10 pM, o Tafamidzio iki 50 uM su B1 ir B2
tirpalais.

5. TTR V30M baltymo tirpalas skiedZiamas iki 10 uM, o TafamidZio skiedZiamas iki penkiy
skirtingy koncentracijy (5, 10, 25, 50, 100 uM) naudojant B1 tirpala.

Sestos analizés metu matuojamos temperatiiros intervalas buvo padidintas 20-110 °C
(temperattiros pokytis 1 °C/min). Kapiliary galai, po tirpalo pritraukimo, buvo uzsandarinami
specialia sandarinimo pasta, siekiant iSvengti meéginiy iSgaravimo. Baltymo iSsivyniojimo
temperatlirai nustatyti pirmiausia 100 pM junginio (iStirpinti DMSO, galutiniame tirpale DMSO
sudaré 5 %) inkubuojama 30 min. su 10 uM TTR, po to jpilamas PBS buferinis tirpalas ir
inkubuojama 30 min. Kontroliniai méginiai buvo paruosti naudojant tik TTR baltyma PBS tirpale
bei papildomai jdéjus 5 % DMSO. Matavimai atlikti 3-4 kartus.

Duomeny analizé buvo atlikta naudojant MoltenProt programa (Kotov et al., 2020).
Transtiretino baltymo i$sivyniojimo temperattira (Tm) gaunama i§ duomeny pirminés i§vestinés.

3.3.2. Diferencinio skenavimo fluorimetrija (DSF)

Baltymy iSsivyniojimo temperatirai stebéti naudojamas Rotor-Gene Q (QIAGEN)
termocikleris. | tirlamus mégintuvélius buvo i$pilstoma po 20 pL reakcijos miSinio. Temperatiiros
intervalas 25-99 °C, temperatiiros pokytis 1 °C/min. Fluorescencijos suzadinimas: 365 £+ 20 nm,
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emisija: 460 = 20 nm. Duomeny apdorojimui naudojama MoltenProt programa (Kotov et al., 2020).
Matavimai atlikti:

1. 8 méginiuose po 100 puL su 10 uM TTR V30M baltymo tirpalo, naudojant B1 tirpala.
Kiekviename méginyje buvo naudojamos skirtingos ANS dazo koncentracijos (2, 4, 8, 16,
32, 64,128,256 uM).

2. 8 méginiuose po 100 pL reakcijos misinio su 10 uM TTR ir 100 uM Tafamidzio buvo
inkubuojamas 30 min., du méginiai paruosti naudojant B1 tirpala, kiti du naudojant Al
tirpalag. Naudojamos skirtingos 50 ir 100 uM ANS dazo koncentracijos ir inkubuojama dar
90 min.

3.4. Transtiretino agregacijos tyrimas
3.4.1. Agregacijos salygu optimizavimas

Pirmiausia TTR baltymo agregacijos tyrimas buvo atliktas remiantis literatiiros duomenimis,
rugstinémis saglygomis (pH 4,4), naudojant buferinius tirpalus B1 ir B2 (Ferreira et al., 2021; Ritsch
et al., 2024). Tyrimas buvo vykdomas penkias dienas, inkubuojant reakcijos misinj su 10 uM TTR,
37 °C temperatiiroje.

Antrajame agregacijos tyrime buvo naudojamas PBS buferinis tirpalas su O M, 1 M ir 2 M
GdnHCI koncentracijomis. Baltymo koncentracija galutiniame reakcijos miSinyje 10 uM. Méginiai
buvo inkubuojami tiek be purtymo, tiek su purtymu (700 aps./min.) penkiy dieny laikotarpyje.
Purtymo salygomis eksperimentas buvo atliekamas dviem budais: j mégintuvélj idéjus du didesnius
stiklo rutuliukus (3 mm) ir be stiklo rutuliuky. | mégintuvélius, saglygoms be purtymo, buvo idéti
+106 vnt. (0.13 £0.0005 g) mazesni (nuo 0,75 1iki 1 mm) stiklo rutuliukai arba i§ viso nedéti. Tyrimai
buvo atlikti dviejose temperattirose 37 °C ir 60 °C (3.7 Lentelé.).

Treciasis agregacijos tyrimas buvo atliekamas remiantis antrojo agregacijos tyrimo
rezultatais. Tyrimai vykdyti 1x PBS buferiniame tirpale su 1 M GdnHCI, praskiedziant baltymg iki
10 uM koncentracijos, 60 °C temperatiiroje. Méginai 1§ reakcijos misinio buvo imami po dviejy ir
po penkiy dieny laikymo. TTR V30M variantui naudotos salygos be purtymo, o TTR A97S —su 700
aps./min. purtymu. Taip pat buvo pasirinktos papildomos salygos, i vieng mégintuvelj su PBS tirpalu
jdéta 100 uM TTR stabilizatoriaus Tafamidzio, o kitame vietoj PBS buferinio tirpalo buvo naudotas
dSS. Siuose méginiuose taip pat naudota 1 M GdnHCI koncentracija.

Siekiant sumazinti meéginiy i§garavima bei temperattiry svyravimus, visi megintuvéliai buvo
sandariai uzdengti ,,Parafilm M* plévele.
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3.7 Lentelé. Agregacijos salygos.

Buferinis tirpalas Temperatiira, °C Purtymas Rutuliukai

Be rutuliuky
Be purtymo { 106 vnt. (0,75 iki 1 mm)

37 { _ Be rutuliuky

S { 2vnt. (3 mm)

PBS Be rutuliuky
Be purtymo { +106 vnt. (0,75 iki 1 mm)

60 { . Be rutuliuky

700 aps./min. { 2 vnt. (3 mm)

Be rutuliuky
Be purtymo { £106 vnt. (0,75 iki 1 mm)

37 { _ Be rutuliuky

700 aps./min. { 2 vnt. (3 mm)

PBS + 1M GndHCLl Be rutuliuky
Be purtymo { 106 vnt. (0,75 iki 1 mm)

60 { . Be rutuliuky

700 aps./min. { 2vnt. (3 mm)

Be rutuliuky
Be purtymo { +106 vnt. (0,75 iki 1 mm)

37 { _ Be rutuliuky

Ll R { 2 vynt. (3 mm)

PBS + 2 M GndHCL Be rutuliuky
Bepurtymo — joc e (0,75 iki 1 mm)

60 { _ Be rutuliuky

700 aps./min. { 2 vnt. (3 mm)

3.4.2. Atominés jégos mikroskopija (AJM)

AJM metu buvo analizuojami agregacijos tyrimo meéginiai. Pirmiausia su lipnia juostele
naujai nulupamas zérutis. Ant zérucio uzneSama 50 pL. 0,5 % APTES ir inkubuojama 5 min. Tuomet,
pavir$ius nuplaunamas 2 mL dH>O ir nudZiovinamas Svelnia oro srove. Po to 50 puL baltymo méginio
uzne$ama ant zérudio ir inkubuojama 5 min. Zérutis nuplaunamas 2 mL dH>O ir nudZiovinamas
Svelnia oro srove.

