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Jvadas

Amiloidai — netirpts fibriles formuojanéiy baltymy agregatai, kuriuos tarpusavyje sieja
panaSios strukttirinés savybés. Iki Siol nustatyta vir§ 20 biochemiskai skirtingy amiloidiniy
baltymy i§ kuriy kiekvienas yra susijes su unikaliu klinikiniu sindromu (Sipe, Cohen, 2000;
Teplow, 2006).

Terminas amiloidas (lot. — amylum, gr. — amylon (krakmolas)) pirma kartg paminétas 1854
metais vokie¢iy mokslininko Rudolfo Virchovo (Sipe, Cohen, 2000). Pastaruoju terminu
Virchovas pavadino makroskopines audiniy anomalijas, kurios, panaudojus teigiamg jodo dazymo
reakcijg, nusidazydavo violetine spalva. Remdamasis teigiama spalvine reakcija Virchovas padaré
iSvada, jog amiloidai yra sudaryti i$ krakmolo. 1859 metais Friedreichas ir Kekulé tyrinédami
amiloidus méginiuose aptiko didelius kiekius azoto, pastarasis atradimas mokslininkams leido
padaryti iSvada, jog amiloidai yra sudaryti i§ baltymy, o ne i§ angliavandeniy, kaip buvo manyta
anksciau (Prusiner, 2013; Sipe, Cohen, 2000).

Viena i$ amiloidiniy baltymy sukeliamy ligy yra Alzheimerio (AL). Remiantis naujausiais
duomenimis $iuo metu pasaulyje Sia neurodegeneracine liga serga apie 24 milijonai zmoniy (Reitz,
Mayeux, 2014). AL daZniausiai serga senyvo amziaus zmonés. Siai ligai yra biidinga
neurofibriliniy tinkly, kuriuos sudaro susivijusios nenormalaus tau baltymo gijos, formavimasis,
neurony praradimas bei daugelio neuromediatoriniy sistemy sutrikimai. Taciau svarbiausia
patologiné ypatybé yra smegenyse placiai iSplitusios senatvinés plokstelés (angl. Senile plaques).
Senatvinés plokstelés yra sudarytos i§ jvairiy baltymy, taciau jy branduolj sudaro amiloido beta
(AP) peptidy agregatai, kuriuos 1984 m. nustaté Gleneris ir Vongas (Braak, Del Tredici, 2011,
Duran-Aniotz et al., 2013; Pleckaityté, 2010; Selkoe, 1994; Takahashi et al., 2002; Wilson et al.,
2013).

Mokslininkai, tyrinéjantys amiloidg beta ir jo agregacijg, susiduria su jvairiomis problemomis.
Viena i§ pagrindiniy problemy yra duomeny atsikartojamumas ir patikimumas (Teplow, 2006).
Dauguma mokslininky tyrimams naudoja cheminés sintezés biidu pagamintg amiloida beta, taciau
sintetinio baltymo naudojimas turi keletg trikumy. Vienas 1§ trikumy yra pats chemingés sintezes
procesas, atlieckant chemine baltymo sintezé gaunamas produktas niekada nebus 100 % grynas
(Teplow, 2006). Kita problema yra tai, jog po sintezés baltymas yra liofilizuojamas ir prie$ tyrimus
turi baiti tirpinamas tirpiklyje, kuris suardyty amiloido beta agregatus iki monomery. Liofilizuoto
amiloido beta tirpinimui mokslininkai naudoja jvairius tirpiklius: dimetilsulfoksidg (DMSO)
(Lambert et al., 2001; Stine et al., 2003; Wang et al.,, 2002), trifluoretanolj (TFE),
heksafluorizopropanolj (HIFP) (Zagorski, Barrow, 1992; Zagorski et al., 1999) ir natrio Sarma

11



(NaOH) (Fezoui et al., 2000). Amiloido beta jgaunama erdviné struktiira yra priklausoma nuo
aplinkos salygy (Crescenzi et al., 2002; Sgourakis et al., 2011, 2007), todél naudojant tokig
jvairovg tirpikliy gaunami skirtingg erdving struktiirg jgave monomerai, kuriy agregacijos pobudis
skirsis (Teplow, 2006). Rekombinantinio amiloido beta naudojimas tarp mokslininky nebuvo
populiarus dél sudétingos gryninimo metodikos. Tac¢iau neseniai viskas pasikeité kai 2009 metais
Valsas su kolegomis pasiiilé greita ir nasig rekombinantinio amiloido beta gryninimo metodika,
kuria naudojantis yra gaunamas grynas amiloidas beta tinkamas agregacijos tyrimams (Walsh et
al.,, 2009). Naudojantis pastargja gryninimo metodika mokslininkai tiriantys amiloido beta
agregacija sugebéjo gauti gerai atsikartojancius kinetinius duomenis (Hellstrand et al., 2010).
Nuo amiloido beta susiejimo su Alzheimerio liga atlikta daugybé tyrimy, kuriy metu buvo
nustatytas A sintezés kelias (Koo, Squazzo, 1994; LaFerla et al., 2007; D. Selkoe, 1994; Shoji et
al., 1992), atlikti AP erdvinés struktiiros paieskos tyrimai, kuriy metu nustatyta, jog AP antrinés
struktiiros elementy susidarymas ir i$sidéstymas erdvéje labai priklauso nuo aplinkos salygy
(Crescenzi et al., 2002; Sgourakis et al., 2011, 2007), taip pat atlikta galybé amiloido beta
neurotoksiSkumo tyrimy, kuriy metu buvo tirtas AP oligomery bei fibriliy neurotoksiSkumas
(Hoshi et al., 2003; Kirkitadze et al., 2002; Klein et al., 2004; Taylor et al., 2003; Teplow, 2006;
Walsh, Selkoe, 2004; Walsh et al., 1999). Labai didelis démesys skiriamas AB agregacijos
slopikliy paieskai. Kaip slopiklius bandoma panaudoti jvairias mazos molekulinés masés
molekules (Doig, 2013) bei trumpus peptidus, kurie sgveikauty su A monomerais ir neleisty jiems
agreguoti (Neddenriep et al., 2011; Viet et al., 2011), taciau iki $iy dieny néra atrastas né vienas
efektyvus ar neturintis Salutinio poveikio vaistinis preparatas (Doig, Derreumaux, 2015).
Literaturoje kaip potencialts slopikliai yra jvardinami flavonai, tafiau yra apraSomas tik keliy
flavony poveikis amiloido beta agregacijai (Akaishi et al., 2008; Sharoar et al., 2012; Ushikubo et
al., 2012). Pastarieji autoriai slopinimo poveikiu laiko tik amiloidams specifinio fluorescencinio
dazo Tioflavino—T (ThT) fluorescencijos intensyvumo sumazéjima, 0 tai buvo nesenai parodyta
kaip nevisai korektiSkas metodas slopinimui jvertinti (Malisauskas et al., 2015). Todél, norint
tinkamai jvertinti flavonus kaip potencialius amiloido beta agregacijos slopiklius, reikia atlikti
platesnius tyrimus.
Sio darbo tikslas yra rekombinantinio amiloido beta gamyba ir jo agregacijos slopinimo tyrimai.

