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Darius SULSKIS

Santrumpos

AH - entalpijos pokytis

AJM — atominés jégos mikroskopija

ANS — l-anilinonaftaleno 8-sulfonatas

aps./min — apsisukimai per minute

BMR - branduoliy magnetinis rezonansas

CD14 — ko-receptorius liposacharidy atpazinimui

CD33 — receptorius, atpazjstantis sialo rugstj

CD65 — glikoproteinas, kuris jungiasi su mazo tankio lipoproteinais

CD85j — dar kitaip vadinamas LILRB1 - leukocity receptorius (angl. Leukocyte
immunoglobulin-like receptor subfamily B member 1)

CD — apskritiminis dichroizmas

DAMP - biomolekulés, kurios inicijuoja neinfektyvy imuninj atsaka (angl.
Damage-associated molecular pattern) (pvz. citozoliniai, S100 baltymai, nukleorugstys is
branduoliy)

DSF — diferencinio skenavimo fluorimetrija

DSK — diferencinio skenavimo kalorimetrija

DTT - ditiotreitolis

EDTA - etilendiamintetraacto rugstis

EF — kalcj risantis motyvas (spiralé-kilpa-spiralé)

EMMPRIN — uZlastelinio matrikso metaloproteinazés induktorius (angl. extracellular
matrix metalloproteinase inducer)

I, Linin, Imae — fluorescencijos intensyvumas (minimumas ir maksimumas)

[I-18 — Interleukinas-1

IPTG — izopropil-3-D-tiogalaktopiranozidas

ITK — izoterminé titravimo kalorimetrija

Hsp(104/70) — siluminio Soko baltymai molekuliniai Saperonai

HSPG — heparino sulfato proteoglikanai

GndHCI — guanidino hidrochloridas

GPCR — su G baltymais sgveikaujantys receptoriai

LPS — lipopolisacharidai

MAPK - mitogeny aktyvinamy baltymy kinazés

Milli-Q — labai Svarus vanduo

MES - 2-N-morfolinoetanosulfoniné rugstis

MDSC — mieloidinés kilmés supresines lastelés

NDS — natrio dodecilsulfato

NDS-PAGE — natrio dodecilsulfato denaturuojanti poliakrilamidinio gelio elektroforezé

(angl. sodium dodecylsulphate polyacrylamidic gel electrophoresis)
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PAMP — biomolekulés, kurios inicijuoja infektyvy imuninj atsaka (angl.
Pathogen-associated molecular patterns) (pvz. bakteriju lipopolisacharidai,
endotoksinai)

PIPES — piperazino-N,N’-bis(2-etansulfoniné rugstis

PK — proteinazé K

PMSF — fenil-metil-sulfonilfluoridas

PVDF — polivinilideno difluoridas

RAGE - glikozilinty galutiniy produkty receptorius

pH3 — transkripcijos faktorius

OT — optinis tankis

Rho — transkripcijos terminacijos faktorius

Sp11/PU.1 — transkripcijos faktorius

SATBI1 — chromatino organizavimo faktorius

TEMED — N,N,N’ N’— tetrametiletildiaminas

ThT — Tioflavinas T

TLR — (angl. toll-like receptor )

TREM2 — receptorius, reguliuojantis imuninj atsaka makrofagy ir dendrity lastelése
TRIS — 2-Amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3 diolis

TNF-a — naviky nekreozeés faktorius - «

ZIV — 7Zmogaus imunodeficito virusas
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Ivadas

S100A baltymy seimg sudaro 25 baltymai, kurie yra svarbus, reguliuojant uzdegiminius
procesus tarp lagsteliy. Si Seima priskiriama EF-rankos motyva turinéiy baltymy grupei.
Prie EF-rankos gali jungtis kalcis ir inicijuoti SI00A baltymy struktiirinius poky¢ius. Siy
baltymy koncentracija pakinta vézio, neurodegeneratyviniy ligy metu bei esant uzdegimui
ar imuniniam atsakui.

I$ SI00A baltymuy seimos galima isskirti du atstovus: SI00A8 ir SI00A9 (dar vadinami
kalgranulinais), kurie gali sudaryti heterodimerus ir kartu agreguoti j amiloidines fibriles.
Yra manoma, kad dél siy fibriliy poveikio atsiranda prostatos vézys (Yanamandra et al.,
2009). Tolimesniuose tyrimuose buvo pastebéta, kad SI00A9 baltymo kiekiai yra padidéje
zmoneése, kurie serga Alzheimerio liga. Detaliau iSanalizavus §j rysj su Alzheimerio liga,
parodyta, kad SI00A9 randamas kartu su [-amiloido peptidu, su kuriuo jis kartu gali
agreguoti (Zhang et al., 2012). Be to, esant galvos pazeidimams, SI00A9 gali vienas pats
agreguoti, o véliau atitinkamai inicijuoti ir S-amiloido agregacija. (Wang et al., 2014).
Taip pat S100A baltymu lokalizacija gali sutapti su a-sinukleinu (Nakamura et al., 2015),
kuris yra vienas is pagrindiniy Parkinsono ligos metu agreguojanciy baltymuy.

Bendrai apie S100A9 agregacija yra mazai zinoma, o ji gali buti svarbi neurodege-
neratyviniy ligy metu. Todél yra aktualu suprasti ir istirti SI00A9 virsma j amiloidines
fibriles.

Darbo tikslas - istirti SI00A9 baltymo agregacija i amiloidines fibriles ir jo poveikj
a-sinukleino agregacijai.

Darbo uzdaviniai:

1. Isgryninti S1I00A9 ir a-sinukleino baltymus.

2. Istirti metaly jony jtaka S100A9 baltymo stabilumui.
3. Isbandyti skirtingas salygas S100A9 agregacijai.

4. Patikrinti SI00A9 jtaka a-sinukleino agregacijai.
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1. Literaturos apzvalga

1.1. S100 baltymy seima

1965 m. mokslininkas Blake W. Moore atrado baltymus, kurie buvo isfrakcionuoti is
tirpaus (angl. soluble) jau¢io smegenu meéginio, jsotintu (100%) amonio sulfato tirpalu,
ir dél to Siuos baltymus pavadino S100 (Moore, 1965). S100 baltymy Seima sudaro 25
homologiniai baltymai, turintys kalcj risancius EF-rankos tipo domenus. S100 baltymai
turi maza molekuline mase (9-13 kDa) ir linke sudaryti homodimerus, heterodimerus bei
tetramerus (Cmoch et al., 2012). Kalcis ypa¢ svarbus siems baltymams, nes jis padeda re-
guliuoti jy funkcijas ir konformacijas (1.1 pav.) (Santamaria-Kisiel et al., 2006). Zmoguje
dauguma S100A baltymo geny randami 1 chromosomoje, 1q21 regione (Mischke et al.,
1996). Nors S100 baltymu Seima yra gana didelé, jie yra randami tik zinduoliuose, todél
pirma buvo manoma, kad Sie baltymai filogenetiskai yra nauji (Donato, 2001). Atlikus
detalesnius baltymuy evoliucijos tyrimus, pamatyta, kad S100 baltymuy Seima paskutinius
165 milijony mety isliko mazai pakitusi, o kai kurie Sios Seimos atstovai galéjo pradéti eg-
zistuoti ir su pirmais stuburiniais gyvunais, tai yra pries 500 milijony mety (Zimmer et al.,
2013). Is sios Seimos galima isskirti du baltymus S100A8 ir S100A9, kuriy heterodime-
rai sudaro amiloidinius darinius prostatoje, o SI00A9 gali agreguoti kartu su S-amiloidu
(Wang et al., 2014).

]
@;ncentracuos padidéjimas
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1.1 pav. Kalcio jtaka S100A baltymams (Santamaria-Kisiel et al., 2006).
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1.2. S100A baltymy strukturos

S100A9 baltymg sudaro keturios « spiralés su dviem spiralé-kilpa-spiralé motyvais.
S100A9 baltymas pasizymi ilgu nestrukturizuotu C galu (1.2 pav.). SI00A9 gali turéti
skirtingas oksidacines modifikacijas: oksiduotg metioning, nitrozilintg cisteing ir sudaryti
disulfidinius tiltelius tarp atskiry baltymo molekuliy (Lim et al., 2009). ST00A9 su oksiduo-
tais 63 ir 83 metioninais praranda atstumiantj efekta periferiniuose neutrofiluose (Sroussi
et al., 2006). SI00A9 nitrozilinimas. priklauso nuo kalcio, nitrozilintas SI00A9 praranda
savo uzdegimine funkcija (Markowitz ir Carson, 2013). SI00A9 sudaro heterodimera su
S100AS8, nors pagal seky panasuma jam yra artimiausias SI00A12. Visi trys baltymai yra
lokalizuoti panasioje lastelés vietoje, todél spéjama, kad yra specialus mechanizmas, kuris
leidzia susijungti SI00A8 ir S1I00A9, bet ne S100A9 ir SI00A12 (Ttou et al., 2002). Taip
pat SI00A12 yra isskirtinai sintetinamas tik granuliocituose ir veikia nepriklausomai nuo
S100A8 ir SI00A9 (Vogl et al., 1999). Remiantis baltymy evoliucija spéjama, kad SI00A12
yra pakitusi SI00A9 geno kopija, praradusi ilga C-gala (Kwek et al., 2013). Taciau savei-
kai tarp S100A8 ir ST00A9, S100A9 ilgas C-galas yra nereikalingas ir be jo gali susidaryti

heterodimerai (Hessian ir Fisher, 2001).

Alfa-spirale 2

.,
X

. . d/ M ’
| ?::‘iﬂﬁ

%

Alfa-spiralé 1 &

C-galas

1.2 pav. S100A9 homodimero struktura (pdb id: 5I8N).

S100A9 taip pat gali sudaryti tetramerus, nors detalus mechanizmas nezinomas, bet
nustatyta, kad kalcis ir cinkas padeda reguliuoti SI00A8/S100A9 heterodimero persi-
tvarkyma j tetramera, o pats kalcis stabilizuoja baltymus (Vogl et al., 2006). Tetrameras

7
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pasizymi atsparumu bakterinéms proteazéms (Stephan ir Nolan, 2016). Be kalcio ir cinko,
nustatyta, kad SI00A8/S100A9 heterodimeras prisijungia mangana, dél esanciy histidiny
abiejuy baltymy C-galuose (Brunjes Brophy et al., 2013). Ta pati mokslininky grupé paro-
dé, kad esant kalciui manganas gali jungtis tik prie C-galo, bet nesant kalcio, manganas
gali uzimti ir EF-ranky prisijungimo vietas (Gagnon et al., 2015).

Perzvelgus kity S100A baltymy saveikas su metalais, galima rasti sarysiy su ST100A9.
Tyrimai su S100A2 parodé, kad kalcis stabilizuoja baltyma, taciau cinkas destabilizuoja
(Botelho et al., 2009; Malashkevich et al., 2009), o rezultatai su SI00A12 rodo, kad cinkas
padeda sudaryti heksamerus (Moroz et al., 2009). Kalciui prisijungus prie SI00A4, SI00A5
ir SI00A6 atsidengia hidrofobiniai pavirsiai, o teigiamos aminorugstys tampa labiau priei-
namos - tai padeda sudaryti baltymu prisijungimo vieta (Bertini et al., 2009). Lygiai taip
pat hidrofobiniai pavirsiai atsiveria ir SI00A16 baltyme (Sturchler et al., 2006). Remian-
tis neseniai daryta SI00AS8 kristalinés strukturos analize, kurioje parodyta, kad cinkas ir
kalcis padeda homodimerams suartéti ir sudaryti tetramerus, galima spéti, kad ir ST00A9
panasiai oligomerizuojasi, dél seky panasumuy. (Lin et al., 2016). Taip pat eksperimentai
su S100A 16, parodeé, kad kalcis turbut jungiasi kooperatyviai - pirmas prisijunges kal-
cis, keicia kity jungimosi viety gimininguma (Babini et al., 2011). Be to gali buti, kad
kiekvienas S100A baltymas gali sudaryti kelis unikalius dimerus, panasiai, kaip ir SI00A6
homodimeras, kuris prisijunges prie RAGE receptoriaus, jgavo kitokig strukturg negu iki
tol buvo zinoma (Yatime et al., 2016).