Visi paruo$ti méginiai yra matuojami naudojant atominés jégos mikroskopa. Naudojami
parametrai: auksta rezoliucija (1024 x 1024 pikseliy), 10 pm plotas, matavimo greitis 0,857 Hz.
Vaizdiniai yra analizuojami programine jranga ,,Gwyddion* (Necas & Klapetek, 2012).
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4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Turimos plazmidés turéjo GB1 domeno geno seka, kuri néra nattrali transtiretino (TTR)
baltymo dalis, taciau yra naudojama baltymo tirpumui ir stabilumui pagerinti (Song et al., 2022).
Vis délto laboratorinéje praktikoje nustatyta, kad His-GB1 fragmento paSalinimas po baltymo
raiSkos yra neefektyvus, todél, siekiant gauti struktiiriSkai artimesnj natiiraliam TTR variantg ir
pagerinti baltymo gamybos efektyvuma, $i seka buvo paSalinta PGR mutagenezés budu (Cheng &
Patel, 2004). Toliau atlikta baltymy raiska ir gryninimas naudojant imobilizuoto metalo jony afinine
chromatografijg (IMAC). Po pirminio TTR A97S ir TTR V30M gryninimo buvo pasalinta His zymé,
pasitelkiant IMAC isgrynintg His-TEV proteaze. Siekiant paSalinti priemaiSas ir pakeisti buferinj
tirpalg j tinkamesnj tolimesniems tyrimams, atlikta gelfiltracijos chromatografija. ISgryninus dvi
transtiretino formas (TTR V30M ir TTR A97S), buvo siekiama jvertinti, ar tiriami sulfonamidiniai
junginiai gali stabilizuoti baltymo tetramerine strukttirg. Tam buvo nustatoma baltymo lydymosi
temperatira (Tm), naudojant nano-DSF ir DSF metodus. Galiausiai buvo ieSkoma optimaliausiy
fibriliy susidarymo salygy, keiciant agregacijos parametrus. Gauti rezultatai analizuoti pasitelkus
atominés jégos mikroskopija.

4.1. TTR mutagenezé

PGR mutagenezés metu, i§ turimy konstrukty, sékmingai pasalinta GB1 geno seka (4.1 pav.
A Dalis.). Po reakcijos, matriciné plazmidiné DNR buvo suardyta naudojant Dpnl restrikcijos
endonukleazg ir atlikta kompetentiniy lasteliy transformacija.

Atrinktos bakterijy kolonijos buvo patikrintos kolonijy PGR metodu, identifikuojant teigiamas
kolonijas, turincias konstrukta be GB1 sekos (4.1 pav. B dalis). Sekoskaitos metu patikrintos i§
teigiamy kolonijy iSskirtos plazmidés, kurios véliau buvo naudojamos baltymy raiskai.

4.1 pav. A Dalis. PGR mutagenezés méginiy elektroforezeés gelio nuotrauka: M — molekulinis
zymuo, 1 —pET21b-GB1-TTR _A97S, 2 — pET21b-GB1-TTR_V30M, 3 — pET21b-GB1-
TTR_A97S po PGR, 4 — pET21b-GB1-TTR_V30M po PGR; B Dalis. Kolonijy PGR méginiy
elektroforezés gelio nuotrauka: M — molekulinis Zymuo, nuo 1 iki 4 TTR V30M teigiamos
kolonijos, nuo 5 iki 7 TTR A97S teigiamos kolonijos.
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4.2. Baltymuy raiska ir gryninimas

4.2.1. His-TEV proteazés gryninimas

Plazmide, koduojanti His-TEV proteaze, buvo transformuota j E. coli BL21 Star™ (DE3)
lasteles. Po biomasés iSauginimo lgstelés buvo suardytos, o tikslinis baltymas i§grynintas IMAC
chromatografijos budu (4.2 pav. A dalis).

Gryninimo metu surinkti méginiai i§ frakcijy analizuoti baltymy elektroforezés gelyje (4.2
pav. B Dalis.). Nustatytas, kad baltymas eliavo prie 60 proc. eliucijos buferinio tirpalo. Po to buvo
atlikta tikslinés frakcijos dializé, po kurios baltymas sukoncentruotas ir uzsaldytas.

M 1 2 3 4 5 6

kDa

2100 A B 250
- 100 150

1800 4 B
- 100
r80 & 70

> 1500 5
§ T 50

& 1200+ F60 %
t (=} 40

(] ©
2 900 o 30

a 5 F40 5

3 600 2 His-TEV

L2 & 20

300+ 3

0
0 ) 15

T T T T T L E
0 30 60 90 120 150 180 210 10
Taris, mL

4.2 pav. A Dalis. His-TEV proteazés IMAC chromatograma; B Dalis. Baltymy
elektroforezés gelio nuotrauka: M — molekulinis Zymuo, 1 — biomasés méginys, 2 — supernatanto
meéginys po pirmo centrifugavimo, 3 — uznesimo ant kolonos méginys, 4 — pratekéjusiy
(neprisijungusiy) baltymy frakcija, 5 — 10 % B buferinio tirpalo frakcijos meéginys, 6 — 60 % B
buferinio tirpalo frakcijos méginys.