Tad iSkeliami tokie uzdaviniai:

1. Pasigaminti rekombinantinio amiloido beta.

2. Stebéti pasigaminto rekombinantinio baltymo agregacijos kinetikg ir palyginti gautus

rezultatus su apraSomais literattiroje.

3. [Ivertinti flavonus kaip potencialius amiloido beta agregacijos slopiklius.
12



1. Literatuiros apzvalga

1.1. Amiloidas beta
Amiloidas beta — trumpas, bestruktiris peptidas, sudarytas i§ 39-43 amino riigséiy, Kuris
gaunamas proteolitiSkai skaldant AP pirmtaka — APP (angl. amyloid precursor protein) baltyma.
Zmogaus organizme daugiausiai gaminama AB40 ir AB42 peptidy, kuriuos atitinkamai sudaro 40
ir 42 amino rugstys (1 pav.), tafiau retais atvejais pasitaiko trumpesniy (39 a. r.) ir ilgesniy (43 a.
r.) amiloido beta peptidy (Hamley, 2012).
(Ap40) - DAEFRHDSG YEVHHQKLVF FAEDVGSNKG AIIGLMVGGV'V

1 10 20 30 40
(Ap42) - DAEFRHDSG YEVHHQKLVF FAEDVGSNKG AIIGLMVGGV VIA

1 pav. AB40 ir AB42 aminoriagsciy seka

Peptidy ilgis priklauso nuo y—sekretazés, kuri APP proteolizés metu gali kirpti keliose vietose.
Vandeniniuose tirpaluose AB40 yra bestruktiiris, o AB42, kuomet pH yra artimas fiziologiniam,
greitai jgauna P klostyta struktiira. Manoma, jog AB42 B klostytos konformacijos susidarymas yra
inicijuojamas B postikio, kuris susidaro tarp 23 ir 28 amino ragsciy (Finder, Glockshuber, 2007).
Amiloido beta peptidy agregacija ir netirpiy agregaty susidarymas yra sicjamasS Su
neurodegeneraciniais sutrikimais ir Alzheimerio liga. 90 % zmogaus organizme sintetinamo
amiloido beta sudaro AB40 ir tik 10 % AP42, taciau pastarasis peptidas Zymiai grei€iau agreguoja
ir sudaro fibriles ir todél yra laikomas pavojingesniu (Hamley, 2012).

1.1.1. Amiloido beta sintezé

APP yra labai konservatyvus baltymas, kuris priklauso pirmajai transmembraniniy
glikoproteiny S$eimai. Jj sudaro 590-680 aminortigs¢iy ekstralgstelinis domenas bei 55
aminoriig§éiy vidulastelinis domenas. Zmogaus smegenyse yra randamos trys APP izoformos:
APP695, APP751 ir APP770. APP695 yra trumpiausia i$ trijy izoformy ir daugiausia yra
sintetinama neuronuose, 0 APP751 ir APP770 daugiausia aptinkamos glijos lastelése. Visos trys
APP izoformos turi A domena, todél yra potencialiai amiloidogeninés. Nattralios APP funkcijos
kol kas néra zinomos, taCiau yra iSkelta hipotezé, jog §is baltymas gali veikti kaip motorinio
baltymo kinezino-I transportiniy pasleliy receptorius (Hamley, 2012; D. Selkoe, 1994; Takahashi
et al., 2002; Vardy et al., 2005).