S100A9 gali jungtis ir su S100A4 baltymu. Sis heterodimeras yra funkcionalus, jungiasi
prie RAGE receptoriy ir jo susidarymas priklauso nuo cinko jony (Bjork et al., 2013). Pats
S100A4 kaip ir S100A6, SI00A10, S1I00A11 sudaro kompleksus su Aneksinu A2, balty-
mu atsakingu uz tarplasteline saveika, todél potencialiai SI00A4/S100A9 heterodimeras
irgi galéty saveikauti su Aneksinu A2 (Liu et al., 2015). Mokslininkas Bode ir jo kole-
gos, parodé kad STI00A8/S100A9 saveikauja su Aneksinu A6, kuris padeda heterodimerui

saveikauti su membrana ir taip ji iSlaikyti lastelés pavirsiuje (Bode et al., 2008).

1.3. S100A baltymy funkcijos

S100A baltymy seimos funkcijos yra placios ir apima jvairias sritis (1.3 pav.). SI00A8
baltymas dalyvauja uzdegiminiuose procesuose, oksidaciniame strese, mieloidiniy laste-
liy difrenciacijoje, slopina telomeraziy aktyvuma, o SI00A9 atvirksciai geba panaikinti
S100A8 indukuota telomeraziy slopinimg ir pakeisti mieloidiniy lasteliy fenotipus kartu
slopinant iy lasteliy vystymasi (Donato et al., 2013). SI00A9 homodimeras yra greitai
degraduojamas lasteléje. ST00AS8 sustabdo degradacija, kadangi jis sudaro heterodimerus
su S100A9. Taciau pastebéta, kad lgstelése paveiktose jvairiomis uzdegimus stimuliuojan-
¢iomis molekulémis (LPS, II-15, TNFa), SI00A9 homodimeras buvo stabilus bei jo sintezé
buvo skatinama (Riva et al., 2013). Genome S100A9 geno raiska aktyvinama Spl1/PU.1
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traskripcijos faktoriy, o slopinama SATB1 chromatino organizavimo faktoriaus, kuris pa-
slepia S100A9 geng, kompaktiskiau organizuojant chromating. SATB1 atpazjsta AT baziy
turtingas sritis, todél jas pasalinus, SI00A9 raiska nebeslopinama (Swindell et al., 2013).
S100A9/S100A8 heterodimeras turi antibakteriniy savybiu. Bakterijos paveiktos balty-
mu mirdavo, nes SI00A8/S100A9 surisa gelezj, kuris yra butinas bakteriju gyvybingumui
(Nakashige et al., 2015). Tyrinéjant bakteriju infekcijas karvése, pastebéta, kad ju piene
randama S100A baltymuy, kurie nulemia karviy atsparuma infekcijoms (Regenhard et al.,
2010). Taip pat SI00A8, SI00A9 ir SI00A12 buvo rasti skrandzio gleivinéje pas vaikus,
kurie buvo uzsikréte Helicobacter pylori bakterijomis (Leach et al., 2008)

[Jungimosi partneriai ] [ Funkcijos ]

\/ . Mikrovamzdeliai
\ // Keratinas Lasteliy
, Aktinas adhezua mi racua
‘ /’/// Vimentinas chemotaksija
Desmojokinas
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p53 uzd egtlmlnlq citokiny
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1.3 pav. S100A baltymy funkcijos (Ong et al., 2014).

Bendrai S100A8, S100A9, S100A8/S100A9 yra stiprus neutrofily induktoriai ir yra
susije su neutrofily adhezija bei chemotaksija link uzdegimo viety (Ryckman et al., 2003).
Pastebéta, kad SI00A8/S100A9 skirtingai aktyvuoja lasteles: neutrofiluose jis sukelia uz-
degiminj efekta, makrofagams neturi jokios jtakas, o dendrity lasteléms turi priesuzdegi-
minj poveikj (Averill et al., 2011). Paskutiniais metais bandoma surasti skirtingas funkcijas
tarp S1I00A8, SI00A9, SI00A8/S100A9 baltymuy. Tiriant plau¢iy uzdegiminius procesus
pastebéta, kad SI00A8/S100A9 ir ST00A9 neturéjo jtakos SI00A8/IL-10 saveikos keliams,
taciau S100A9 tiesiogiai indukavo CXCL-10 limfokino gena (Hiroshima et al., 2017). Re-

miantis branduoliy magnetinio rezonanso spektroskopijos rezultatais, SI00A9 labai stip-
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riai sgveikauja su RAGE V receptoriumi (K; = 5 — 6uM). Su receptoriumi saveikauja
per kilpa, esancia tarp trecios ir ketvirtos a-spiralés, o jungimasi lemia hidrofobinés ami-
norugstys (Chang et al., 2016). Be RAGE receptoriaus SI00A8/S100A9 jungiasi ir prie
TLR 4 receptoriaus, bet 3 kartus silpniau, tac¢iau tai gali priklausyti nuo daug jvairiy
fiziologiniy salygu (Ibrahim et al., 2013). Papildomai yra jrodymu, kad S100A9 gali jung-
tis su CD14 membraniniu baltymu, kuris padeda atpazinti lipopolisacharidus ir aktyvinti
TLRA4 receptoriy, kartu jjungiant imuninj atsaka (He et al., 2016). Tais paciais metais
parodyta, kad S100A8 ir SI00A9 daug stipriau gali jungtis prie CD68 receptoriaus negu
prie CD14 ir taip pat prisidéti prie imuninio atsako reguliavimo (Okada et al., 2016). Re-
zultatai su zmogaus endotelinémis lasteléemisp parodé, kad S100A8/S100A9 aktyvinant
RAGE arba TLR 4 receptorius, aktyvuojamas ir MAPK signalinis kelias, dél kurio pa-
didéja membrany pralaidumas, taip pazeidziant endotelinj barjera (Wang et al., 2014).
Be TLR4, RAGE, CD14 receptoriy yra jrodymy, kad S100A9 sagveikauja su CD85J re-
ceptoriumi ir taip padeda sukelti pries ZIV virusa nutaikyta atsaka (Arnold et al., 2013).
S100A8/S100A9 skatina tubulino polimerizacija, tokia pat funkcija turi SI00A8, bet ne
S100A9 homodimerai (Leukert et al., 2006). Taip yra, nes SI00A8 sugeba islaikyti panasia
struktura ar buty homodimere ar heterodimere, bet S100A9 sudaro skirtingas strukturas
(Korndorfer et al., 2007). SI00A8/S100A9 isskirtas i$ neutrofily gali indukuoti apoptoze,
bet esant cinko ar vario metalams $i funkcija slopinama (Yui et al., 2003). Yra jrodymuy,
kad ST00A8/S100A9 kompleksas gali sgveikauti su membranomis, nors baltymas ir neturi

domeno, tokiam rysiui (Valenzuela et al., 2005).

1.4. Amiloidinés fibrilés

Amiloidinés fibrilés - tai baltymy agregatai, pasizymintys labai tvarkinga agregaty
struktura ir stabilumu. Susiformavusios fibrilés gali gyvuoti ilga laika bei kauptis audi-
niuose (Dobson, 2003). Siuo metu yra zinoma apie 50 ligy , kurios yra siejamos su baltymy
agregacija i amiloidines fibriles (1 lentelé). Didzioji dalis siy ligy yra neisgydamos, mirtinos
ir neturi vaistiniy preparaty joms gydyti. Taciau neskaitant amiloidiniy fibriliy svarbos
ligose, pati amiloidiné busena ypatinga tuo, kad kadangi ji yra labai stabili ir gali buti
alternatyva natyviai strukturai. Todél egzistuoja hipoteziy, kad visi baltymai gali sudaryti
amiloidines strukturas esant palankiomis salygomis (Knowles et al., 2014). Tokie teoriniai
spéjimai po truputj pildosi, kadangi per paskutinius desimt mety nustatyta, kad net tokie
baltymai kaip vézio supresorius pb3 ar bakterijos Clostridium botulinum trankspricijos
faktorius Rho gali formuoti amiloidines fibriles (Ano Bom et al., 2012; Yuan ir Hochs-
child, 2017). Taip pat rasta amiloidiniy baltymy augaluose, pvz. is genetiskai modifikuoto
tabako chloroplasty isskirta kukurtuzy transgliutaminazé (Villar-Piqué et al., 2010) arba
baltymas monelinas isskirtas i$ tropiniuy uogu Dioscoreaphyllum cumminsii (Konno et al.,

1999). Kai kurios amiloidinés fibrilése turi ir funkcijas, kaip mielése, kuriose Ure2p ir
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Sup35p baltymy agregatai padeda reguliuoti mieliy fenotipus (Dobson, 2003).

1 lentelé. Ligos susijusios su baltymu agregacija (Knowles et al., 2014).

Liga Agreguojantis baltymas

Neurodegeneratyvinés ligos

Alzheimerio liga [S-amiloidas

Spongiforminé encefalopatija Prioninis baltymas

Parkinsono liga a-sinukleinas
Amiotrofiné lateraliné sklerozée Superoksido dismutazé 1

Hantingtino liga Hantingtino baltymo fragmentai

Seimyniné amiloidiné polineuropatija Transtiretino mutantai

Sisteminés ligos

Amiloidinés lengvosios grandinés (AL) amiloidozé Imunoglobulino lengvosios grandinés fragmentai

Amiloido A (AA) amiloidozé Serumo amiloido A1l baltymo fragmentai
Senatviné amiloidoze Laukinio tipo transtiretinas
Su hemodialize susijusi amiloidozé Bo-mikroglobulinas
Lizocimo amiloidozé Lizocimo mutantai

Lokalizuotos ligos

Apolipoproteino A1 (Apo-A-1) amiloidozé Apo A-1 fragmentai
Antro tipo diabetas Amilinas
Lokalizuota amiloidozé Insulinas

Pagrindinis amiloidiniy fibriliy strukturinis motyvas yra persidengiancios (-klostés.
Pirma karta Sios strukturos fibrilése buvo pamatytos 1968 m., atliekant rentgeno spinduliy
difrakcine analize (Eanes ir Glenner, 1968). Sios analizés metu gauti vaizdai parodé, kad
fibrilése [-klostes issidésto staciai fibriliy asiai (Hérd, 2014). Taip pat yra zinoma, kad
identiskos sekos baltymai gali formuoti skirtingas fibriliy strukturas ir tai priklauso nuo
jvairiy aplinkos salygu (Tycko, 2014). Be to visai neseniai atrasta, kad Staphylococcus
aureus bakterijose PSMa3 peptidas sudaro persidengiancias a-spiralés strukturas, todél
tikrai néra atrastos visos galimos amiloidiniy fibriliy strukturos (Tayeb-Fligelman et al.,
2017).

Amiloidiskumui ypa¢ svarbus yra cinko, vario, kalcio, gelezies jonai (1.4 pav.). Vienais
atvejais metalai gali paskatinti amiloidiniy dariniy susidaryma, kitais stabilizuoti baltyma
ir ji apsaugoti. Yra parodyta, kad priklausantys nuo metalo jono baltymai, kurie linke
sudaryti amiloidinius darinius kaip a-sinukleinas, Tau, Superoksido dismutazé, prionai ir

p-amiloidas gali sudaryti skirtingos strukturos agregatus. (Leal et al., 2012).
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1.4 pav. Baltymy susilankstymo ir agregacijos virsmai (Leal et al., 2012).