4.2.2. His-TTR A97S ir His-TTR V30M gryninimas

Kompetentinés E. coli One Shot™ BL21 Star™ (DE3) Igstelés buvo transformuotos su His-
TTR A97S ir His-TTR V30M baltymy geny sekas koduojanciomis plazmidémis. UZauginus
bakterijy biomase, atlickamas biomasés ardymas. Toliau afininés chromatografijos metu baltymas
gryninamas didinant imidazolo koncentracijag. Pirmojo gryninimo metu 7xHis zymg¢ turintis
baltymas eliuojamas prie 60 proc. eliucijos buferinio tirpalo (4.3 pav. A Dalis. ir C Dalis.).
Gryninimo metu paimti meéginiai analizuoti NDS-PAGE biidu (4.3 pav. B Dalis. ir D Dalis.). Po
tikslinés baltymo frakcijos dializés buvo atliktas 7xHis zymés nukirpimo optimizavimas. 350 pL
reakcijos miSinyje, kei€iant tokius parametrus kaip His-TEV proteazés ir baltymo santykj, laika,
DTT koncentracija, temperatiirg bei vartant meégintuvelius 10 aps./min. ir nevartant, buvo atrinktos
optimaliausios salygos: 20 °C, 5 mM DTT, 1:10 santykiu, 48 val.
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Pasirinkus optimaliausias sglygas 18 tirtyjy ir nukirpus 7xHis zyme buvo atlieckamas antrasis
gryninimas. Antrosios afininés chromatografijos metu baltymas nesgveikauja su sorbentu, todél yra
randamas pratekéjusioje frakcijoje. Taip pat 60 proc. eliucijos buferinio tirpalo koncentracijos
surinktas baltymas su nenukirpta 7xHis Zyme dar karta kerpamas ir kartojama afininé
chromatografija.
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4.3 pav. A Dalis. His-TTR V30M IMAC chromatograma; B Dalis. Baltymy elektroforezes
gelio nuotrauka po His-TTR V30M gryninimo: M — molekulinis zymuo, 1 — biomasés méginys, 2
— supernatanto méginys po pirmo centrifugavimo, 3 — uzne$imo ant kolonos meéginys, 4 —
pratekéjusiy (neprisijungusiy) baltymy frakcija, pratekéjusiy (neprisijungusiy) baltymy frakcija, 5
— 10 % B buferinio tirpalo frakcijos meginys, 6 — 60 % B buferinio tirpalo frakcijos méginys; C
Dalis. His-TTR A97S IMAC chromatograma; D Dalis. Baltymy elektroforezés gelio nuotrauka po
His-TTR A97S gryninimo: M — molekulinis Zymuo, 1 — supernatanto méginys po pirmo
centrifugavimo, 2 — uzne$imo ant kolonos méginys, 3 — pratekéjusiy (neprisijungusiy) baltymy
frakcija, 4 — 10 % B buferinio tirpalo frakcijos méginys, 5 — 60 % B buferinio tirpalo frakcijos
méginys.
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Apjungus ir sukoncentravus surinktas tikslines frakcijas atlieckama gelfiltracijos
chromatografija (4.4 pav. A Dalis. ir C Dalis.). Chromatografijos metu atskirtos likusios priemaisos
bei pakeistas buferinis tirpalas j tinkamesnj saugojimui bei tolimesniems tyrimams. Gelfiltracijos
metu surinkti meéginiai analizuoti baltymy elektroforezés gelyje. Baltymo frakcija surinkta ir
sukoncentravus uzsaldyta (4.4 pav. B Dalis. ir D Dalis.).
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4.4 pav. A Dalis. TTR V30M gelfiltracijos chromatograma; B Dalis. Baltymy elektroforezés gelio
nuotrauka tikslinés baltymo frakcijos po gelfiltracijos: M — molekulinis Zymuo, 1 — tiksliné
baltymo frakcija; C Dalis. TTR A97S gelfiltracijos chromatograma; D Dalis. Baltymy
elektroforezés gelio nuotrauka tikslinés baltymo frakcijos po gelfiltracijos: M — molekulinis
zymuo, 1 — tiksliné baltymo frakcija.

4.3. TTR lydymosi temperatiiros nustatymas

4.3.1. TTR lydymosi temperatiiros nustatymas nano-DSF metodu

Nano-diferencinio skenavimo fluorimetrija (nano-DSF) buvo atlikta siekiant jvertinti
transtiretino baltymo iSsivyniojimo temperatirg (Tm). Nano-DSF metu yra matuojamas
aminorigsciy triptofano ir tirozino fluorescencijos emisijos intensyvumas (4.5 pav. A Dalis). Kai
baltymas i$sivynioja, §ios aromatinés aminoriigstys tampa prieinamos, o jy emisija pasikeicia 1§ 330
nm ] 350 nm. Pamatavus santykj tarp Siy emisijy bei suskai¢iavus duomeny pirming iSvesting yra
gaunama baltymo i§sivyniojimo temperatira (iSvestinés maksimumas) (4.5 pav. B Dalis ir C Dalis).
TTR V30M baltymo Tm pradinémis saglygomis nustatyti nepavyko, kadangi ji buvo didesné uz
nustatymo ribg (>95 °C), ko ir buvo tikétasi pagal literatiros duomenis (Hammarstrom, 2024).

Siekiant sumazinti baltymo Tm, eksperimentas buvo atliktas jdedant nuo 0,5 iki 2 M
guanidino hidrochlorido (GdnHCI) ir nuo 0,5 iki 6 M karbamido, kurie veikia baltymus kaip
denatiirantai. IS fluorescencijos intensyvumo pirminiy iSvestiniy kreiviy maksimumy gautos
lydymosi temperatiiros rodo, kad did¢jant GdnHCI koncentracijai Tm maZzéja Tuo tarpu karbamido
poveikis pastebimas tik esant >2 M koncentracijai, kas rodo silpnesnj jo denattiruojantj poveikj (4.5

pav.).
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Jdedant karbamido Jdedant GdnHCI
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4.5 pav. A Dalis. Fluorescencijos intensyvumo pokytis, didinat temperatiirg; B Dalis.
Fluorescencijos intensyvumo poky¢io iSvesting, didinat temperattirg; C Dalis. TTR V30M baltymo
18sivyniojimo temperatiiros (Tm) priklausomybé nuo guanidino hidrochlorido (nuo 0,5 iki 2 M) ir
karbamido koncentracijos (nuo 0,5 iki 6 M).