APP susintetintas endoplazminiame tinkle keliauja j goldzio aparata, kur yra modifikuojamas,
tuomet transportinémis pislelémis perneSamas j plazming membrang. APP esantis Igstelés
pavirSiuje gali buti inkorporuotas ] endosoming-lizosoming sistemg, kur bus sudegraduotas.
Vykstant §iam APP apykaitos ciklui amiloido beta peptidai gali buti sintetinami bent trijose ciklo
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dalyse: endoplazminiame tinkle, goldzio aparate, endosminéje-lizosomingje sistemoje (2 pav. A).
Tiek AB40, tieck AP42 peptidai gali biiti sintezuojami lgstelés viduje. Didzioji dalis lasteléje
sintetinamy AP peptidy yra sekretuojami, taciau dalis gali likti ir 1gstelés viduje (Hamley, 2012;
Vardy et al., 2005).
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2 pav. Amiloido beta sintezé zmogaus organizme. A — Vidulgstelinio ir ekstralgstelinio A
sintezés kelias (Adaptuota i§ (Hamley, 2012)). B — APP proteolizé (Adaptuota i§ (Vardy et al.,
2005))

APP lokalizuotas plazminéje membranoje yra skaldomas oa-sekretazés. Po skaldymo yra
gaunamas tirpus APPa fragmentas kuris keliauja j ekstralgsteline erdve bei C83 fragmentas, kuris
pasilieka membranoje (2 pav. A ir B). a-sekretazés neapdorotas APP yra inkorporuojamas j
ankstyvyjy endosomy plazming membrang, kur esant SORL1 faktoriui, bus grazinamas j goldzio
aparatg. Ankstyvosios endosomos turi geng BACEL, kuris koduoja B-sekretaze, todél APP, kuris
néra nukreipiamas grazinimui j goldzio aparata, yra skaldomas B-sekretazés. Po skaldymo yra
gaunamas tirpus APPp fragmentas bei C99 fragmentas (2 pav. A ir B). C99 fragmentas gali buti
perneSamas j endoplazminj tinkla, endosomine-lizosomine sistemg arba plazming membrang, kur
yra suskaldomas y-sekretazés . Po skaldymo y-sekretaze yra gaunami AB40 ir AB42 peptidai, kurie
transportiniy piisleliy pagalba gali buti pernesti | ekstralasteling erdve. Ekstralasteliniai AP
peptidai gali saveikauti su lgstelés pavirSiaus receptoriais: RAGE, LRP, FPRLI, NMDA,
a7nAchR, A peptido — receptoriaus komplekstas yra inkorporuojamas j ankstyvasias endosomas.

Didzioji dalis AP peptidy lasteléje yra sekretuojami sekrecinése puslelése ir lizosomose, taciau
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gali biiti sekretuojami ir endoplazminiame tinkle, goldzio aparate, mitochondrijose bei citozolyje
(2 pav. A) (Hamley, 2012; Vardy et al., 2005).
1.1.2. Amiloido beta degradacija

Amiloido beta gamyba ir degradacija organizme vyksta nepertraukiamai. Esant normaliai Ap
peptidy koncentracijai ir AB40/AB42 santykiui (9:1), AP katabolizmas vyksta normaliai. Pastaryjy
peptidy degradacijoje dalyvauja daugybé proteaziy, i$ kuriy kiekviena turi tam tikras jai budingas
savybes (1 lentelé) (Saido, Leissring, 2012). Taciau organizme staigiai pasikeitus AB40/AB42
santykiui, padidéjus AP koncentracijai ar sumazéjus proteaziy raiSkos lygiui ar aktyvumui
proteazés nespéja Salinti amiloido beta pertekliaus, AP peptidai greitai agreguoja ir formuoja
fibriles, kurios yra atsparios proteaziy poveikiui. Didelio kiekio netirpiy agregaty atsiradimas
nervinése lgstelése sukelia neurodegeneracinius pazeidimus, dél kuriy i$sivysto Alzheimerio liga
(Saido, Leissring, 2012).

1 lentelé. Proteazés dalyvaujancios AP peptidy degradacijoje. Eks — ekstralasteliné erdve. ET —
endoplazminis tinklas. GA — goldzio aparatas. Endo — endosomos. Lizo — lizosomos. Mito —
mitochondrijos. Cito — citoplazma (Adaptuota i$ (Saido, Leissring, 2012))

Tipas Proteazé Lokalizacija
NEP Eks, ET, GA
NEP2 Eks, ET, GA
hMMEL Eks, ET, GA
ECE1 Eks, ET, GA, Endo
ECE2 Eks, ET, GA, Endo
Metalo ACE Eks, ET, GA
MMP2 Eks, ET, GA
MMP9 Eks, ET, GA
MMP14/MT MMP Eks, ET, GA
CD147/EMMRIN Eks, ET, GA, Endo
IDE Eks, ET, GA, Endo Lizo, Mito
Plazmino Eks, ET, GA
Serino Acilpeptido hidrolazé Eks, Cito
Mielino bazinis baltymas Eks, ET, GA
Katepsinas D Eks, Lizo
Asparto BACE1 Eks, Lizo
BACE2 Eks, Lizo
Cisteino Katepsinas B Eks, Endo, Lizo
Treonino Proteasoma Cito
Kiti Katalininiai antikiiniai -

AP katabolizmas priklauso ne tik nuo daugelio proteaziy, bet ir nuo jvairiy eliminavimo procesy
tarpusavio sgveiky. Eliminavimo procesai susij¢ su AP katabolizmu: difuzija, aktyvi ir pasyvi
pernasa, baltymo-baltymo sgveika, agregacija bei sekrecija. Visi Sie procesai veikia vienu metu,
sudarydami jvairius kompleksinius rySius. Vieny ar kity procesy tarpusavio sgveikos priklauso
nuo Igstelés regiono bei sublasteliniy skyriy (angl. subcellular compartment) (Saido, Leissring,
2012).
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1.1.3. Amiloido beta funkcija

Nuo amiloido beta susiejimo su Alzheimerio liga didziausias démesys skiriamas A [} agregacijos
tyrimams. Taciau ir sveikame organizme yra aptinkami mazi (pikomoliniai) A kiekiai. Mazomis
koncentracijomis amiloidas beta néra kenksmingas, taciau mokslininkams pabandzius visiskai
panaikinti Ap raiska slopinant 3 arba y sekretazes arba pasalinant gena, koduojantj APP, pastebéta,
jog ziiva nervines lastelés, o pridéjus fiziologinius kiekius AP nerviniy lasteliy zities buvo
iSvengiama. Pastarieji tyrimai leido daryti iSvada, jog A yra svarbus gyvybinei funkcijai palaikyti
(Cardenas-Aguayo et al., 2014; Pearson, Peers, 2006). Nuo amiloido beta atradimo praéjo 30 mety,
taciau per $j laikotarpj buvo iskeltos tik kelios hipotezés, kuriose aprasomos galimos fiziologinés
AP funkcijos .