1.4.1. Tioflavinas T

Pirmg karta amiloidiniy fibriliy identifikavimo metodas buvo aprasytas 1853 m. Fi-
brilés buvo atpazintos nudazant audiniy pavyzdzius su jodo rugstimi (Aterman, 1976).
20 a. pradzioje ir viduryje dazniausiai amiloidines fibriles atpazinti buvo naudojamas au-
diniy pramonés dazas Kongo raudonasis. Taciau dirbant su siuo dazu reikéjo jdéti daug
pastangy gauti gerus meéginus, o stebéti pavyzdzius galima tik su poliarizuotos Sviesos
mikroskopu, taip pat jo jungimasis su kitomis molekulémis buvo daznas ir tai duodavo
klaidingus rezultatus (Elghetany ir Saleem, 1988). 1959 m. Mokslininkai Vassar ir Culling
pristaté tioflaving T (ThT) -
diniy fibriliy.

dazg, kurio fluorescencija padidéja prisijungus prie amiloi-

Prisijungus prie fibriliy, ThT molekulés suzadinimo maksimumas pasislenka nuo 385
iki 450 nm, o emisijos maksimumas nuo 445 nm iki 482 nm. Pacia molekule sudaro hidro-
fobiné dietilamino grupé, prijungta prie fenilo ziedo, ir labiau poliné benziltiazolio grupé.
Tirpale benzilamino ir benziltiazolio ziedai gali laisvai suktis vienas kito atzvilgiu (1.5
pav.). Rotacijos metu suzadintos busenos yra greitai nugesinamos ir tai duoda silpna
fluorescencija. Kai ThT yra sustabdytas suzadintoje busenoje - fluorescenija daug karty
isauga. Butent prisijungus prie amiloidiniy fibriliy yra uzfiksuojama ThT konformacija ir

todél labiau padidéja fluorescencija (Biancalana ir Koide, 2010).
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Esant neutraliam pH, ThT yra geltonos-sviesiai zalios spalvos. ThT blunka bei pra-
randa savo fluorescencija aukstoje temperaturosje (35-50 °C) ir Sarminiame pH (Fodera
et al., 2008). Ilgai laikomas kambario temperaturoje ThT gal netekti savo fluorescenciniy

savybiu, kadangi jis gali oksiduotis arba demetilintis (Hsu et al., 2013)

A B C

400
\ ThT + fibriles
/ 300
N§_Q / ; 200
N . Y
S \ X ‘
LY {

100
ThT

0

460 480 500 520 540

1.5 pav. Tioflavinas T. (A) ThT molekulés struktura. (B) ThT zZiedy rotacija. (C) ThT
fluorescencijos spektras (Biancalana ir Koide, 2010).

1.4.2. 1-anilinonaftaleno 8-sulfonatas

l-anilinonaftaleno 8-sulfonatas (ANS) yra solvatochrominis dazas, kurio fluorescencijos
intensyvumas labai iSauga hidrofobinéje aplinkoje. Dél Sios savybés ANS yra labai tinkama
molekulé tirti baltymy iSsivyniojima. Baltymui iSsivyniojant, atsidengia jo hidrofobineés
sritys, prie kuriy ANS gali prisijungti ir pradéti fluorescuoti (Matulis ir Lovrien, 1998).
ANS buvo pritaikytas identifikuoti potencialias molekuliy jungimosi vietas prie baltymo

ir nagrinéjant galimas ,, molten globules“ strukturas (Gasymov ir Glasgow, 2007).

A - uo|B C o
o (e "
2 SOyt Hy N 4o
Yol C &
[: ) @ P
H20 H20 O

Nefluorescuoja Nefluorescuoja Fluorescuoja

H,0

1.6 pav. (A) Neprisijunges ANS. (B) Prisijunges ANS tik prie teigiamai jkrautos grupes.
(C) ANS hidrofobinéje kisenéje ir prisijunges prie teigiamai jkrautos grupés

ANS galima panasiai naudoti kaip ir ThT - matuoti amiloidiniy fibriliy susidarymo
kinetikg. Agregacijos metu, fibrilése atsiveria daugiau hidrofobiniy regiony, prie kuriy
ANS gali prisijungti. Naudojant kombinacijose su kitais fluorescenciniais dazais galima
atskirti skirtingas fibriliy rusis, bet nereikia atmesti galimybés, kad patys dazai gali turéti

itakos fibriliy formavimuisi (Bolognesi et al., 2010).

1.4.3. Amiloidiniy fibriliy agregacijos kinetika

Amiloidiniy fibriliy agregacijos kinetika galima tirti specifiniu fluorescenciniu dazu

ThT (1.7 pav.). Nesant ,séklos“, natyvus baltymas, turi pereiti ,lag* arba kitaip vadina-
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ma nukleacijos faze, kuriuos metu nefiksuojami agregatai, bet susidaro nauji branduoliai.
Pasiekus kritine branduoliy koncentracija, prasideda staigi elongacija - fibriliy augimas iki
tol, kol nebelieka natyvaus baltymo. Pridéjus j pradinj tirpala jau suformuoty branduo-
liy (dar vadinamy "sékla"), nebelieka ,lag® fazés ir baltymas eksponentiskai agreguoja.
(Chuang et al., 2013).
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1.7 pav. Amiloidiniy baltymy agregacijos kreivé (Brundin et al., 2010).

1.5. S100A baltymy agregacija

Kol kas apie SI00A baltymy agregacija yra mazai zinoma, o apie jy poveikj lasteléms
dar maziau, bet pora mokslininky grupiy yra pradéje tirti SIO0A baltymy amiloidisku-
ma. Mieliy lastelése ekspresuojami SI00AS8 ir S100A9 baltymai formavo agregatus, kurie
nebuvo toksiski, bet atsparus NDS. Sumazinus saperony Hsp104 ir Hsp70 kiekj mielése,
agregatai tapo toksiski, kas parodo, kad baltymy sulankstymo sistemos gali sgveikauti
su S100A8/A9 amiloidiniais agregatais (Eremenko et al., 2013). Mokslininkas Caludio M.
Gomes ir jo kolegos parodé, kad S100A6 agreguoja j amiloidines fibriles ir skatina supe-
roksido dismutazés agregacija (Botelho et al., 2012). Ta pati grupé nusprendé patikrinti
kitus SI00A baltymus ir pastebéjo, kad S100A2, A3, A4, A6, A8/A9, 12 ir B formavo
amiloidines fibriles (Carvalho et al., 2013). Be to pastebéta, kad S100A8/S100A9 hete-
rodimeras formuoja amiloidinius darinius prostatoje, kurie gali buti atsakingi uz véliau
iSsivystant] prostatos vézj (Yanamandra et al., 2009). Ivertinus bioinformatiskai S100 bal-
tymy amiloidiskuma, pastebéta, kad Sie baltymai pasizymi didele tikimybe agreguoti ir
net kai kurie atstovai, kaip S100A9 turi didesnj jvertj negu [-amiloido peptidas (Fritz
et al., 2010).
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1.6. Ligos

S100A baltymai siejami su véziu, zarnyno ir sanariy uzdegimais, pogleivinés fibroze,
sirdies ligomis ir neurodegeneratyvinémis ligomis (Ong et al., 2014). Kadangi S100A bal-
tymai svarbus daugelyje ligy, nenuostabu, kad mokslininkai iesko naujy budy kaip aptikti
ligas ir sekti lgstelinius procesus pasitelkiant SI00A baltymus. Vienas is$ pasiulymy, kad
S100A8/S100A9 yra tinkamas naudoti kaip biologinis zymeklis sekti uzdegiminius proce-
sus, kadangi uzdegimy metu ju ekspresija yra stipriai padidéjusi ir jie gali sudaryti apie 40
% visy citozoliniy baltymu granuliocituose (Vogl et al., 2014). Be to, gripo viruso infekci-
jos metu S100A9 buvo pagrindinis baltymas reguliuojantis imuninj atsaka ir uzdegimine
kaskada (Tsai et al., 2014).

Tiriant geny transkripcija pacientuose su didele Sirdies infarkto rizika, pastebéta, kad
S100A9 gali buti vienas is reguliatoriniy baltymy. Tolimesni tyrimai parodé, kad ST00A9 ir
S100AS sintezes lygis buvo padidéjes aterosklerozes metu bei peliy makrofagai be SI00A9
geno maziau sintetino citokimy (Croce et al., 2009). Sie rezultatai gerai koreliuoja su
ankstesniais tyrimais, kur buvo iskelta hipotezé, kad S100A8 ir SI00A9 svarbus valdant

oksidacines pazaidas bei kalcio metabolizma aterosklerozés metu (McCormick et al., 2005)

1.6.1. Véziniai susirgimai

S100A9 ekspresija yra padidéjusi kruties, storosios, tiesiosios zarnos, kepeny, skran-
dzio, plauciy, gimdos kaklelio, nosiarykles ir slapimo puslés véziuose. (Markowitz ir Carson,
2013). Kai kuriuose véziuose, kaip storosios zarnos, S100A8/S100A9 indukavo lasteliy
apoptoze(Ghavami et al., 2004). Skrandzio vézyje, SI00A9 buvo svarbus véziniy lasteliy
migracijai ir invazijai (Kwon et al., 2013). Buvo patvirtinta, kad SI00A9 saveikauja su p53
baltymo genu ir gali indukuoti apoptoze (Li et al., 2009). Odos vézyje S100A4 ir SI00A9
aktyvuoja RAGE ir EMMPRIN receptorius, kurie atitinkamai incijuoja transkripcijos
faktoriy NF-xB veikima. NF-xB padeda sintetinti citokinus ir metaloproteinazes, kurios
skatina véziniy lasteliy metastaze ir invazija. Sekanciame etape vézinés lastelés gali isskir-
ti egzosomas, kurios skatintu S1008/S100A9 baltymy sinteze prieSmetastazinése niSose
(Bresnick et al., 2015). Taip pat, pelése pasalinus S100A9 arba TLR 4 receptoriaus genus,
sulétéja prostatos vézio plitimas. Toks pat poveikis pastebimas naudojant junginius, kurie
slopina saveika tarp S100A9 ir TLR4 receptoriaus (Kéllberg et al., 2012).

Apibendrinant, SI00A8/S100A9 gali tiesiogiai ir netiesiogiai veikti vézinio auglio pro-
gresija: iS auglio isskiriami jvairus faktoriai aktyvina mieloidinés kilmés supresines lasteles
(angl. MDSC), kurios slopina T-lasteles, taip padedant augliui augti. Patys augliai ga-
li perduoti S100A8/S100A9 baltymus arba skatinti ju ekspresija (pvz. plauciuose), kad
islaikytuy ilgalaikj uzdegima (1.8 pav.) (Ehrchen et al., 2009).
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1.8 pav. S100A baltymy jtaka vézio vystymuisi (Ehrchen et al., 2009).