Norint jvertinti sulfonamidiniy junginiy poveikj TTR V30M lydymosi temperatirai,
pirmiausia buvo atlikta junginiy atranka. IS junginiy bibliotekos, kuriy slopinantis baltymo Af}
agregacijos poveikis jau buvo nustatytas, atrinkti potencialiis sulfonamidiniai junginiai, taikant
kompiutering baltymo-ligando saveikos modeliavimo analiz¢ (Zvirblis et al., 2024). Atrinkti
junginiai pagal kompiutering analiz¢ jungési panasSiai kaip zinomas stabilizatorius Tafamidis. Taip
pat buvo atsizvelgta j tai, kad TTR gali saveikauti su AP, todél Sie junginiai galéty turéti dvejopa
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poveikj — ne tik slopinti AP agregacija, bet ir stabilizuoti TTR tetramerg. Atrinkus junginius, kurie
galéty stabilizuoti baltymga (padidinti baltymo Tm) prisijungiant j jo aktyvyjj centra, buvo atliktas
tyrimas denatiiruojan¢iomis saglygomis (4 M karbamido tirpale) (1 priedas). Kaip kontrolé naudotas
zinomas transtiretino stabilizatorius Tafamidis, kuris turéty didinti baltymo lydymosi temperatiirg.
Vis délto Tafamidis reikSmingos jtakos Tm neturéjo. Toks rezultatas galéjo buti dél netinkamai
pasirinkty tyrimo salygy ir naudota karbamido koncentracija galéjo sutrikdyti baltymo-ligando
saveika (2 priedas).

Ieskant salygy, kuriomis Tafamidis stabilizuoty transtireting buvo matuojama lydymosi
temperatira, reakcijos misinyje su TafamidZiu ir be jo. Tyrimas buvo atliktas naudojant skirtingas
karbamido koncentracijas. Didinant karbamido koncentracija, lydymosi temperatiira mazéjo,
nepaisant to ar buvo jdétas Tafamidis ar ne, todél buvo nuspresta ieskoti kity lydymosi temperattros
nustatymo salygy (3 priedas).

Neradus tinkamy salygy, lydymosi temperatiiros pokycius nustatyti naudojant denatiirantus,
remiantis literatiros duomenimis, buvo pasirinkta, lydymosi temperatiros matavimus atlikti
rugstinémis saglygomis (pH 4,4). Kadangi tokiomis saglygomis baltymas yra monomerinés formos, jo
1$sivyniojimo procesas reakcijos misinyje be Tafamidzio nevyko, todé¢l lydymosi temperatiiros (Tm)
nustatyti nepavyko (Lim et al., 2013). ] reakcijos miSinj idéjus Tafamidzio, baltymas, tikétina, sudaro
tetramering struktiira, todél pavyko nustatyti Tm apie 88 °C (4 priedas).

Toliau buvo bandoma optimizuoti TTR:TafamidZio santykj. Atsizvelgiant i literatiiros
duomenis, ankstesni tyrimai buvo atlikti naudojant 1:5 (TTR:Tafamidzio) santykj. Siekiant jvertinti
Tafamidzio koncentracijos poveikj, buvo atliktas lydymosi temperatiiros nustatymas, keic¢iant
Tafamidzio koncentracijg tirpale. Nustatyta, kad Siuo atveju skirtinga Tafamidzio koncentracija
tirpale reikSmingos jtakos Tm neturéjo (5 priedas).

4.3.2. TTR lydymosi temperatiiros nustatymas DSF metodu

Kadangi nano-DSF metodu nepavyko patikimai jvertinti TTR baltymo lydymosi
temperattiros (Tm) priklausomybés nuo sulfonamidiniy junginiy poveikio, buvo atlikta diferencinio
skenavimo fluorimetrija (DSF). Matavimo metu buvo naudojamas ANS dazas, kuris jungiasi prie
baltymy hidrofobiniy aminoriig§¢iy liekany, kurios tampa prieinamos baltymo i§sivyniojimo metu.

Optimizuojant matavimo salygas, buvo pasirinktos tirti skirtingos ANS daZo koncentracijos
tirpale (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 uM). Gauti rezultatai parode, kad rugstinése salygose TTR
V30M Tm yra apie 85 °C, tai yra Zemesné verté nei nustatyta nano-DSF metodu tomis paciomis
saglygomis. Baltymo lydymosi temperatiira galime tiksliau matyti nuo 64 pM ANS daZo
koncentracijos (4.6 pav.).
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4.6 pav. A Dalis. ANS dazo fluorescencijos intensyvumo duomenys; B Dalis. Fluorescencijos
intensyvumo pirmings i§vestinés, matuojant TTR V30M baltymo stabilumg su skirtingomis ANS
koncentracijomis (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 uM) rigstinémis, pH 4,4.

Siekiant jvertinti Tafamidzio poveikji TTR V30M lydymosi temperatiirai, buvo pasirinkta
naudoti santykj 1:10 (TTR:TafamidZio), 50 ir 100 uM ANS dazo koncentracijas reakcijos miSinyje
bei dvi pH reikSmes 4,4 ir 7,4. Reik§mingo skirtumo tarp lydymosi temperattiros méginiuose nebuvo
pastebéta (6 priedas).