Viena i§ galimy amiloido beta fiziologiniy funkcijy yra sinapsinio aktyvumo reguliavimas.
Mokslininkai pastebéjo, jog padidéjus sinapsiniam aktyvumui iSauga ir amiloido beta raiska.
Tuomet atlikus detalesnius tyrimus nustatyta, kad AP slopina sinapsinj aktyvuma, taip galbiit
apsaugodamas nervines lgsteles nuo per didelio sinapsinio aktyvumo sukeliamo
ekscitotoksiskumo (nerviniy lgsteliy pazeidimy ar mirties) (Cardenas-Aguayo et al., 2014;
Pearson, Peers, 2006).

Moksliniais tyrimais nustatyta, jog AP monomerai slopina neurony Ziitj, kurig sukelia Fe?",
Fe3*, Cu?* indukuojamas deguonies radikaly susidarymas, ta¢iau neapsaugo nuo H,O2 daromos
zalos. Taip pat nustatyta, jog AP agregatai pasizymi prieSingu poveikiu, t. y. skatina deguonies
radikaly susidarymg. Remiantis pastaraisiais tyrimais buvo iskelta hipotezé, jog amiloidas beta
veikia kaip antioksidantas prie$ metalo jony indukuojama deguonies radikaly susidaryma (Baruch-
Suchodolsky, Fischer, 2009; Zou et al., 2002).

2010 m. Soscia kartu su bendradarbiais tyrinédami AP funkcijas pastebéjo, jog literatiiroje
apraSomos biocheminés ir fizikocheminés AP savybés yra labai panasios j antimikrobiniy baltymy
(AMP — angl. antimicrobal protein). Pastebéjus §iuos panasumus tyréjai nusprendé palyginti Af3
ir zmogaus organizme sintetinamo AMP — katelicidino LL-37 antimikrobines savybes in vitro.
Antimikrobinés savybés buvo tiriamos nustatant minimalias A ir katelicidino LL-37 slopinimo
koncentracijas, t. y. kokios vieno ar kito peptido koncentracijos uztenka tam, kad auginamoje
bakterijy kultiiroje nustoty daugintis mikroorganizmai. Tyrimai buvo atlikti su 12 skirtingy
mikroorganizmy. Amiloido beta peptidai sékmingai slopino 8 i§ 12 tirty mikroorganizmy augima.
Minimali amiloido beta koncentracija, kurios uzteko tam, kad bty sustabdytas tam tikro
mikroorganizmo augimas buvo mazesné arba panasi j katelicidino LL-37 (2 lentelé) (Soscia et al.,
2010).
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2 lentelé. Antimikrobinis AP poveikis (Adaptuota i$ (Soscia et al., 2010))

Minimali slopinanti koncentracija (ng/ml)

Mikroorganizmas

AB40 Ap42 LL-37

Candida albicans 0,78 0,78 6,25
Escherichia coli 1,56 1,56 1,56
Staphylococcus epidermidis 50 3,13 25

Streptococcus pneumoniae 12,5 6,25 1,56
Staphylococcus aureus 25 6,25 6,25
Listeria monocytogenes 25 6,25 25

Enterococcus faecalis 50 6,25 6,25
Streptococcus agalactiae 50 12,5 12,5
Pseudomonas aeruginosa >50 >50 6,25
Streptococcus pyogenes >50 >50 6,25
Streptococcus mitis 50 >50 6,25
Streptococcus salivarius >50 >50 50

Gave tokius rezultatus tyréjai padaré i§vada, jog viena i§ amiloido beta funkcijy in vivo galéty
biiti antimikrobiné.

Brajanas Malonéjus kartu su kolegomis, panaudoje elektoforezinio mobilumo poslinkio bei
chromatino imunoprecipitacijos metodus nustaté, jog esant oksidaciniam stresui Ap peptidai gali
patekti j branduolj ir sgveikauti su specifine DNR seka esanc¢ia APP ir BACEl geny
promotoriuose. AP prisijungimas prie promotoriy indukuoja APP ir BACE1 geny raiska, todel
lasteléje iSauga APP bei B-sekretazés kiekial, o tai lemia AP koncentracijos iSaugimg. Taigi tyréjai
padaré iSvada, jog AP gali veikti kaip transkripcijos faktorius, kuris esant tam tikroms sglygoms
indukuoja savo paties sintez¢ (Bailey et al., 2011; Maloney, Lahiri, 2011).

AP peptidas, APP ir padidéjes cholesterolio lygis yra siejami su Alzheimerio liga. Nustatyta,
jog padidéjes cholesterolio lygis lemia padidéjusia APP raiska, todél per pastarajj deSimtmetj buvo
atlikta keletas tyrimy, kuriy metu buvo bandoma iSsiaiskinti A daroma jtaka cholesterolio lygio
pokyé¢iams. Siy tyrimy metu buvo nustatyta, jog AP saveikauja su transportiniu cholesterolio
baltymu kaveolinu-1 ir priveréia jj pernesti cholesterolj i§ plazminés membranos j goldzio
kompleksa, taip pat nustatyta, jog AB40 slopina cholesterolio ir zemo tankio lipoproteiny saveika,
taip sumazindamas cholesterolio jnasg bei koncentracija lastelé¢je. Remiantis Siais tyrimais buvo
iSkelta hipotezé, jog AP peptidas veikia kaip cholesterolio transporto reguliatorius (Igbavboa et
al., 2009; Yao, Papadopoulos, 2002).