1.6.2. Létiniai uzdegimai

Létiniai uzdegimai yra artimai susieti su neurodegeneratyvinémis ligomis. Esant léti-
niams uzdegimams, aktyvuojamos mikroglijos - lastelés, kurios atsakingos uz imuninj at-
saka, audiniy homeostaze, neurony stabiluma ir jy tinklo funkcionavima smegenyse. Mik-
roglijos yra aktyvuojamos DAMP/PAMP molekuliy, kurios saveikauja su TLR2, TLRA4,
TLR6 receptoriais (Heneka et al., 2014). Organizmui senstant, lastelése daugiau kaupiasi
suagregavusiy baltymy ir paraleliai daugéja uzdegiminiy procesy. Kadangi neuronai negali
dalintis, tai agregatu koncentracija islieka pastovesné (nesiskiedzia) negu besidalinanciose
lastelése. Agregatai sukelia létinj uzdegimg, o uzdegimo metu padidéja DAMP biomole-
kuliy, kuriy tarpe yra baltymai, kurie ir taip yra linke agreguoti. Susidaro ciklas, kuris ir
skatina neurodegeneratyviniu ligu pagreitéjima (Currais et al., 2017). Létiniuy uzdegimy
svarba parodyta Alzheimerio ir Parkinsono ligose (1.9 pav.) bei yra pranesimy, kad S100A
baltymai buvo Zymiai stipriau sintetinami pelése, serganc¢ioms kempinlige (Xiang et al.,
2004). Tyrimai su bezdzionémis parodé, kad suleidus S-amiloido fibriliy kartu su LPS i
smegenis, Alzheimerio liga iSsivysté per 3,5 ménesio, o suleidus tik fibriliy - per 5 metus.
LPS sukelia imuninj atsaka - létinj uzdegima, kuris ir nulémé greitesnius ligos pozymius
(Philippens et al., 2016).
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1.9 pav. Veiksniai nulemiantys neurony pazeidimus (Heneka et al., 2014).

1.6.3. S100A baltymuy svarba Alzheimerio ligoje

Pirmg karta uzsiminta apie S100A baltymy jtaka Alzheimerio ligai, buvo 1989 m.,
kai buvo parodyta, kad SI00A baltymuy koncentracijos buvo aukstos smegeny audiniuose,
kurie buvo paimti i§ Zmoniy, serganciy Dauno sindromu arba Alzheimerio liga (Griffin
et al., 1989). Pastaraisiais desimt mety S100A baltymus pradéta aktyviau sieti su ne-
urodegeneratyvinémis ligomis. 2006 m. buvo nustayta, kad S100B, S100A9 ir S100A12
baltymy koncentracijos yra padidéjusios zmoniy, serganciy Alzheimerio liga, smegenyse
(Shepherd et al., 2006). Neseniai aptikta, kad i§ 5 giminai¢iy, kuriems buvo nustatyta
ankstyva demencija, 3 turéjo SI00A9 E9IK mutacija (Van Giau et al., 2016). Pelés su
isjungtu S100A9 genu pasizymeéjo geresne atmintimi ir gebéjimu mokytis, taip pat rasta
maziau amiloidiniy agregaty smegenyse (Kim et al., 2014). Lygiai tokie patys rezulta-
tai gauti ir kitos mokslininky grupeés, kuri ir istyre, kad iSjungus S100A9 gena pelése,
sumazeéjo amiloidiniy agregaty, pelés turéjo geresne atmintj ir lengviau mokési lyginant
su kontrolinémis pelémis (Chang et al., 2012). Yra zinoma, kad slopinant S100B arba
S100A1 baltymu sinteze galima sulétinti Alzheimerio liga (Afanador et al., 2014; Roltsch
et al., 2010). Demencija serganciy zmoniy smegeny skystyje randamas S100A7, kuris geba
mazinti S-amiloido agregaty susidaryma, aktyvinant metaloproteinazes (Qin et al., 2009).
S100A6 aktyvumas Alzheimerio ligoje fokusuotas astrocituose, kurie smegeny pilkoje ma-
séje buvo issidéste aplink senatvines ploksteles (S-amiloido agregaty sankaupos) (Boom
et al., 2004).

1.6.4. S100A baltymy svarba Parkinsono ligoje

a-sinukleino agregacija siejama su Parkinsono liga, kurios metu nyksta neuronai juo-

dojoje smegenuy medziagoje (semegeny dalyje, kuri atsakinga uz judesiy kontrole) (1.10
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pav.). Neurony nykimo metu susidaro ,Lewis” kuneliai, kurie sudaryti i§ a-sinukleino
amiloidiniy agregaty (Spillantini et al., 1997). Pas pacientus, sergan¢ius Parkinsono liga,
taip pat susidaro S-amiloido ir Tau baltymo agregatai, kurie rodo Alzheimerio/demencijos
ligos pozymius (Irwin et al., 2013).

Uzdegiminiai procesai yra svarbus Parkinsono ligoje ir yra zinoma, kad a-sinukleinas
turi jtakos uzdegimo iniciacijai ir palaikymui (Alvarez-Erviti et al., 2011). Mokslininkai
K. Sathe ir W. Meatzler istyre, kad S100B baltymo koncentracija yra padidéjusi Parkin-
sono ligos metu ir gali padéti ligos vystymuisi dél sukeliamo uzdegiminio atsako (Sathe
et al., 2012). S100 baltymy ir a-sinukleino agregaty lokalizacija Svano lastelése gali su-
tapti (Nakamura et al., 2015). Be to esant periferiniy nervy pazaidai, SI00A8/S100A9
aktyvina Svano lasteliy imuninj atsaka, spéjama per TLR4 ir RAGE receptorius, nes abu
jie yra sintetinami Svano lastelése (Chernov et al., 2015). Taip pat rasta S100A9 metioni-
no modifikacija su sulfoksidu, kas yra retas atvejis ir daznai tokios modifikacijos pasitaiko
Parkinsono bei Alzheimerio ligose (Lim et al., 2011). I$ pacienty, serganciy demencija,
isskyrus tirpius ir suagregavusius baltymus, tarp daugiausiai suagregavusiy baltymy buvo
S100A9 (Adav et al., 2016).
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1.10 pav. a-sinukleino agregacijos kelias (Irwin et al., 2013).
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos
o AB Vilniaus degtiné: 96 % etanolis;
» Acros organic: NiCl, x 6H,0, NaH,PO,, glicerolis;

« Roth: KH,PO,, CaCl, x2H,0, KCl, Na,SO,, ampicilino natrio druska, C,H;NaO, x
3H,0, laktoze, MgCl,;

o Fisher scientific: TRIS, glicinas, NDS, acto rugstis, TEMED, EZ-run baltymuy da-

zymo tirpalas, EZ-run baltymuy molekulinés masés markeris, K,PO,, Na,HPO,,

NaH,PO,, Gnd-HCl, NaOH, HC], H,PO,, DTT, IPTG, amonio persulfatas, akrilamido/bis-

akrilamido 30 % tirpalas, triptonas, MgSO,, gliukozé;
o General Chemical Division, Baker and Adamson: MnCl, x 4H,0;
o Ozxoid: Mieliy ekstraktas;

o Sigma-Aldrich: PIPES, ANS;

2.1.1. Rinkiniai

o Fisher scientific Plazmides iSskyrimo rinkinys ,, Thermo Scientific GeneJET Plasmid

Miniprep Kit*;
o Fisher scientific Western bloto substrato rinkinys ,,Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate® ;
2.1.2. Konstruktai

Plazmidés su a-Sinukleino ir SI00A9 genais buvo dovanotos Dr. Rolando Meskio ( Bio-
chemijos institutas, Gyvybés moksly centras, Vilniaus Universitetas) ir Prof. Ludmilla
Morozova-Roche grupiy (Medicininés Biochemijos ir Biofizikos skyrius, Uméjos Univer-
sitetas, Uméja, Svedija).

2.1.3. Antikunai
Antikiinai buvo naudoti ,,Erasmus“ praktikos metu, Uméjos Universitete, Svedijoje

o Triusio A11 : pries jvairiy baltymy oligomerus nutaikytas pirminis antikunas

o Triusio OC : pries amiloidiniy fibriliy strukturinius motyvus nutaikytas pirminis

antikunas

 Triusio antrinis antikunas (sujungtas su peroksidaze)
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2.1.4. Sorbentai

GFE Healthcare:
o ,DEAE Sepharose™ Fast Flow*;
e . Q Sepharose™ Fast Flow*;

e Superdex™ 75 prep grade®;

2.1.5. Laboratoriné jranga

« Autoklavas ,AHS-75N“ (Raypa);

o Centrifugos ,,Eppendorf 5424% (F-45-18-11-Kit rotorius), HiCen SR (AF 6.500, AF
8.50.2 rotoriai)(HeroLab), ,EBA 12R“ (1116 rotorius);

« Chromatografijos sistema , AKT Apuri fier* (GE Healthcare);
« Chromatografijos sistema , AKTAExplorer* (GE Healthcare)
« Chromatografinés koloneélés , XK 26/20“, , Tricorn 10/300“ (GE Healthcare);

o Dializés zarnos: 28,7 mm ir 49,5 mm diametro , Zella Trans Roth* (pralaidumas -6-8
kDa);

« Elektroforezés aparatas ,Biometra Minigel-Twin“ su ,,Biometra PS 300T“ sroves

Saltiniu;
o Atominés jégos mikroskopas ,,Bruker: Dimension Icon“;
o Atominés jégos mikroskopas ,,Bruker: Bioscope Catalyst®;
o Filtravimo indeliai ,,Millipore Stericup* (filtracinio popierélio pory dydis-0,22 pum?)
o Kalorimetras ,,MicroCal iTC 200¢;
» Koncentratoriai ,Amicon® Ultra-15“ (pralaidumas-10 kDa);

o Laboratorinés svarstyklés: ,KERN ABJ“, ,KERN PCB 400-2“, ,Kern PLJ 6000-
1GM*;

o Liofilizatorius: ,,/ The FreeZone Triad Freeze Dry Systems®;

o Magnetinés maisyklés: ,VARIOMAG Maxi Direct®, ,BIOSAN MSH-300%, , Velp Sci-
entifica ARE“, JC-MAG HS7 (IKA), “LABORTECHNIK RCT basic* (IKA);

o Maisykle ,CLASSIC vortex mixer® (VELP Scientifica);
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o pH-metras ,,Orion DUAL STAR meter” (Thermo Scientific);
. Purtykle ,KS 4000i¢ (IKA);

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

re),

o Spektrofotometrai: ,UV-1800* (Schimadzu), ,Varian Cary Eclipse“, , Biotek Syner-
gy H4 Multi-Mode Reader®, ,/ Tecan P-200%;

o Svirkstinis filtras (diametras-30 mm, pory dydis 0,22 pm);

e Termostatas ,,Eppendorf Thermostat plus®;

 Ultragarso saltinis ,,Bandelin Sonopuls 3100“ (antgaliai: VS70/T, MS72);
o Vakuuminé filtravimo jranga ,,Sigma-Aldrich®;

e Vandens valymo sistema ,,Simplicity UV system*

2.1.6. Mitybinés terpés

o Agarizuota LB terpé: 25 g LB-Medium terpés ir 15 g agaro istirpinama 1 1 dejoni-

zuoto vandens, pH 7. Terpé autoklavuojama 20 min. 121°C.

o LB(Luria-Bertani) terpé: 25 g LB-Medium terpés istirpinama 1 1 dejonizuoto van-

dens, pH 7. Terpé autoklavuojama 20 min. 121°C.

e S.0.C. mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 3,5 mM KCI, 10 mM
MgSO,, 10 mM MgCl,, ir 20 mM gliukozés. Peptonas, mieliy ekstraktas, KCl ir NaCl

tirpinami 97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min. 121°C temperaturoje.

o Auto-induktyvi terpé: 24 g triptono, 12 g mieliy ekstrakto, 8,52 g Na,HPO,, 8,16 g
KH,PO,, 6,4 g NH,C], 1,68 g Na,S0O,, 1,18 g MgSO, istirpinama 2,3 1 dejonizuoto
vandens. 12 g glicerolio, 1,2 g gliukozeés, 4,8 laktozés atskirai istirpinami 100 ml dejo-

nizuoto vandens. Tirpalai autoklavuojami 20 min ir steriliai sumaisomi tarpusavyje.