4.3.3. nano-DSF su sandarintais kapiliaro galais

Siekiant iSplésti temperatiiros matavimo ribas, nano-DSF analizé buvo atlikta naudojant
uzsandarintus kapiliary galus, kas leisty pakelti temperatiira iki 110 °C laipsniy. Sio tyrimo metu
PBS tirpale nustatyta transtiretino V30M ir A97S iSsivyniojimo temperatira yra 94,8 + 0,3 °C ir
100,4 + 1,5 °C, kai TTR WT 102,6 = 0,5 °C (4.7 pav. B ir C dalis). Kaip ir tikétasi, stabiliausia
baltymo forma buvo laukinio tipo, o nestabiliausia — turinti mutacija V30M. Lyginant TTR lydymosi
temperattira PBS ir PBS su DMSO tirpale (sulfonamidiniai junginiai buvo tirpinti DMSO tirpale),
nustatyta, kad visoms tirtoms TTR formoms, DMSO esant tirpale, lydymosi temperatiira buvo
reik§minai maZzesné (4.7 pav. A dalis). Tafamidis didino lydymosi temperatiira, taciau kiti junginiai
reik§mingos jtakos netur¢jo (4.7 pav. D dalis). Gauti rezultatai i§ dalies atitinka literatiiroje randamus
duomenis. Tyrimo metu PBS tirpale nustatytos transtiretino varianty iSsivyniojimo temperatiros yra
Siek tiek didesnés. Literatiroje TTR V30M 92,8 £ 0,1 °C, TTR A97S 98,5 £0,1 °C, o TTR WT
101,1 £ 0,3 °C. Vis délto bendra tendencija sutampa, stabiliausia forma yra TTR WT, o maZiausiai
stabili — TTR V30M. Taip pat DMSO sumazina visy TTR formy lydymosi temperatiira, o Tatamidis
ja padidina (Liu et al., 2019).

36



A B C

[?25%45%
4 1,51QR
104 ** — Mediana
°  Vidurkis

= 102 g *_Reiksmes
" Q
96

® TTRA97S ¢ TTRA97S
+ TTRV3OM + TTRV3OM ﬂ

100] o TTRWT . ooual © TTRWT A ;

0.96
] 0.003 4

0.92 4

V.M .
L}
o
diidT

L
H
1
M
H .
g 0.002 1 ] “i L 3
“ ! . 2
H 3

0.88 H .
» .

0.001 4 T .
.' -

Lydymosi temperatdra, °C
E
Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

0.84

90 T T T T T T 0.000
q?? & 70 5 80 85 20 95 100 105 110 T 5 80 85 90 95 100 105 110

&L Temperatira, °C Temperatira, °C

<& D & & ‘6:@9' & &
B TTR vaow
e e P
. . 102+ - 102
o g =
5 5 5
w ® 100 = 100
[ 5 s
o o o
£ £ o8 £ 93
K] s 2
3 2 9% Z 96
g 13 £
g -: 94 -.: 94
p} -1 -
92 92
90 90

o

S 2 >
& &8 o8 ;
& & ¥ & ef &

&
Ry

&

I

O N &3
& & »
o & 7

Y « &

&
Qép N

4.7 pav. A Dalis. TTR baltymy lydymosi temperatiiros (Tm) nustatytos nano-DSF (** p <
0,01, *** p < 0,001, ANOVA (Bonferroni); B Dalis. Fluorescencijos intensyvumo pokytis, didinat
temperatirg (PBS tirpalas); C Dalis. Fluorescencijos intensyvumo pokycio i§vesting, didinat
temperatiirg (PBS tirpalas); D Dalis. TTR baltymy lydymosi temperatiiros (Tm) nustatytos nano-
DSF (** p <0,01, *** p <0,001, ANOVA (Bonferroni), lyginant su PBS+DMSO).

4.4. TTR agregacijos tyrimas

4.4.1. TTR agregacijos salygu optimizavimas

Norint gauti TTR amiloidines fibriles ir istirti potencialiy slopikliy poveiki agregacijos
mechanizmui, pirmiausia buvo atlikta literatiros analize, siekiant nustatyti tinkamas TTR
agregacijos salygas. Remiantis literatira, TTR agregacija dazniausiai atlickama rtgstinémis
salygomis (pH 4,4) 37 °C temperatiiroje (Ferreira et al., 2021; Ritsch et al., 2024).

Pakartojus literattiroje apraSytus metodus ir negavus amiloidiniy TTR baltymo fibriliy, buvo
nuspresta optimizuoti agregacijos salygas, naudojant transtiretino patogeninj variantg TTR A97S.
Siuo tikslu agregacija buvo atlikta 24 skirtingomis salygomis (3.7 Lentel¢.). Vizualiai vertinant
atominés jégos mikroskopu gautas nuotraukas, matyti, kad 37 °C temperatiroje, fosfatiniame
buferiniame tirpale be GdnHCI, daugiausia stebimi dariniai panasis ] oligomerus (4.8 pav. Al, A2,
AS, A6). Trumpi fibriliai dariniai rySkiausiai matomi esant 60 °C temperatiirai, fosfatiniame tirpale
su I M GdnHCI be rutuliuky (4.8 pav. A3, A7, Al1, A15). Esant 1 M GdnHCI, stebima didziausia
morfologiné jvairové (4.8 pav. A9-A16). Maziausiai dariniy matoma fosfatiniame buferiniame
tirpale su 2 M GdnHCI po 2 dieny (4.8 pav. A17-A23). Vis délto, po 5 dieny esant 2 M GdnHCl ir
60 °C temperatiiroje be rutuliuky, pavir§ius nebuvo padengtas monomerais ar oligomerinémis
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sankaupomis, taCiau matoma viena tiesi fibrilé, primenanti randamas ex vivo (Schmidt et al., 2019).
Tai gali parodyti, kad dalis agregaty yra sulipg ir pasiskirste netolygiai, kas galéjo apsunkinti jy
identifikavima (4.8 pav. A23). Panasios tiesios fibrilés taip pat stebétos ir méginyje su rutuliukais
(4.8 pav. A24).