1.1.4. Amiloido beta agregacija ir susidariusiy agregaty toksiSkumas

Neurotoksinis amiloido beta poveikis pasireiSkia nervinése Igstelése ar aplink jas susiformavus
toksiskiems AP oligomerams ir fibriléms. Amiloido beta agregacijos procesas prasideda nuo
monomery, kurie yra bestruktiiriai ir egzistuoja kaip daugybés konformery misinys. Organizme
sutrikus amiloido beta apykaitai ir stipriai padidéjus jo koncentracijai ar iSaugus AB42/Ap40
santykiui, monomerai ima jungtis tarpusavyje bei formuoti trumpai egzistuojanc¢ius oligomerus,

kurie gali disocijuoti ] momomerus arba jungtis tarpusavyje ir formuoti agregacijos branduolj,
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kuriame tarp AP molekuliy susiformuoja B klostés. Susidares stabilus agregacijos branduolys
sugeba greitai prisijungti  Ap monomerus pakeisdamas jy konformacija i P klostyta.
Prisijungdamas monomerus branduolys greitai ilgéja kol suformuoja fibrile. Galiausiai fibriliy
sankaupos sudaro didelius netirpius agregatus, kurie zmogaus smegenyse dar vadinami

senatvinémis plokstelémis (3 pav.) (Finder, Glockshuber, 2007; Hayden, Teplow, 2013).
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@ Agregacijos
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Oligomerai

Fibrilé Dideli netirpiis agregatai

3 pav. Amiloido beta agregacijos schema

Toksiski oligomerai ir fibrilés gali susidaryti dél keliy priezas¢iy: padidéjusios amiloido beta
koncentracijos arba pasikeitusio santykio tarp AB40 ir AP42. Abi priezastys gali atsirasti dél
organizmo senéjimo, paveldimy genetiniy mutacijy, Dauno sindromo ar galvos traumy. Siai dienai
yra nustatyta penkiolika paveldimy genetiniy mutacijy, kurios sukelia Alzheimerio liga (3 lentelé)
(Kayed, Lasagna-Reeves, 2012).

3 lentelé. APP baltyma koduojancio geno mutacijos (Adaptuota i$ (D. J. Selkoe, Podlisny, 2002))
Alzheimerio ligos pasirei§kimas

Mutacija Pasekmé (Zmogaus amZius, metais)
K/M670/1N/L (Svediska) 44-61
A692G (Flamandy) . . .. 40-60
E693Q (Olanditka) ISaugusi AP koncentracija 45-60
D694N (Ajovos) 50-60
E693K (Italiska) Sumazéjusi AP kgncen?raeua, ties1iy, trumpy 60-70

fibriliy susidarymas
E693G (Arkting) Sumazéjusi AE‘ konceptracp a, protofibriliy 5461
ormavimaslis

T714I (Austriska) ~34
V715M (Pranciiziska) 40-60
V715A (Vokiska) Néra duomeny
1716V (Floridos) ~53
V7171 (Londono) ISauges AP42/AB40 santykis 39-60
V717F (Indianos) ~43
V717G 40-67
V717L 36-39
L723P (Australiska) 56

Siuo metu manoma, jog trumpai egzistuojantys AP oligomerai yra pagrindiné toksiska Ap risis,

o susiformavusios netirpios fibrilés — antriné (Kayed, Lasagna-Reeves, 2012), ta¢iau $§i nuomoné
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kol kas néra vieninga, nes néra pakankamai jrodymy, kurie leisty galutinai nuspresti oligomerai ar
fibrilés yra pagrindiniai Alzheimerio ligos sukéléjai (Hayden, Teplow, 2013).
Oligomerai

Lastelés iSoréje susiformave 10-100 kDa AP oligomerai gali sgveikauti su Igstelés pavirSiuje
esanciais receptoriais bei trikdyti jy funkcijas, taip sukeldami sinapsing disfunkcija, jvairius
neurodegeneracinius procesus bei galiausiai lastelés zatj. Oligomery struktiira kol kas néra tiksliai
zinoma d¢l oligomery struktiros polidispersiSkumo tarp tokios pacios molekulinés masés
oligomery (Kayed, Lasagna-Reeves, 2012).

Zinoma, kad amiloido beta oligomerai sgveikauja su nervy augimo faktoriaus (NGF)
receptoriumi ir taip salygoja neurony zutj, kurig sukelia NGF saveika su p75 neurotrofino

receptoriumi (p75NTR) (4 pav.) (Yamamoto et al., 2007; Kayed, Lasagna-Reeves, 2012).
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4 pav. Amiloido beta oligomery sgveika su receptoriais (Adaptuota i$ (Kayed, Lasagna-Reeves,
2012))

Oligomerai taip pat trikdo N-metil-D-aspartato receptoriaus (NMDAR) veiklg (4 pav.). AB
oligomerai aktyvuoja NMDAR, o tai sukelia padidéjusj Ca?* srautg j lastelés vidy, kuris sutrikdo
nuo NMDAR priklausomy pagrindiniy signaliniy keliy, kuriuose dalyvauja nuo Ca?* priklausoma
baltymy fosfatazé — kalcineurinas, taip pat nuo Ca?* kalmodulino komplekso priklausoma baltymy
kinazé II bei baltymy fosfatazé 1 ir cAMP atsako elementus riSantis baltymas, veikla. (Yamin,
2009; Kayed, Lasagna-Reeves, 2012; Shankar et al., 2007; D. Zhao et al., 2004). Fernanda De
Felice kartu su kolegomis parod¢, jog NMDAR aktyvavimas AP oligomerais taip pat gali
stimuliuoti perdétg reaktyviy deguonies formy (ROS) susidaryma (De Felice et al., 2007).