2.1.7. Tirpalai

e A1l buferinis tirpalas: 20 mM Tris—HCI, 0,5 mM DTT pH 8. Istirpinama, skie-
dziama dejonizuotu vandeniu iki 800 ml, tirpalo pH koreguojamas su HCI tirpalu ir

skiedziama iki 1000 ml. Filtruojamas per 0,45 pm pory dydzio filtra.

o B1 buferinis tirpalas: 20 mM Tris—HCI, 0,5 M NaCl 0,5 mM DTT pH 8. Istir-
pinama, skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 800 ml, tirpalo pH koreguojamas su

HCI tirpalu ir skiedziama iki 1000 ml. Filtruojamas per 0,45 pm pory dydzio filtra.
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« B2 buferinis tirpalas: 20 mM Tris—HCI, 1 M NaCl, 1 mM EDTA. 0,5 mM DTT
pH 8. IStirpinama, skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 800 ml, tirpalo pH kore-
guojamas su HCI tirpalu ir skiedziama iki 1000 ml. Filtruojamas per 0,45 pm pory
dydzio filtrg.

« B3 buferinis tirpalas: 20 mM Tris—HCI, 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA. 1 mM PMSF
pH 8. IStirpinama, skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 800 ml, tirpalo pH kore-
guojamas su HCI tirpalu ir skiedziama iki 1000 ml. Filtruojamas per 0,45 pm pory
dydzio filtra.

o D buferinis tirpalas: 20 mM Tris—HCI 1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, pH 8. Istir-
pinama, skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 800 ml, tirpalo pH koreguojamas su

HCI tirpalu ir skiedziama iki 1000 ml. Filtruojamas per 0,45 pm pory dydzio filtra.

« PBS buferinis tirpalas: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM
KH,PO,, 7.4 pH. 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO, istirpi-
nama 800 ml dejonizuoto vandens. pH koreguojamas su HCI, NaOH ir skiedziama

dejonizuotu vandeniu iki 1000 ml. Filtruojamas per 0,45 pm pory dydzio filtra.

« 0,5 M PIPES tirpalas: 15,1 g PIPES istirpinama 80 ml dejonizuoto vandens, pri-
vedama pH iki 6,7 su NaOH, pripilama dejonizuoto vandens iki 100 ml, filtruojama

per 0,45 pm pory dydzio filtra.

« Transformacijos buferis: 10,88 g MnCl x 4H,0, 2,2 g CaCl, x 2H,0, 18,65 KCl,
istirpinama 900 ml dejonizuoto vandens, pridedama 20 ml 0,5 M PIPES, pripilama
dejonizuoto vandens iki 1 1, filtruojama per 0,45 pm pory dydzio filtra.

o 10x baltymuy elektroforezés buferis: 30,2 ¢ TRIS, 144 g glicino, 10 g NDS tirpi-
nami 850 ml dejonizuoto vandens. Skiedziama iki 1 l. Leidziant elektroforeze, buferis

praskiedziamas 10 karty.

2.2. Metodai
2.2.1. Kompetentiniy lgsteliy ruosimas

1 pl atsildyty lasteliy praskiedziama su LB terpe iki 1000 pl. 20 pl praskiesty lasteliy
uzséjama ant agarizuotos LB terpés ir auginama 37°C termostate per naktj. IS uzaugu-
siy kolonijy paimama viena kolonija ir uzséjama j 10 ml LB terpés, auginama purtykléje
(37°C, 220 aps/min). Ryte 2,5 ml naktinés kulturos perséjama j 250 ml LB terpés ir augi-
nama iki 0,53 OT¢gg. Pasiekus 0,53 optinj tankj, lastelés centrifuguojamos 2500 x g, 10 min
+4°C. Supernatantas nupilamas, o lastelés resuspenduojamos 80 ml salto transformacijos

buferinio tirpalo ir vél centrifuguojama 2500 x g, 10 min +4°C. Supernatantas nupilamas,
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lastelés resuspenduojamos 20 ml Salto transformacijos buferinio tirpalo ir jpilama 1,5 ml
DMSO. Suspensija pamaisoma ir inkubuojama 10 min ant ledo. Po 10 min lastelés greitai

iSpilstomos j atsaldytus sterilius mégintuveélius ir uzsaldomos —80°C.

2.2.2. Kompetentiniy lasteliy transformacija

I 100 pl atsildyty kompetentiniy lasteliy jdedama 1 pl plazmidinés DNR ir inkubuo-
jama 30 min ant ledo. Po inkubacijos vykdomas karsc¢io Sokas: lastelés laikomos 1,5 min
42°C termostate ir 2 min ledo voneléje. Ipilama 400 ul S.O.C. terpés ir 45 min inkubuo-
jama kratytis purtykléje (37°C, 220 aps/min). Centrifuguojama 2 min 6000 x g. 200 pl
supernatanto nupilama, o likusiame turyje resuspenduojamos lastelés ir iSs¢jamos Petri

leksteléje ant agarizuotos LB terpeés. Inkubuojama termostate 37°C 16h.

2.2.3. Kaulturos auginimas ir tikslinio baltymo raiskos indukcija

Naktiné kultura ruosiama j 100 ml autaklavuotos LB terpés jpilant 100 pl ampicilino
(100 pg/1) bei uzséjant atsitiktine transformuotu E.coli bakterijy kolonija. Bakterijos au-
ginamos per naktj purtykléje (16h, 37°C, 220 aps/min). Ryte i 4 paruostas kolbas su 400
ml autoklavuotos LB terpés ir ampicilino (100 pg/1) ipilama po 20 ml naktinés kulturos.
Lastelés auginamos 37°C, 220 aps/min, stebint optinj tankj ( matuojama spektrofoto-
metru A = 600 nm). Kas 30 min tikrinamas optinis tankis ir imami méginiai po 300 pl
elektroforezei. Pasiekus 0,6 - 0,8 OTgoo indukuojama tikslinio baltymo raiska: j kiekvieng
kolba jdedama 400 pl 1 M IPTG ir paliekama lasteles augti. Ryte surenkama biomasé
centrifuguojant 40 min 4700 x g.

Auginant auto-induktyvioje terpéje, indukuoti nereikia, tiesiog ryte surenkama bio-

masé centrifuguojant 40 min 4700 xg

2.2.4. Baltymy elektroforezé

Elektroforezés geliai ruosiami pagal Zemiau pateikta lentele (Lentelé 2). Pirmiausia
ruosiamas 16 % skiriamasis gelis. Misinys pilamas tarp dviejy stikliniy elektroforezés ploks-
teliy, ant virSaus uzpilama dejonizuoto vandens. Po 40 min., kai gelis pilnai polimerizavosi,
ruosiamas 4 % gelis. Nusiurbus vandenj nuo skiriamojo gelio, pilamas koncentruojamojo
gelio misinys ant virSaus ir jstatomos ,,Sukos“. Geliui sustingus, po 30 min. elektroforezés
plokstelés jstatomos j elektroforezés aparata. Aparato talpyklos uzpildomos elektroforezés
buferiu. Elektroforezés metu palaikoma 150 V galia su 40 mA srovés riba. Dazui ,,iséjus*
is gelio, aparatas iSjungiamas, o gelis iSimamas i$ stikliniy ploksteliy ir skalaujamas 15
min. dejonizuotu vandeniu. Praplovus gelj, jis dazomas Ez-run baltymuy dazu 45 min. ir

palieckamas dejonizuotame vandenyje isrysketi
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2 lentelé. Elektroforezés skiriamo ir koncentruoto gelio sudétis

Apatinis skiriamasis 16% gelis| Virsutinis koncentruojamasis 4% gelis

H,0 1,94 ml 50 1,27 ml

1,5 M Tris-HCI ph 8,8 1,53 ml | 1,5 M Tris-HCI ph 8,8 500 pl
40% AA/AB 2,44 ml 40% AA/AB 201 pul
10% SDS 61 nl 10% SDS 20 ul

10% APS 30,5 pl 10% APS 10 ul
TEMED 3,65 nl TEMED 2l

2.2.5. S100A9 baltymo renaturacija ir gryninimas

Biomasé resuspenduojama PBS buferiniam tirpale ir homogenizuojama. Laikant le-
do voneléje, homogenatas ardomas ultragarsu (20 min., 70 % amplitude, 60 s veikimo
/ 60 s poilsio rezimu). Suardyta biomasé¢ centrifuguojama (4 °C, 25 min. 30000 x g).
Supernatantas nupilamas, nuosédos resuspenduojamos 1 M karbamido ir vél centrifuguo-
jama. Supernatantas nupilamas, nuosédos istirpinamos 6 M Gnd-HCI tirpale ir paliekama
dializuotis D buferiniame tirpale (15 h, 3 kartus pakei¢iant buferinj tirpala). Po dializés
tirpalas centrifuguojamas ir supernatantas maiSomas su pusiausvyrintu DEAE sefarozés
sorbentu. Sorbentas uzkraunamas j kolong, kuri prijungiama prie chromotagrafijos siste-
mos. Kolona praplaunama 100 ml A1 buferinio tirpalo. Tikslinis baltymas atplaunamas,
leidziant laiptinj B1 buferinio tirpalo gradienta. Baltymo absorbcija matuojama spektro-
fotometru (A= 280 nm, ¢ = 6990 M~! ecm™!), o koncentracija nustatoma pagal Bero ir
Lamberto désnj. Baltymas koncentruojamas iki 6 mg/ml naudojant ,Amicon® Ultra-15¢
koncentratorius.

Sukoncentruotas baltymas leidziamas per gilfiltracine kolonele, pakrauta SuperDex75
sorbentu. Gel-filtracijos metu atsiskiria skirtingo dydzio baltymai bei pakei¢iamas buferi-
nis tirpalas ] musy norima. Baltymo koncentracija pamatuojama ir koncentruojama kaip

aprasyta pries tai.

2.2.6. «a-sinukleino baltymo gryninimas

Biomasé resuspenduojama B3 buferiniane tirpale ir homogenizuojama. Laikant ledo
voneléje, homogenatas ardomas ultragarsu ( 20 min., 70 % amplitudé, 60 s veikimo / 60
s poilsio rezimu). Suardyta biomasé centrifuguojama ( 4 °C, 25 min. 30000 x g). Super-
natantas pasilieckamas ir kaitinima 20 min 100 °C vandens voneléje. ISkaitintas tirpalas
centrifuguojamas ( 4 °C, 25 min. 30000 x g). Supernatantas pasiliekamas ir dializuojmas
D buferiniame tirpale. Po dializés tirpalas maiSomas su pusiausvyrintu DEAE sefarozés
sorbentu. Sorbentas uzkraunamas j kolona, kuri prijungiama prie chromotagrafijos siste-
mos. Kolona praplaunama 100 ml A1 buferiniu tirpalu. Tikslinis baltymas atplaunamas,
leidziant B2 buferinio tirpalo gradienta. Surinktos frakcijos dializuojamos D buferiniame

tirpale, po dializés tirpalas maiSomas su pusiausvyrintu Q sefarozés sorbentu. Sorbentas
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uzkraunamas j kolong, kuri prijungiama prie chromotagrafijos sistemos. Kolona praplau-
nama 100 ml A1 buferiniu tirpalu. Tikslinis Baltymas atplaunamas, leidziant B2 buferi-
nio tirpalo gradienta. Baltymo absorbcija matuojama spektrofotometru ( A= 280 nm, €
= 5960 M~! em™!), o koncentracija nustatoma pagal Bero ir Lamberto désnj. Baltymas
liofilizuojamas

[stirpinamas baltymas 3 M NaCl tirpale ir leidziamas per gilfiltracine kolonéle, pa-
krauta SuperDex75 sorbentu. Tikslinis baltymas surenkamas. Baltymo koncentracija nu-

statoma ir koncentruojama kaip aprasyta pries tai.