37°C 60°C Aukstis
; ; T 8nm
Be purtymo - 7
0 M GdnHCl
6
700 aps./min.
5
4
Be purtymo
1M GdnHClL 3
700 aps./min.
2
1
Be purtymo
0
2 M GdnHCl
-1
700 aps./min.
-2

Be rutuliuky Daug mazy rutuliuky/ Be rutuliuky Daug mazy rutuliuky/
Du dideli rutuliukai Du dideli rutuliukai

4.8 pav. TTR A97S agregaty vaizdiniai gauti atominés jégos mikroskopu 24 skirtingomis
salygomis.
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Tos pacios salygos buvo pakartotos su TTR V30M forma, tac¢iau buvo pasirinkta nenaudoti
2 M GdnHCI, kadangi tomis sglygomis buvo matomas maziausias, susidariusiy agregaty kiekis.
Kaip ir TTR A97S atveju, matyti, kad 37 °C temperatiiroje, fosfatiniame buferiniame tirpale be
GdnHCI, daugiausia stebimi j oligomerus panasiis dariniai (4.9 pav. B1, B2, B5, B6). Po penkiy
dieny 60 °C temperatiiroje stebimos agregaty sankaupos (4.9 pav. B7, B8). Taip pat 60 °C
temperatiroje, fosfatiniame tirpale be GdnHCI ir be rutuliuky, matomi trumpi fibriliniai dariniai,
taciau tomis paciomis sglygomis tik su 1 M GdnHCI stebimi ilgesni fibriliniai dariniai (4.9 pav. B3,
B7, B11, B15). TTR V30M méginiy vaizdiniuose galime matyti daugiau ilgesniy fibriliniy dariniy
ir kitomis $io tyrimo sglygomis. Toks skirtumas galéjo buti dél baltymo mazesnio stabilumo, ka
patvirtina 4.3.3 skyriuje gauti rezultatai ir literatiira.

37°C 60°C Aukstis

Be purtymo
0M GdnHCl

700 aps./min. |§

Be purtymo

1M GdnHCL

700 aps./min.

B13 B14

Be rutuliuky Daug mazy rutuliuky/ Be rutuliuky Daug mazy rutuliuky/
Du dideli rutuliukai Du dideli rutuliukai

4.9 pav. TTR V30M agregaty vaizdiniai gauti atomingés jégos mikroskopu 16 skirtingy
salyguy.

TTR agregacijos procesa lemia aplinkos salygos, kurios keicia agregacijos kinetika, todél
susidaro skirtingos morfologinés strukttiros. Esant 0 M GdnHCI ir 37 °C, baltymas islieka artimas
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natyviai biisenai, todél agregacija vyksta l1¢tai ir dominuoja oligomerai. Padidinus temperatiirg iki
60 °C, sparte¢ja molekuliy judéjimas ir maze¢ja energijos barjeras, todél lengviau formuojasi fibrilés
(Almeida & Brito, 2020). Tuo tarpu 1 M GdnHCI sukelia daling denattiracija, atveria hidrofobinius
regionus ir sudaro palankias salygas agregacijai, todél stebima morfologiné jvairové. Esant 2 M
GdnHCI, baltymas yra denatiiruotas (prarades natyvig konformacijg ir iSsilankstes (angl. unfolded)),
todé¢l nesusidaro dariniai ir agregacija slopinama (Acharya & Chaudhuri, 2021). Papildomas
mechaninis poveikis (purtymas ir rutuliukai) skatina fragmentacijg taip didindamas fibriliy kiekj bei
trumpindamas jy ilgj (You et al., 2025).

4.4.2. TTR amiloidiniy fibriliy vaizdiniai

Norint jvertinti, kaip keiciasi susidariusiy agregaty morfologija j reakcijos miSinj jdéjus
TafamidZzio bei vietoj PBS tirpalo nadojant dSS tirpala, agregacijos tyrimai buvo atliekami pagal
ankstesnio tyrimo metu atrinktas salygas (tirpalas su 1 M GdnHCI, baltyma praskiedziant iki 10 pM
koncentracijos ir inkubuojant 60 °C temperatiroje, TTR V30M variantui naudotos salygos be
purtymo, o TTR A97S su 700 aps./min. purtymu). Sj karta méginiai buvo analizuojami ne tik po 5,
bet ir po 2 dieny. Dviejy dieny pakako, kad bty stebimos TTR V30M mutanto fibrilés, tuo tarpu
TTR A97S fibrilés matomos tik po penkiy dieny (4.10 pav. A4, B1, B4). Tai sutampa su anksc¢iau
gautais duomenimis, rodanciais, kad TTR V30M variantas yra maziau stabilus nei TTR A97S.

I reakcijos miSinj jdéjus Tafamidzio, abiejy transtiretino varianty méginiuose fibriliy
susidarymas nebuvo stebétas, ta¢iau matomos apvalios struktiiros primenanc¢ios oligomerinius
darinius (4.10 pav. A2, AS, B2, B5). Kadangi yra zinoma, jog Tafamidis jungiasi j TTR tiroksino
prisijungimo vieta ir stabilizuoja tetramering baltymo forma, monomery susidarymas yra slopinamas
(Gertz et al., 2025; Tschope & Elsanhoury, 2022). Salygose, kai  reakcijos miSinj jdétas Tafamidis
TTR A97S, po 2 dieny, be oligomeriniy dariniy, matomos kelios kirmino formos (angl. worm-like)
struktiiros. Po 5 dieny tose paSiose salygose jy nebuvo matyti. Tai gali rodyti, kad dalis agregaty yra
sulipe ir pasiskirste netolygiai, kas galéjo apsunkinti jy identifikavimag (4.10 pav. A2, AS5). Tuo tarpu
dSS tirpale susidariusios fibrilés buvo trumpesnés nei PBS tirpale (4.10 pav. A4, A6, B1, B4, B6).
Tai gali bati susije su dSS sudétyje esanéiy metaly jony, baltymy ir kity molekuliy poveikiu. Sie
veiksniai gali keisti agregacijos mechanizmg, susidaran¢iy agregaty morfologija bei slopikliy
poveikj (Sakalauskas et al., 2023).

Lyginant gautus vaizdinius su literatiiroje randamais duomenimis, PBS su 1 M GdnHCl
salygomis matomos TTR fibrilés primena taip vadinamas kirmino formos (angl. worm-like) fibriles,
kurios yra plonos, susiraizgiusios ir skirtingo ilgio. Jos yra morfologiskai panaSesnés | ex vivo
randamas B tipo fibriles, kurios yra ilgesnés, storesnes ir sudaro pluostus (4.10 pav. A4, B1, B4)
(Saelices et al., 2018).