Zhao ir Taunsendas kartu su savo kolegomis nustaté, kad signalo perdavimas, kuris vyksta per
neurono insulino receptorius (IR), yra ypac jautrus AP oligomerams. Oligomerai prisijunge prie

IR trikdo jo veikla arba pavercia ji neaktyviu taip slopindami insulino indukuojama
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autofosforilinima, kuris yra batinas greitam specifiniy kinaziy, kurios aktyvuoja ilgalaikj atsaka,
aktyvavimui (4 pav.) (Townsend et al., 2007; W.-Q. Zhao et al., 2008).

Nusatyta, kad amiloido beta oligomerai gali jungtis prie cisteinais turtingo serpantininio (angl.
Frizzled) receptoriaus domeno Salia arba ant Wnt (angl. Wingless/integrase-1) signalinés
molekulés suri§imo vietos (4 pav.). PrisiriS¢ oligomerai slopina Wnt signalinj kelig. Wnt yra
sekretuojami glikoproteinai, kurie jungiasi prie serpantininio receptoriaus. Wnt signalinis kelias
reguliuoja daugelj kritiniy biologiniy procesy, kaip: vystymasis, lgstelés judéjimas, Igstelés
poliskumas, aksono valdymas, sinapsiy formavimasis bei komunikacijas tarp lasteliy. AP
oligomery prisijungimas prie serpantininio receptoriaus ir Wnt signalinio kelio slopinimas sukelia
tau baltymo fosforilinima bei neurofibriliniy rezginiy susidaryma (Magdesian et al., 2008).

Nesenai nustatyta, kad Igstelinis prioninis baltymas (PrP®) veikia kaip amiloido beta oligomery
receptorius, kuris tarpininkauja Ap oligomery indukuojamoje sinapsingje disfunkcijoje (4 pav.).
AP oligomery prisijungimas prie PrP° taip pat gali trikdyti saveikai tarp PrP® ir koreceptoriaus,
kaip NMDAR (Laurén et al., 2009).

Manoma, kad amiloido beta oligomerai gali ne tik sgveikauti su jvairiais receptoriais ir slopinti
ju veiklg bet ir formuoti jonams laidzius kanalus bei didinti plazminés membranos laiduma (5

pav.).
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5 pav. Amiloido beta oligomery formuojami kanalai ir poros (Adaptuota i§ (Kayed, Lasagna-
Reeves, 2012))

Nespecifisky AP pory ar kanaly susidarymas ant neurono membranos sutrikdo kalcio ir kity
jony homeostaze, kas veda prie daugybiniy degeneraciniy procesy atsiradimo, jskaitant laisvy
radikaly susidarymg ir tau fosforilinima, kas pagreitina neurodegeneracijg ir 1astelés zatj. Susidarg
laisvi radikalai taip pat skatina membranos ardyma, dé¢l kurio nereguliuojamas kalcio jony srautas

1 lastelés vidy yra dar labiau pagreitinamas (Kayed, Lasagna-Reeves, 2012).
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Didzioji dalis Igstel¢je pagaminamo amiloido beta yra sekretuojama j lgstelés iSorg, todeél
nenuostabu, jog didzioji dalis amiloido beta oligomery susidaro biitent ekstralgselinéje erdveje,
ta¢iau yra nemazai jrodymy, jog amiloido beta oligomerai gali susidaryti ir Igstelés viduje.
Amiloido beta oligomery susidarymag lastelés viduje gali skatinti tiek sumazéjusi sekrecija |
lastelés iSore ir amiloido beta monomery susikaupimas Igsteléje, tiek j lastelés iSore sekretuojamy
AP monomery sugrazinimas | lastelés vidy endocitozes budu. | Igstelés vidy gali biiti pernesti ne
tik AP monomerai, bet ir lastelés iSoréje susidare oligomerai. Zinoma, kad oligomery pernasoje
dalyvauja nefermentinio galutinio glikozilinimo produkty (RAGE), a7 nikotino acetilcholino
(a7nAchR) ir apolipoproteino E (APOE) receptoriai. Oligomery prisijungimas prie pastaryjy
receptoriy i$Saukia receptoriy inkorporavimg j transportines pusleles ir pernasa j lgstelés vidy (6
pav.) (Bhaskar, Lamb, 2012; Kayed, Lasagna-Reeves, 2012).
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6 pav. Ekstralgsteliniy amiloido beta oligomery pernasa j lastelés vidy (Adaptuota i§ (Kayed,
Lasagna-Reeves, 2012))

Vidulgsteliniy amiloido beta oligomery toksiSkumo mechanizmas néra visiskai aiskus, taciau
yra zinoma, kad AP oligomery susikaupimas lgstelés viduje slopina proteosomos ir ubikvitino
proteaziy ir hidrolaziy aktyvuma. Taip pat zinoma, jog laipsniskas amiloido beta kaupimasis
mitochondrijose slopina kvépavimo grandinés III ir IV kompleksy aktyvuma ir deguonies
suvartojimg. Amiloidas beta gali kauptis Alzheimerio liga serganciy zmoniy smegeny lasteliy
lizosomose. Amiloido beta kaupimasis lizosomose destabilizuoja jy membrang, kas galiausiai
lemia membranos suardyma ir lizosomos turinio pasklidima j citozolj bei autofagijos sutrikdyma