2.2.7. Diferencinio skenavimo fluorimetrijos metodas

Nustatyti baltymo iSsivyniojimo temperatura naudojamas diferencinio skenavimo flu-
orimetrijos metodas. Sio metodo metu naudojamas ANS dazas, kurio fluorescencija pa-
didéja, kai iSsivynioja baltymas (dél atsiradusiy hidrofobiniy regiony). Baltymo 7,,, tai
yra tokia temperatura, kai pusé visy baltymo molekuliy yra issivynioje, pusé dar turi
strukturinius motyvus. Eksperimentuose buvo naudojama 100 mM MES pH 6, 0,5 mM
DTT buferinis tirpalas su 100 pM ANS dazo ir 100 pM baltymo koncentracija.
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. b i )
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Temperatiira, °C

2.1 pav. Diferencinio skenavimo fluorescencijos kreives (Matulis, 2008).

2.2.8. Triptofano fluorescencijos matavimai

Tirpalas su baltymu inkubuojamas fluorimetre 5 min, esant skirtingomis temperatiro-
mis (25°C, 50°C, 90°C) ir pamatuojama triptofano fluorescencija. (suzadinimas 295 nm,

emisija matuojama 310-400 nm bangy srityje)

25



Darius SULSKIS Medziagos ir metodai

2.2.9. Izoterminio titravimo kalorimetrija

Titravimui naudojamas ,MicroCal iTC 200“ kalorimetras. Baltymo-kalcio sgveikos
tyrimams matavimo kiuveté uzpildoma baltymo tirpalu, o Svirkstas - kalcio tirpalu. IS
svirksto yra titruojama su pasirinktu intervalu ir kiekiu. Titravimo metu matuojama
issiskyrusi siluma. Méginiai buvo paruosti 100 mM MES pH 6, 0,5 mM DTT buferiniame
tirpale. Celés turis - 200 pl, svirksto 40 pl.

2.2.10. De nowo fibriliy susidarymas

Méginiai su skirtinga S100A9 baltymo koncentracija (0,5 mg/ml -5 mg/ml) paruosiami
skirtinguose buferiniuose tirpaluose ir inkubuojami termostate 42°C. Méginiai laikomi 4

dienas.

2.2.11. Meéginiy paruosimas atominés jégos mikroskopijai

S100A9 ir a-sinukleino baltymy fibrilés buvo patikrintos atominés jégos mikroskopu.
20 pl ST00A9 meéginio arba 20 pl a-sinukleino kartu su 10 pl 1 M HCI buvo uznesami ant
lygaus zérucio dengty disky ir 5 min laikomi kambario temperaturoje. Toliau méginiai ant

zérucio praplaunami 1 ml Mili-Q vandens ir nudziovinami.

2.2.12. Taskinis imunoblotas

PVDF membrana sudrékinama metanoliu ir plaunama PBS tirpalu vieng karta. 2 pl
meéginio uzdedama ant membranos ir palaukiama kol nudzius laselis. Nespecifinés memb-
ranos vietos uzblokuojamos pieno milteliy tirpalu. Sekanc¢iame etape membrana praplau-
nama PBS tirpalu ir inkubuojama su pirminiu antikunu 1h. Membrana vél praplaunama
su PBS tirpalu ir inkubuojama su antriniu antikunu per naktj. Po nakties dar kartg pra-
plaunama su PBS tirpalu.

Tamsiame kambaryje membrana sudrékinama su peroksidazés ir substrato tirpalu.
Membrana perkeliama ant rentgeno spinduliy filtro, kuris véliau apsvieciamas rentgeno

spinduliais. Isryskinimui filtras palaikomas apsviestoje patalpoje.

2.2.13. Agregacijos kinetika

Baltymai istirpinami atitinkamuose buferiniuose tirpaluose ir prafiltruojami pro 0,45
pm pory dydzio filtra. Baltymy tirpaly absorbcija patikrinama ties 280 nm banga ir is-
skaiCiuojama ju koncentracija pagal Lamberto-Bugerio-Bero désnj (A = ecl). Baltymo
tirpalas ispilstomas j 96 sulinéliy lékstele. Fibriliy ilgéjimas matuojamas ,,Synergy H4
Multi-Mode Reader (,, Tecan P-200“, Svedijoje) spektrometru (suzadinimas 450 nm, emi-
sija 482 nm). SI00A9 agregacijai palaikomos 37 °C ir 42 °C temperaturos. Eksperimentuose

su a-sinukleinu palaikoma 60 °C temperatura.

26



Darius SULSKIS Rezultatai ir jy aptarimas

3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Rezultaty jvadas

Darbo projektas buvo isskirstytas i 3 dalis. Pirmojoje dalyje reikéjo issigryninti balty-
mus. S100A9 baltymas buvo grynintas pirma karta laboratorijoje, todél reikéjo jsitikinti
ar turima baltymo gryninimo metodika veiks. a-sinukleino gamyba buvo paprastesné ka-
dangi pries tai buvo jau su juo dirbta, tac¢iau vis tiek atsirado tam tikry netikétumy. Taip
pat sioje dalyje reikéjo jvertinti SI00A9 baltymo stabilumg, jo saveika su kalciu ir su ki-
tais dvivalenciais metalais. Antrojoje dalyje reikéjo nustatyti baltymo agregacijos salygas
ir amiloidiniy fibriliy strukturas. Didelé sio darbo dalis buvo atlikta ,Erasmus“ prakti-
kos metu Svedijoje. Paskutinéje dalyje buvo bandyta jvertinti ar SI00A9 baltymas turés
itakos a-sinukleino agregacijai, kadangi yra straipsniy, rasanciy apie galimg S100A bal-
tymo rysj su a-sinukleinu. Taip pat musy kolegos (Dr. Ludmilla Morozova-Roche grupé)

is Svedijos turi rezultaty teigianéiy apie galimg S100A9 ir a-sinukleino saveika.

3.2. Baltymy gryninimas
3.2.1. S100A9 gryninimas

E. coli bakterijose sintetinamas S100A9 baltymas buvo netirpus, todél gryninimo pra-
dzioje buvo pakankamai lengva atsikratyti tirpiy baltymy (kaip aprasyta metodinéje daly-
je). Jony mainy chromatografijos stadijoje buvo isbandytas linijinis ir laiptinis gradientas.
Geriausia rezultata pavyko pasiekti taikant laiptinj gradienta. Tikslinis baltymas atsiplové
nuo kolonos nuo kolonos esant 0,125 M NaCl koncentracijai. Gelfiltracijos metu tikslinis
baltymas is kolonos pradeda istekeéti ties 12 ml turiu. Vidutiniskai is vieno gryninimo bu-
vo gauta apie 200 mg baltymo. S100A9 baltymo masé patikrinta masiy spektrometrinés

analizés metodu (atliko Dr. Vytautas Smirnovas).
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3.1 pav. (A) S100A9 baltymo jony mainy chromatograma. (B) S100A9 gelfiltracijos
chromatograma.
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Kadangi baltymas buvo renatiruojamas, tai po gryninimo nebuvo aisku ar jis jgavo
gerg struktura, todél baltymo struktura buvo jvertinta CD spektroskopija, kur buvo gau-
tas spektras, tipiskas a-spiraliniams baltymams (2 priedas). Tikrinant baltymo grynuma
NDS-PAGE metodu buvo pastebéta, kad gelyje matosi dvi juostelés, kurios pagal dydj
atitinka - monomera ir dimera (3.2 pav.). Bendrai buvo atlikti 7 gryninimai ir i$ viso

isgryninta 1,5 g baltymo.

= =
A E B =
- = :
= | 4
30 kba e
: 2 =
- 15 kDa 15-kDa
10 kDa

3.2 pav. S100A9 elektroforezés geliai. (A) Gelis po jony mainy chromatografijos. (B)
Gelis po gelfiltracijos chromatografijos.

3.2.2. a-sinukleino gryninimas

E. coli bakterijose sintetinamas a-sinukleinas buvo tirpus. Kadangi jis neturi struktu-
ros ir yra termostabilus, todél daug kity baltymy priemaisy pavyksta atsikratyti kaitinant
baltymo tirpalg. Abiejose jony mainy gryninimo stadijose baltymas buvo grynintas laip-

tiniu gradientu. Tikslinis baltymas atsiplaudavo nuo kolonos, esant 0,1 - 0,2 M NaCl

koncentracijai.
MAU | —— UV sugertis —— Laidumas MS/EMMAY | e UV sugertis Laidumas mSter
asoo| A ﬁ 7~
4 80.0 800
3000 2

2500

2000

1500

1000
20.0

500

0 0.0 0.0
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3.3 pav. (A) a-sinukleino pirma jony mainy chromatograma (tikslinis baltymas 1 ir 2
smailéje). (B) a-sinukleino antra jony mainy chromatograma (tikslinis baltymas 1 ir 2

smailéje).
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Bendrai a-sinukleino is dvieju gryninimuy buvo iSgryninta apie 600 mg.

A Bz
-

3.4 pav. a-sinukleino elektroforezés geliai (A) Gelis po pirmos jony mainy chromatogra-
fijos. (B) Gelis po antros jony mainy chromatografijos.

[Sgryninus baltyma ir pamatavus jo koncentracija bei jvertinus 260/280 UV absorbci-
jos santykj, pastebéta, kad jis yra uzterstas DNR, kadangi santykis buvo apie 1,5. Norint
atsikratyti DNR, baltymas buvo tirpinamas 3M NaCl. Didelé druskos koncentracija su-
silpnina saveika tarp baltymo ir DNR. Kadangi ju maseés skirtumas yra didelis, jie lengvai
atsiskiria gelfiltracinéje kolonéléje (3.5 pav.). a-sinukleino baltymo masé patikrinta masiy

spektrometrinés analizés metodu (atliko Dr. Vytautas Smirnovas).

mAU| == UV sugertis == Laidumas “ “ mS/cm
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200

3.5 pav. (A) a-sinukleino gelfiltracijos chromatograma. (B) a-sinukleino elektroforezés
gelis po gelfiltracijos.
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3.3. S100A9 stabilumo tyrimai

3.3.1. Dvivalend¢iy metaly jony jtaka S100A9 stabilumui

Zinant, kad baltymas surisa kalcj, buvo nuspresta jvertinti, ar kalcis turés jtakos balty-
mo stabilumui. Pasitelkiant diferencinio skenavimo fluorimetrijos metoda, pastebéta, kad
baltymo stabilumas nuo kalcio priklauso eksponentiskai. Baltymo iSsivyniojimo tempera-

tura pakyla nuo 59°C be kalcio iki 85°C su didziausia kalcio koncentracija (3.6 pav.).

85
80
75

E 704
£ 70

60

55 T T T T T
0 5 10 15 20

[Ca®], mM

3.6 pav. Kalcio jtaka S1I00A9 baltymo stabilumui.

Siekiant jvertinti kaip kalcis veikia SI00A9 baltyma, buvo pamatuoti triptofano fluo-
rescencijos spektrai. Pastebéta, kad esant kalcio baltymo tirpale, spektras slenkasi j desing,
t.y. triptofanas tampa labiau prieinamas tirpikliui. Sie rezultatai koreliuoja su aprasytais
literaturoje kitais S100A baltymais, nes kalcis padeda atverti siy baltymy hidrofobines

sritis.
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Normalizuota fluorescencija (suz. 295 nm)

90 °C 2 mM Ca%
90 °C

50 °C 2 mM Ca?%
25°C 2 mM Ca%

25 °C

I
320

1
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T
360
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380
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3.7 pav. S100A9 triptofano fluorescencijos spektrai.