Tuo tarpu dSS su 1 M GdnHCI terpéje matomos TTR V30M fibrilés panaSios i taip
vadinamas A tipo fibriles, nustatytas ex vivo salygomis. Jos yra trumpesnés, heterogeniskos, daznai
fragmentuotos, iSsidésciusios chaotiskai (4.10 pav. B3, B6) (Nguyen et al., 2024; Schmidt et al.,
2019). Po 5 dieny matomi TTR A97S heterogeniski agregatai, kuriuose stebimos trumpos
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sustoréjusios fibrilés bei amorfiskesni dariniai (4.10 pav. A6). Sie rezultatai rodo, kad tirpalo sudétis
gali reikSmingai paveikti TTR agregacijos mechanizmg ir susidaranc¢iy dariniy morfologija.
Fiziologiskai artimesnémis sglygomis formuojasi agregatai, labiau panasiis | ex vivo aptinkamas
TTR amiloidines fibriles. Tuo tarpu standartiniuose in vitro modeliuose daznai triiksta fiziologingje
aplinkoje esan¢iy komponenty, todél tokiose salygose gali vyrauti lankstesnés, kirmino formos
(angl. worm-like) fibrilés.

PBS+1MGdnHCL ___PBS+1MGdnHCL+ TAFAMIDIS ___dSS+1M GdnHCL __ Aukstis

A [~ 8nm
-7
Po 2 dieny |8
6
5
Po 5dieny
4
B 3
2
Po 2 dieny
1
0
Po 5dieny &
-1
=2

4.10 pav. A Dalis. TTR A97S agregaty vaizdiniai gauti atominés jégos mikroskopu; B Dalis. TTR
V30M agregaty vaizdiniai gauti atominés jégos mikroskopu.
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Norint palyginti susidariusiy fibriliy aukstj skirtingomis sglygomis, buvo atrinktos 4.10 pav.
pateikty méginiy nuotraukos, kuriose aiskiai identifikuojamos fibrilés: A3, A4, A6, B1, B3 ir B4.
Kadangi analizuotose nuotraukose fibriliy tankis buvo didelis, kiekviename méginyje buvo
pamatuoti 25 fibriliy auksciai. Analizuojant gautus duomenis nustatyta, kad A6 nuotraukoje stebimy
fibriliy aukstis buvo reikSmingai didesnis nei kitomis saglygomis susidariusiy fibriliy, taip pat turéjo
didziausiag auksCiy pasiskirstymg. Tuo tarpu kitose saglygose fibriliy auksc¢iai buvo mazesni ir
tarpusavyje panasesni. Visose tirtose salygose nustatyti fibriliy auksc¢iai buvo nuo 1 iki 6 nm (4.11
pav.).
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4.11 pav. TTR fibriliy auksciy pasiskirstymas 1§ 4.10 pav. (n =25, ** p < 0,01, *** p <
0,001, ANOVA (Bonferroni)).

Nors TTR agregacija yra placiai tiriama, Sio baltymo agregacijos mechanizmai in vitro
salygomis vis dar néra iki galo iSaiskinti. TTR svarbus ne tik TTR sukelty amiloidoziy patogenezeje,
bet ir saveikoje su kitais linkusiais agreguotis baltymais, pavyzdziui, amiloidu beta (Af), siejamu su
Alzheimerio liga (Du & Murphy, 2010). D¢l Sios priezasties svarbu ne tik identifikuoti TTR

.....

Siame darbe pavyko atkurti TTR agregacijos procesa skirtingomis in vitro salygomis ir
nustatyti, kad agregaty morfologija priklauso nuo tirpalo sudéties. Gauti rezultatai leis detaliau tirti
agregacijos mechanizmus bei susidariusiy struktiry poveikj kitiems baltymams, in vivo
artimesnémis salygomis. Taip pat dSS terpéje stebéty agregaty morfologija parode, kad sudétyje
esanCios komponentés gali reikSmingai paveikti susidaranciy agregaty struktiirg. Tai parodo
fiziologiniy salygy svarbg in vitro tyrimuose.
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ISVADOS

. Buvo gauta apie ~82 mg V30M, apie ~134 mg A97S transtiretino bei apie ~123 mg His-
TEV proteazeés.

. Nustatyta, kad PBS tirpale transtiretino V30M ir A97S iSsivyniojimo temperatira yra
atitinkamai 94,8 = 0,3 °C ir 100,4 £ 1,5 °C, kai TTR WT 102,6 + 0,5 °C.

. Atrinkti sulfonamidiniai junginiai transtiretino patogeniniy varianty V30M ir A97S
1$sivyniojimo temperatirai reikSmingos jtakos neturéjo.

. Nustatytos bendros agregacijos salygos (10 uM TTR, PBS su 1 M GdnHCI, 60 °C
temperatiira), kuriose TTR V30M ir TTR A97S per 5 dienas suformuoja fibrilinius agregatus.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS

CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

ARUNE JOCYTE
Transtiretino patogeniniy varianty V30M ir A97S agregacijos tyrimas

Transtiretinas (TTR) yra tetramerinis transportinis baltymas, randamas kraujo plazmoje ir
smegeny skystyje. Jis daugiausia sintetinamas kepenyse, taip pat gyslainés rezginyje ir tinklainés
pigmentiniame epitelyje. TTR pernesa skydliaukés hormonag tiroksing (T4) bei retinolj (vitaming A),
susijungusj su retinolj suriSan¢iu baltymu.

Transtiretino amiloidozés (TTRA) metu TTR amiloidés fibrilés kaupiasi jvairiuose
organuose ir audiniuose, sukeldamos ligas (dazniausiai amiloiding polineuropatijg ir
kardiomiopatija) ir pacienty mirtj. Transtiretino amiloidozé skirstoma j dvi pagrindines formas:
paveldimg transtiretino amiloidoz¢ (pTTRA) ir laukinio tipo transtiretino amiloidoze (WtTTRA).
Paveldima formg lemia TTR geno mutacijos, o laukinio tipo forma yra susijusi su sen¢jimu ir
i$sivysto dél laukinio tipo TTR kaupimosi.

Siame darbe siekiama jvertinti transtiretino patogeniniy varianty V30M ir A97S
1§sivyniojimo temperatiirg bei iStirti jy agregacijos salygas. Kadangi transtiretino amiloidozé §iuo
metu yra neiSgydoma, o taikomi gydymo metodai tik Iétina ligos progresavima, svarbu ieskoti naujy
junginiy, galin¢iy padidinti gydymo veiksminguma.