(Bhaskar, Lamb, 2012; Kayed, Lasagna-Reeves, 2012).
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Fibrilés
Pirminis amiloido beta monomery agregacijos produktas yra oligomerai, o galutinis netirpios
~10 nm plocio fibrilés, kurios daznai biina ilgesnés nei 1 um. AP fibrilés yra apibiidinamos kaip
termodinamiskai stabilios, struktiiriSkai organizuotos, netirpios amiloidinés fibrilés, kurios yra
sudarytos i§ [ klostyta konformacija jgavusiy AP monomery, tarpusavyje sujungty
tarpmolekulinémis B klostémis (Finder, Glockshuber, 2007). Yra Zinoma, jog tarpmolekulinés f3
klostés susiformuoja tarp 12-21 ir 30—42 amino ragsciy, 0 amiloidiniy fibriliy ilgéjimo asis yra

statmena susidariusioms B klostéms (Petkova et al., 2002) (7 pav.).

7 pav. Amiloidinés fibrilés strukttra. Geltona rodyklé — fibrilés ilgéjimo asis. Raudonos ir
meélynos rodyklés Zymi amino riigstis tarp kuriy susiformuoja tarpmolekulinés 3
klostés.(Adaptuota i$ (Petkova et al., 2002))

Netirpios fibrilés yra laikomos antrine, maziau toksiska, amiloido beta agregaty forma. Taciau
ju daromas toksiskas poveikis yra ne kg maziau svarbus nei oligomery. Kitaip nei oligomerai,
susiformavusios fibrilés yra netirpios ir visiSkai atsparios proteaziy poveikiui, tod¢l organizme
iSlieka labai ilgg laika. Didelés amiloidiniy fibriliy sankaupos, kurios yra aptinkamos Alzheimerio
liga serganciy zmoniy smegenyse, vadinamos senatvinémis plokstelémis. Klinikiniy tyrimy
rezultatai parodé¢, kad chirurginis senatviniy ploksteliy pasSalinimas neistaiso agregaty padarytos
zalos bei nesustabdo Alzheimerio ligos (Cappai, Barnham, 2008; Hardy, 2009). Amiloidiniy
ploksteliy formavimasis yra daugiapakopis procesas, kuris trunka ilga laika. Amiloido beta fibrilés
negrjztamai pazeidzia neurony sinapses bei trikdo mikroglios lasteliy veiklg, todél galiausiai
i8sivysto létinis neurouzdegimas, kuris yra labai svarbus veiksnys, lemiantis Alzheimerio ligos
atsiradimg. (Bhaskar, Lamb, 2012; Hayden, Teplow, 2013).
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1.1.5. Sintetinis ir rekombinantinis amiloidas beta

Cheminés sintezés biidu pagaminto amiloido beta privalumas yra tai, jog jis yra prieinamas
dideliais kiekiais, taciau sintetinis amiloidas beta turi ir keletg trikumy, kurie gali daryti jtaka
eksperimenty rezultatams. Po sintezés proceso peptido liofilizate lieka pasaliniy medZiagy, kaip
trifluoracto rogstis (TFA), kurios gali komplikuoti peptido tirpinimg ir paruos§img tyrimams.
Pasalinés priemaiSos esancios peptido liofilizate gali pakeisti biofizikines ir biologines peptido
savybes (Teplow, 2006). Nejvertinus paSaliniy priemaiSy svorio gali baiti netinkamai apskaiciuota
baltymo koncentracija, tas taip pat gali paveikti eksperimento rezultatus. Cheminés Sintezés budu
gaminamas peptidas nickada néra gaunamas 100 % grynas, pasitaiko, jog yra susintetinami
peptidai, kuriy sudétis arba ilgis nuo tikslinio produkto skiriasi viena ar keliomis amino riigstimis,
tokius peptidus yra ypa¢ sunku atskirti vienus nuo kity. Liofilizuota peptida reikia tirpinti
tirpiklyje, kuris suardyty amiloido agregatus iki monomery, taciau Siuo metu mokslininkai néra
sutarg, kuris tirpiklis yra tinkamiausias ir naudoja jvairius tirpiklius (DMSO (Lambert et al., 2001;
Stine et al., 2003; Wang et al., 2002), TFE, HIFP (Zagorski, Barrow, 1992; Zagorski et al., 1999),
NaOH (Fezoui et al., 2000)) ar jy miSinius. Esant tokiai variacijai tirpikliy gaunami skirtingi
rezultatai, kadangi kaip ir buvo parodyta (Crescenzi et al., 2002; Sgourakis et al., 2011, 2007)
tyrimais AP antrinés struktiiros elementy formavimasis ir iSsidéstymas erdvéje priklauso nuo
aplinkos salygy, todél tirpinant liofilizuota AP viename i§ anks¢iau minéty tirpikliy gaunami
skirtingos erdvinés struktiiros amiloido beta monomerai, kuriy agregacijos pobudis skiriasi (Soto
etal., 1995; Teplow, 2006).