Pastebéjus, kad kalcis taip stipriai gali paveikti baltyma, buvo pasvarstyta ar kiti dvi-

valendiai metalai galéty panasiai veikti. Buvo isbandyta, Mg?t, Mn*", Zn*", Fe*™, Cu®",

Co*", tadiau i$ jy pavyko pamatuoti tik Mg®", Mn?" jtaka, kadangi kiti jonai i$sodindavo

baltyma. Mg*" labai silpnai stabilizuodavo baltyma, o Mn®T mazomis koncentracijomis

(iki 5 mM) destabilizuodavo baltyma ir palaikius ilgesnj laiko iSsodindavo baltyma, o

didesnémis koncentracijomis stabilizuodavo (3.8 pav.).
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3.8 pav. Magnio ir mangano jtaka SI00A9 baltymo stabilumui.
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3.3.2. Kalcio sgveika su S100A9

Kad geriau suprasti, kaip kalcis jungiasi prie baltymo buvo pasitelkta izoterminé titra-
vimo kalorimetrija, kurios metu kalcis buvo titruojamas j baltymo tirpalg. Pirmi rezultatai
parodé, kad vyksta skirtingi persitvarkymai baltymo molekuléje, prisijungus kalcj. (3.9
pav.), todél pabandyta sumazinti kalcio jonu koncentracija, kad galima buty pamatyti

atskirus virsmus.
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3.9 pav. Izoterminés titravimo kalorimetrijos rezultatai. (A) Baltymo koncentracija celéje
0,3 mM, svirkste 50 mM CaCl,. (B) Baltymo koncentracija celéje 0,6 mM, Svirkste 5 mM
CaCl,,.

Pavyko nutitruoti pirmag reakcija, kuri yra egzotermine ir antra, kuri jau atvirksciai
endoterminé (3.10 pav.). Deja tiksliy jungimosi konstanty nebuvo galima apskaic¢iuoti
ir pritaikyti tikslaus jungimosi modelio, nes buvo matytas dviejy procesy suminis efek-
tas: jungimosi ir baltymo persitvarkymo. Spéjama, kad tokie nejprasti virsmai atsitinka
dél kooperatyvumo: pirmi prisijunge kalcio jonai keicia kity jungimosi viety giminingu-
ma/baltymo konformacija, tokia isvada buvo pateikta is darby su S100A16, kur buvo ir
atlikta ITK (Babini et al., 2011).

32



Darius SULSKIS Rezultatai ir jy aptarimas
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3.10 pav. Izoterminés titravimo kalorimetrijos rezultatai. (A) Baltymo koncentracija
celéje 0,6 mM, svirkste 2 mM CaCl,. (B) Baltymo koncentracija celéje 0,6 mM + 0,5 mM
CaCl,, svirkste 15 mM CaCl,.

3.4. S100A9 agregacijos tyrimas
3.4.1. S100A9 agregacija

Dauguma agregacijos tyrimy buvo atlikta ,Erasmus® praktikos metu, Uméjos Uni-
versitete, Svedijoje. Tyrimo metu buvo patikrinta kaip S100A9 agregacija priklauso nuo
koncentracijos, pH ir temperaturos. Buvo nustatyta, kad agregacija stipriai priklauso nuo
S100A9 baltymo koncentracijos ir temperaturos (3.11 pav.). Didinant baltymo koncent-
racija, keliant temperatura agregacija vyksta grei¢iau. Geriausia aplinka agreguoti buvo

fiziologinis fosfatinis buferinis tirpalas.
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3.11 pav. S100A9 agregacijos kinetika (PBS buferiniame tirpale) esant skirtingoms tem-
peraturoms. (A) 37°C. (B) 42°C.

Atominés jégos mikroskopija buvo naudojama norint jvertinti ar tikrai susidaro ami-
loidinés fibrilés. Rezultatai parodé, kad SI00A9 baltymo fibrilés skiriasi nuo daugelio kity
amiloidiniy fibriliy: jos yra labai trumpos, susiraizgiusios, kuriy aukstis svyruoja apie 2-3

nm (3.12 pav.).

3.12 pav. S100A9 méginiy AJM nuotraukos skirtingu agregacijos laiku (PBS buferiniame
tirpale).

Kituose buferiniuose tirpaluose baltymas taip pat gerai agreguodavo (3.13 pav.), ta-

¢iau esant pH 6, kai kurios agregacijos kreivés iSsikraipydavo. Tokie Sokinéjimai galéjo
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atsirasti, nes baltymo izoelektrinis taskas yra 5,7 ir paraleliai vyksta du procesai: agre-
gacija i amiloidines fibriles ir amorfiné agregacija. Taciau ir pH 4,5, ir pH 6 buvo panasi
priklausomybeé, kad didesnéje baltymo koncentracijoje ir aukstesnéje temperaturoje agre-
gacija vyksta greiciau. Taip pat buvo atlikta agregacija esant pH 8 ir pH 8,5, bet kinetikos
negalima buvo pamatuoti dél ThT blukimo, bet AJM nuotraukose matési fibrilés (4 prie-
das).
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3.13 pav. S100A9 agregacijos kinetika esant skirtingomis temperaturomis. (A) pH 6,
37°C. (B) pH 6 42°C. (C) pH 4,5 37°C. (D) pH 4,5 42°C.

Kalcis slopino S100A9 agregacija (3.14 pav.). Tokj efekta lengva paaiskinti, nes kalcis
stabilizuoja baltyma ir neleidzia jam agreguoti. Esant 1 mM kalcio koncentracijai buvo
stebiamas nedidelis ThT fluorescencijos kilimas, kuris turbut atsiranda dél baltymy mo-
lekuliy, kurios yra nesurisusios kalcio. Buvo isbandyta ir kity metaly (Mg®", Mn?") jtaka
agregacijai. Mg?" mazomis koncentracijomis mazai turéjo jtakos agregacijai, didesnémis
koncentracijomis buvo stebima amorfiné agregacija. Esant Mn?" jonams, buvo matoma

amorfiné agregacija arba agregacijos slopinimas (3 ir 5 priedai).
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o Caz*. 1 mM ca I 2 mM ca>* @i 5 mM Caz*’ 10 mM Ca2*< 20mM Ca?

20

Fluorescencijos intensyvumas

3.14 pav. Kalcio jtaka ST00A9 baltymo agregacijai.

Esant 1 mM kalcio jony amiloidiniy fibriliy susidaro daug maziau, o esant didesnémis

koncentracijoms fibriliy nebesimato (3.15 pav.).

3.15 pav. S100A9 fibriliy AJM nuotraukos esant skirtingoms kalcio koncentracijoms (A)
1 mM CaCl,. (B) 2 mM CaCl,,
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3.4.2. S100A9 agregacijos mechanizmo savybés

Tyrimuose buvo pastebéta, kad S100A9 agregacija pasizymi nejprastomis savybémis
palyginus su kity amiloidiniy baltymy agregacija (3.16 pav.). Visy pirma, dazniausiai
baltymy amiloidiniai agregatai skatina natyvaus blatymo agregacija, ta¢iau nesvarbu kiek
buvo jdéta 1, 5, 10 % S100A9 agregaty j pradinj baltymo tirpala, jie neskatino agregacijos.
Taip pat SI00A9 agregacijai maiSymas neturi jtakos.

Abu Siuos reiskinius galima paaiskinti, remiantis agregacijos branduoliy teorija. Agre-
gacijos branduoliai - tai tam tikras susijungusiy baltymo molekuliy skaicius. Kai pasiekia-
ma kritiné branduoliy koncentracija, prasideda amiloidiniy fibriliy ilgéjimas/susidarymas.
Galima spéti, kad SI00A9 agregacijos branduoliai yra labai mazi ir labai greitai susida-
rantys. Tad dedant sékla, yra didinamas branduoliy skaic¢ius, bet jei branduoliai susidaro
labai greitai, tai sekla tampa nesvarbi. Lygiai taip pat maiSymas neturi jtakos, nes mai-
Symas paskatina agregacijos pradiniy branduoliy susidaryma, taciau S100A9 atveju gali

buti, kad tirpale jau buna pakankamas branduoliy jsisotinimas.
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3.16 pav. (A) Séklos jtaka SI00A9 agregacijai. (B) Maisymo jtaka SI00A9 agregacijai.

3.4.3. Fibriliy patrikrinimas specifiniais antikunais

Be atominés jégos mikroskopijos rezultaty, fibrilés taip pat buvo patikrintos su A1l ir
OC antikunais (3.17 pav.). A1l atpazjsta jvairiy baltymy oligomerus, o OC jvairiy amiloi-
diniy fibrliy strukturinius motyvus. Abu antikunai reagavo su S100A9 baltymu skirtingais

agregacijos laiko momentais. Tai patvirtino, kad S100A9 tikrai formuoja amiloidines fib-

riles.
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3.17 pav. Taskinio imunobloto rezultatai.

3.5. S100A9 ir a-sinukleino ko-agregacija

Kaip ir minéta jvade, potencialiai yra zinoma, kad yra galima S100A9 ir a-sinukleino
saveika. Todeél, mano tyrimuose buvo nuspresta jvertinti ar jie turi jtakos vienas kito ag-
regacijai. Pirma buvo patikrinta kaip a-sinukleinas agreguoja. Buvo pasirinkta aukstesné
temperatura (60°C), nes is praeity laboratorijos darby Zinoma, kad a-sinukleinas agre-
guoja labai létai. Taip pat buvo patikrinta kaip a-sinukleinas agreguoja su ir be kalcio
(3.18 pav.). Rezultatai, parodé, kad a-sinukleino agregacija daug geriau atsikartoja esant

kalcio buferiniame tirpale, be kalcio duomeny issibarstymas buvo labai didelis.

1,04 1,04
A B

0 10 20 30 40 50 60 70
t,h

3.18 pav. a-sinukleino agregacijos kreivés. (A) Be kalcio (B) Esant 1 mM CaCl,,.

Ko-agregacijos eksperimentai atskleidé, kad SI00A9 gali pagreitinti a-sinukleino agre-
gacija kelis kartus. Sprendziant i$ agregacijos kinetikos, pirma, labai greitai, suagreguoja
S100A9, o veliau a-sinukleinas. Esant kalcio jony buferiniame tirpale, agregacijos kinetika
panasi, bet S100A9 agreguoja léciau.

Pabandzius keisti a-sinukleino ir ST00A9 molinj santykij, pamatyta, kad nesant kalcio,
kinetikos duomeny issibarstymas yra didelis, taciau su kalciu galima jzvelgti priklauso-

mybe (3.19 pav.), greiCiausiai agregavo esant 1:0,5 santykiui ir léciausiai 1:0,1 (panasiai
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kaip ir kontrolé). Visose eksperimentuose SI00A9 trumpindavo ,lag“ faze, o tai leidZia

suprasti, kad SI00A9 agregatai skatina a-sinukleino agregacijos branduoliy susidaryma.

B Alfa-sinukleinas @ 1:1 A 1:0,5 W 1:0,25 ¢ 1:0,1

1,04 1,04

0,8 0,84

0,2 0,24

3.19 pav. a-sinukleino ir SI00A9 ko-agregacijos kreivés. (A) Be kalcio (B) Esant 1 mM
CaCl,.

AJM nuotraukos patvirtino (3.20 pav.), kad SI00A9 ir a-sinukleinas agreguoja atski-
rai, nes nuotraukose matosi abiejy rusiy fibriliy. Yra zinoma, kad amiloidinése fibrilése
hidrofobiniai pavirsiai daznai yra fibriliy pavirsiuje (Auer, 2014), todél galima manyti,

kad S100A9 fibrilés sukuria hidrofobinius pavirsius, kurie skatina a-sinukleino agregacija.