Tyrimo metu TTR variantai V30M ir A97S buvo i8gryninti taikant imobilizuoty metalo jony
afininés bei gelfiltracijos chromatografijos metodus. Baltymy stabilumas vertintas nustatant jy
i$sivyniojimo temperatiira, taikant nano diferencinio skenavimo fluorimetrijos metoda. Nustatyta,
kad TTR A97S variantas pasiZymi didesniu stabilumu nei TTR V30M. Taip pat istirta, jog atrinkti
sulfonamidiniai junginiai netur¢jo reikSmingos jtakos TTR varianty stabilumui. Be to, keiciant
agregacijos salygas, atominés jégos mikroskopu iSrinktos agregacijos salygos.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY

FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

ARUNE JOCYTE
Aggregation Study of Transthyretin Pathogenic Variants V30M and A97S

Transthyretin (TTR) is a tetrameric transport protein found in blood plasma and
cerebrospinal fluid. It is primarily synthesized in the liver, as well as in the choroid plexus and the
retinal pigment epithelium. TTR transports the thyroid hormone thyroxine (T4) and retinol (vitamin
A) bound to retinol-binding protein.

In transthyretin amyloidosis (TTRA), TTR amyloid fibrils accumulate in various organs and
tissues, causing disease (most commonly amyloid polyneuropathy and cardiomyopathy) and death
in patients. Transthyretin amyloidosis is classified into two main forms: hereditary transthyretin
amyloidosis (pTTRA) and wild-type transthyretin amyloidosis (WtTTRA). The hereditary form is
caused by mutations in the TTR gene, while the wild-type form is associated with aging and develops
due to the accumulation of wild-type TTR.

This study aims to evaluate the melting temperatures of the transthyretin pathogenic variants
V30M and A97S to investigate their aggregation conditions. Since transthyretin amyloidosis is
currently incurable and existing treatments only slow the progression of the disease, it is important
to search for new compounds that could increase the effectiveness of treatment.

During the study, the TTR variants V30M and A97S were purified using immobilized metal
ion affinity and gel filtration chromatography. Protein stability was assessed by determining their
melting temperatures using nano-differential scanning fluorimetry. It was found that the TTR A97S
variant exhibits greater stability than TTR V30M. It was also found that the selected sulfonamide
compounds had no significant effect on the stability of the TTR variants. Furthermore, by varying
the aggregation conditions, the aggregation conditions were identified using an atomic force
microscopy.
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PRIEDAI

1 priedas. Atrinkti sulfonamidiniai junginiai.

Junginio trumpinys

Cheminé formulé

MZ722-23

MZ21-10

M7Z22-55

M723-04
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2 priedas. A dalis. Fluorescencijos intensyvumo pokytis, didinat temperatiirg; B dalis.
Fluorescencijos intensyvumo pokycio iSvesting, didinat temperattirg; C Dalis. TTR V30M baltymo
1§sivyniojimo temperattros (Tm) priklausomybé nuo sulfonamidiniy junginiy poveikio (4 M
karbamido salygose).

A B

=
L

didT

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 50 5 60 6 70 75 80 8 90 95
C Temperatira, °C Temperatira, °C
84
& Bejunginio
T .| e mz2223
L ¢ MZ21-10
E MZ22-55
£ o e MZ23-04
= w0 ‘ . e Tafamidis santykiu 1:5
£ . ® Tafamidis santykiu 1:1
i4
~ ) .
TTE PR P F e e
&I E T T
&
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3 priedas. TTR V30M baltymo iSsivyniojimo temperatiiros (Tm) priklausomybé nuo karbamido
koncentracijos (nuo 0,5 iki 4 M).

[ Be Tafamidzio
[ Su Tafamidziu

85-.
80 -
75-.
70-.

65 -

Lydymosi temperatdra, °C

60 -
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4 priedas. TTR V30M baltymo iSsivyniojimo temperatiiros (Tm) priklausomybé nuo skirtingy
tirpaly (B1 ir B2 tirpalai) su ir be Tafamidzio pH 4,4.

® 200 mM NaOAc, 100 mM NaCl su Tafamdziu (pH 4,4)
200 mM NaOAc, 100 mM NaCl be Tafamidzio (pH 4,4)

® 50 mM NaOAc, 100 mM KCl su Tafamidziu (pH 4,4)
50 mM NaOAc, 100 mM KCl be Tafamidzio (pH 4,4)

0.92

0.88 -

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

50 55 60 65 70 75 80 85 20 95
Temperatira, °C



5 priedas. TTR V30M baltymo iSsivyniojimo temperatiros (Tm) priklausomybé nuo Tafamidzio
koncentracijos (naudojamas Bl tirpalas).

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

1.4

1.3 1

1.2 4

1.1 4

50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Temperatdra, °C

Be Tafamidzio
5 uM TafamidZio (1:0,5)
10 pM Tafamidzio (1:1)
25 uM TafamidZio (1:2,5)
50 pM Tafamidzio (1:5
(o}

)
100 uM TafamidZio (1:10)
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6 priedas. A Dalis. ANS dazo fluorescencijos intensyvumo duomenys; B Dalis. Fluorescencijos

intensyvumo pokycio pirminés iSvestinés, matuojant TTR V30M baltymo stabilumg su
skirtingomis ANS koncentracijomis (50, 100 uM), pH 4,4 ir 7,4 bei su ir be TafamidZio.

36',A o,zB
=
LA B 0.0 4
:
S 25

0.2

:

20 4 =
:';4 D04
- -]
5.15—
(5 0.5 1
§
@ 10
[ ]
- 0.8
=}
T 54

r - r r - r r T 1.0
50 55 80 8 70 75 80 85 80 95
Temperatira, "C

65

& 70 75 8
Temperatira, °C

BS

50 pM ANS:
100 uM TafamidZio (1:10), pH 4.4
Be Tafamidzio, pH 4,4
100 uM Tafamidiio (1:10),pH 7,4
Be TafamidZio, pH 7.4

100 pM ANS:
100 pM Tafamidiio (1:10), pH 4,4
Be Tafamidzio, pH 4,4
100 pM Tafamidiio (1:10), pH 7,4
Be Tafamidzio,pH 7,4
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