8.0 nm 5.1 nm
| o2hm -3.9nm 3.0 nm
3.5 nm 6.4 nm
-2.3nm N -4.1nm

3.20 pav. S100A9 ir a-sinukleino fibriliy AJM nuotraukos. (A) a-sinukleinas. (B)
S100A9. (C) a-sinukleinas ir SI00A9 kartu. (D) a-sinukleinas su 1 mM CaCl,. (E) S1I00A9
1 mM CaCl,. (F) a-sinukleinas ir S100A9 su 1 mM CacCl,.
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3.6. Rezultaty diskusija ir tolimesni planai

I$ senesniy tyrimy su DSK yra zinoma, kad kalcis gali stabilizuoti SI00A9 baltyma
(Vogl et al., 2006), bet aiski priklausomybé nuo kalcio koncentracijos mano tyrimuose
parodyta pirma kartg. Kad magnis arba manganas gali stabilizuoti baltyma iStirta pir-
ma karta. Magnio silpnesnj poveikj galima paaiskinti dél magnio atomo dydzio, kuris yra
mazesnis negu kalcio, tac¢iau hidratacijos metu padidéja 400 karty, o kalcio tik 25 kartus.
Magnio atomo dehidratacija vyksta 4 kartus lé¢iau negu nuo kalcio atomo. Mazesnis ato-
mo dydis ir létesné dehidratacija nulemia silpnesnj jungimasi prie EF-ranky (Grabarek,
2011). Ypa¢ jdomu dél mangano rezultaty, nes yra manoma, kad SI00A8/S100A9 suris-
damas mangana padeda lasteléms kovoti su bakterijuy infekcija (Brunjes Brophy et al.,
2013). Pagal ju rezultatus manganas pirma jungiasi prie histidiny, esan¢iy S100A9 balty-
mo C-gale, o po to gali prisijungti ir prie EF-ranky. Mano darbe atlikti SI00A9 stabilumo
tyrimy rezultatai pritaria ju idéjai, nes mazomis koncentracijomis manganas destabilizuo-
ja baltyma - jungiasi ne prie EF-ranky, o didesnémis stabilizuoja, tai yra elgiasi panasiai
kaip ir kalcis, kuris jungiasi prie EF-ranky. Titravimo rezultatai atskleidé, kad baltymo
saveikoje su kalciu egzistuoja bent kelios skirtingos baltymo konformacijos su skirtingu
kalcio jony jungimusi. Norint istirti Siuos procesus reikéty pasitelkti detalesnius metodus
kaip BMR spektroskopija.

Apie S100A9 baltymo agregacija j amiloidines fibriles yra mazai zinoma ir néra in-
formacijos apie jo agregacijos kinetika. Mano rezultatai parodeé, kad S100A9 pakankamai
lengvai agreguoja jvairiomis sglygomis ir kinetikos profilis skiriasi nuo daugumos kity
baltymu. S100A9 neturi (arba ji labai trumpa) ,lag® fazés ir sékla neskatina baltymo ag-
regacijos, taip galéty buti, jei agregacijos branduoliy susidarymas yra labai greitas (arba
branduoliai yra labai mazi), o fibriliy ilgéjimas yra daug létesnis. Daugelis gauty kinetikos
rezultaty buvo panaudoti skaiciuojant agregacijos modelj. Skaiciavimai buvo atlikti Dr.
Igor A. Tashchishyn (Uméjos Universitetas). Jo skaic¢iavimo rezultatai sutampo su musy
hipoteze, kad S100A9 branduoliy centrai yra labai mazi. Kalcis slopina agregacija, nes
stabilizuoja baltyma ir turbut neleidzia susidaryti agregacijos branduoliams. Gyvuose or-
ganizmuose kalcio visad yra lastelés aplinkoje, todél SI00A9 turéty buti prisijunges kalcj,
bet galima pamastyti apie situacija, kai sutrikus homeostazei arba esant infekcijai, kalcio
gali sumazeéti ir baltymas tapty labiau linkes agreguoti. Kadangi S100A9 baltymo laste-
lése galima rasti daug (pvz. 40 % visu citoplazminiy baltymy granulicituose (Yui et al.,
2003)), tai irgi didina tikimybe, kad dalis baltymo gali pradéti agreguoti.

a-sinukleino ir SI00A9 lokalizacija gali sutapti lastelése (Nakamura et al., 2015), to-
del buvo patikrinta ar jie gali turéti jtakos vienas kito agregacijai. Rezultatai parodé, kad
S100A9 greitina a-sinukleino agregacija. Sj reiskinj galima paaiskinti, dél SI00A9 agrega-
cijos, SI00A9 fibrilés yra hidrofobiskos, o a-sinukleinas lengviau agreguoja hidrofobinéje
aplinkoje (Ruipérez et al., 2010), todél gali buti, kad S100A9 fibrilés tiesiog sukuria pa-
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lankesne aplinka a-sinukleino agregacijai. Esant kalciui pilnai situacija sunku jvertinti,
nes remiantis literatura, pats kalcis turi jtakos a-sinukleino agregacijai (Leal et al., 2012).
Tolimesniuose tyrimuose buty jdomu pasiziuréti S100B baltymo jtaka a-sinukleino agre-
gacijai, nes S100B baltymo sintezé yra stipriai padidéjusi Parkinsono ligos metu (Sathe
et al., 2012) ir jis gali buti panasiai agreguoja kaip S100A9 (Carvalho et al., 2013).

Siuo projekto metu pavyko ne tik jvykdyti iSsikeltus uzdavinius, bet ir sustiprinti ry-
Sius su Dr. Ludmilla Morozova-Roche grupe (Uméjos Universitetas, Svedija) - yra ragomas
straipsnis, kuriame bus panaudota dalis mano rezultaty. Taip pat SI00A9 baltymas buvo
nusiystas Dr. @yvind Halskau grupei (Bergeno Universitetas, Norvegija), kuri atliks BMR
analize, o Lietuvoje kelios mokslininky grupés susidoméjo galimybe jvertinti SI00A9 fibri-
liy gebéjimg pazeisti membranas ir toksiskuma lastelems. Musy laboratorijoje toliau bus
siekiama nustatyti SI00A9 fibriliy struktura pasitelkiant infraraudonyjy spinduliy spekt-
roskopija bei rasti ST00A9 fibriliy dalj, kuri turéty buti atspari proteinazei K. Be ST00A9
yra bandoma dirbti ir su SI00A8 baltymu, apie kurio agregacija j amiloidines fibriles dar
néra niekur skelbta.

Mano tyrimai turéty padéti susipazinti su S100A baltymuy agregacijos savybémis ir

atverti nauja puslapj amiloidy tyrimy srityje.
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4.

ISvados

. Sékmingai pritaikytos S1I00A9 ir a-sinukleino gryninimo metodikos: iSgryninta 1,5

g S100A9 ir 0,6 g a-sinukleino baltymuy.

. Ca®", Mg?", Mn?* stabilizuoja S100A9 baltyma, taciau Mg?* ir Mn*" daug silpniau

palyginus su Ca?".

. S100A9 agregacija yra greitinama aukstesne temperatura ir didesne baltymo kon-

centracija, o slopinama kalcio jonais.

. S100A9 greitina a-sinukleino agregacija.
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BAIGIAMASIS MAGISTRO DARBAS

S100A9 AGREGACIJOS IR STABILUMO TYRIMAS

SANTRAUKA

S100A baltymy Seima dalyvauja jvairiuose lgstelés procesuose: proliferacijos, iSgyve-
nimo, judéjimo ir uzdegiminiy signaly perdavimo. Dél jvairiy siy baltymy funkcijy, jie
daznai siejami su jvairiomis ligomis, jskaitant vézinius susirgimus ir neurodegeneratyvi-
nius sutrikimus. Neseniai buvo atrasta, kad S100A9 baltymas agreguoja j amiloidines
fibriles ir potencialiai gali buti svarbus Alzheimerio ir Parkinsono ligose. Panasiai kaip ir
kity S100A baltymy Seimos atstovy, SI00A9 baltymo stabilumas yra reguliuojamas kalcio
jony. Taciau, kol kas yra mazai zinoma kaip tiksliai kalcis stabilizuoja SI00A9 baltyma
ir kaip vyksta S100A9 virsmas j amiloidines fibriles.

S100A9 terminis stabilumas buvo matuojamas diferencinio skenavimo fluorimetrijos
metodu. Kalcio jony saveika su S100A9 nustatyta izoterminio titravimo kalorimetru. Ag-
regacijos kinetika matuota pagal Tioflavino T (ThT) dazo fluorescencija. Susidariusios
fibrilés stebétos atominés jégos mikroskopu ir juy amiloidiné prigimtis patikrinta specifi-
niais A1l ir OC antikunais

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad kalcis eksponentiskai didina ST00A9 baltymo termi-
nj stabilumag. Titravimo rezultatai parodé, kad kalcis incijuoja baltymo termodinaminius
pokyc¢ius keliomis stadijomis, bet reikéty detalesniy tyrimy, norint istirti jvairias baltymo
busenas. Agregacijos tyrimai atskleidé, kad S100A9 lengvai agreguoja i amiloidines fibri-
les jvairiomis sglygomis, kalcis slopina agregacija ir, kad SI00A9 gali skatinti a-sinukleino

amiloidiniy fibriliy susidaryma.

VILNIUS, 2017
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MASTER THESIS

AGGREGATION AND STABILITY OF S100A9
PROTEIN

SUMMARY

S100 family proteins are involved in different cell activities: proliferation, survival, move-
ment, inflammatory signalling and reproduction. Because of the wide range of functions,
these proteins can be associated with many diseases, including cancer and neurodegenera-
tive disorders. There are reports showing that SI00A9 protein can aggregate into amyloid
fibrils and is possibly involved in Alzheimer’s and Parkinson’s diseases. Similar to other
members in S100 family, SI00A9 stability can be regulated by calcium, however there is
too little information on how calcium ions affect SI00A9 protein stability and even less
how S100A9 aggregates into amyloid-like structures. Therefore we decided to investigate
these properties.

Thermal unfolding of the protein was monitored using ANS fluorescence assay. Calcium-
protein binding events were studied using isothermal titration calorimetry (ITC). Agg-
regation kinetics of SI00A9 were observed using Thioflavin-T (ThT) fluorescence assay.
Formed amyloid-like fibrils were observed using atomic force microscopy and the nature
of fibrils was confirmed using specific A11 and OC antibodies.

Results show, that calcium exponentially increases protein thermal stability and in-
hibits the rate of aggregation. ITC data suggests, that calcium binds to multiple sites and
induces conformational changes of the protein structure, however more detailed research
is needed to identify different protein states. Overall aggregation experiments revealed
that S100A9 easily forms amyloid fibrils and can influence Alpha-synuclein aggregation,

which is related to Parkinson disease.

VILNIUS, 2017
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Priedai

S100A9 seka, ilgis 113 a., masé 13093 Da

TCKMSQLERNIETIINTFHQYSVKLGHPDTLNQGEFKELVRKDLQNFLKKENKNEKVIE
HIMEDLDTNADKQLSFEEFIMLMARLTWASHEKMHEGDEGPGHHHKPGLGEGTP

O-sinukleino seka, ilgis 140 a., masé 14460 Da

MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTK
EQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDP

DNEAYEMPSEEGYQDYEPEA

1 priedas S100A9 ir a-sinukleino aminorugsciy sekos.
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2 priedas S100A9 CD spektas.
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3 priedas Mg®" ir Mn?" Poveikis S100A9 agregacijai.

3.6 nm 5.4 nm 4.6 nm

0.0 5.0 um 0.0 2.0 um 0.0 2.0um

4 priedas S100A9 fibriliy AJM nuotraukos esant skirtingiems pH. (A) pH 4,5. (B) pH
8. (C) pH 8.5.
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5.2 nm 9.7 nm
-3.4 nm -8.2 nm
2.8nm 31.8 nm
-1.8 nm -15.2 nm

0.0 ~ 5.0um

5 priedas S100A9 fibriliy AJM nuotraukos. (A) Esant 1 mM Mg®*. (B) Esant 30 mM
Mg**. (C) Esant 1 mM Mn*". (D) Esant 30 mM Mn?*.
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