Pasigaminti rekombinantinj baltyma daZnai yra pigiau nei pirkti pagaminta cheminés sintezés
biidu, taciau rekombinantinio amiloido beta naudojimas nebuvo populiarus tarp mokslininky dél
komplikuoty gryninimo metodiky. Viskas pasikeité, kai 2009 metais ValSas aprasé¢ greitg ir
salyginai paprasta rekombinantinio A gryninimo metodika (Walsh et al., 2009). Rekombinantinis
baltymas N- gale turi prijungta metioning, kurj koduojanéios nukleortigstys adeninas (A), timinas
(T) ir guaninas (G) tarnauja kaip transliacijos iniciacijos kodonas (ATG), kuris yra reikalingas
rekombinantiniy baltymy raiskai E. coli lastelése. E. coli 1gstelése susintetinto rekombinantinio
AP42 masiy spektrometrinés analizés tyrimai parodé, kad N- gale esantis metioninas néra
spontaniskai pasalinamas metionino aminopeptidazés (Walsh et al., 2009). Palyginus sintetinio
AP42 ir rekombinantinio AB42, kuris N- terminaliniame gale turi prijungta metioning, agregacijos
laikus, fibriliy morfologija bei toksiSkumg buvo gauti labai panasis rezultatai (Walsh et al., 2009),
kurie leido daryti iSvada, jog metionino prijungimas nedaro didelés jtakos amiloido beta

agregacijai.
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1.2.  Amiloido beta agregacijos tyrimai

Alzheimerio liga serganciy Zzmoniy smegenyse aptikus amiloido beta agregatus ir juos jvardinus
kaip Sios ligos sukéléjus dauguma mokslininky susidoméjo amiloido beta agregacijos tyrimais.
Agregacijos tyrimais mokslininkai siekia iSsiaiSkinti agregacijos mechanizmus, priezastis ir
salygas, taip pat labai didelis démesys skiriamas agregacijos slopikliy, kurie galéty biiti pritaikyti
Alzheimerio ligos gydime ar kaip prevenciniai preparatai, paieskai.

Literaturos Saltiniuose, kuriuose yra apraSomi amiloidiniy baltymy agregacijos tyrimai, vienas
i§ pagrindiniy metody naudojamy amiloidiniy baltymy agregacijai stebéti yra fluorescencinés
spektrometrijos metodas, kurio metu yra stebimas amiloidams specifinio dazo Tioflavino T
fluorescencijos intensyvumo pokytis laike (Akaishi et al., 2008; Cohen et al., 2013; Hellstrand et
al.,2010; McKoy et al., 2012; Nieznanski et al., 2012; Stohr et al., 2012; Vandersteen et al., 2012).

Tioflavinas T (8 pav.) yra fluorescencinis dazas, kurio fluorescencijos intensyvumas iSauga jam
jungiantis prie amiloidiniy agregaty. ThT suzadintas 440 nm bangos ilgio §viesa iSspinduliuoja

482 nm bangos ilgio $viesag (emisijos maksimumas).

s | CHs
) | < > N
"{ : \CHa

Hs

+

CI~ CHy
Poliné dalis | Hidrofobiné dalis

8 pav. Tioflavinas T (Amdursky et al., 2012).

Tikslus molekulinis Tioflavino T jungimosi prie amiloidiniy agregaty mechanizmas néra
Zinomas, taciau yra iSkelta keletas hipoteziy. Viena i§ hipoteziy teigia, jog ThT vandeniniuose
tirpaluose formuoja miceles, kurios hidrofobinés saveikos déka jungiasi prie amiloidiniy agregaty
pavirSiaus (Khurana et al., 2005). Kita hipotezé teigia, kad ThT veikia kaip molekulinis rotorius,
kuris jungiasi prie amiloidiniy agregaty lygiagreciai amiloidiniy fibriliy asiai (Biancalana, Koide,
2010) arba sudaro dimerus hidrofobinése amiloidiniy fibriliy ertmése. Tirpale mazas energinis
barjeras leidzia ThT polinei daliai ir hidrofobinei daliai laisvai suktis apie jas jungianciag C-C
jungtj, besisukant kampas tarp polinés ir hidrofobinés dalies keiciasi nuo 37° iki 90°, kas sukelia
peréjimg 1§ fluoresuojancios biisenos ] nefluoresuojancig. ThT prisijungus prie amiloidiniy

agregaty polinés ir hidrofobinés daliy sukimasis yra jmobilizuojamas, dél to yra iSlaikoma
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fluoresuojanti busena (Amdursky et al., 2012; Biancalana, Koide, 2010; Qin et al., 2010; Sabate
et al., 2013; Sulatskaya et al., 2011).

Minimali Ap42 peptidy agregaty detekcijos riba yra 0,2 uM (Hellstrand et al., 2010). Tirpale
esant mazesnei AB42 koncentracijai nei 0,2 uM amiloidiniy fibriliy susidarymo negalime stebéti,
nes néra matoma skirtumo tarp bazinio ThT fluorescencijos spektro ir ThT + AB42 spektro.

Amiloidiniy agregaty (fibriliy) susidarymas gali biiti apraSomas sigmoidine kreive, kuri
susideda i$ lag fazés (oligomery formavimasis ir agregacijos branduoliy susidarymas), log augimo
fazés (greitas monomery prisijungimas prie agregacijos branduoliy ir jy ilgéjimas) bei
nusistovéjusios pusiausvyros fazés (fibriliy susidarymas) (Nielsen et al., 2001). Ap agreagacijos
duomenys gauti fluorescencinés spektrometrijos analizés metu gluodinami sigmoidine kreive (9

pav.), kurig apraso lygtis:
xn
Y=y, + (g — ) * £y 1)

kur Y yra fluorescencijos intensyvumas, x — laikas ir F yra laikas, kai pasiekiama 50 %
maksimalaus fluorescencijos intensyvumo, yp — pradiné fluorescencijos intensyvumo reik§me, Ygq

- galutiné fluorescencijos intensyvumo reik§mé, n = Hillo koeficientas.

nusistovéjusios pusiausvyros fazé

i

% log augimo fazé

Tioflavino T fluorescencijos intensyvumas

tio
/

Laikas, min

—
lag faze -

9 pav. Eksperimentiniy amiloido beta agregacijos duomeny gluodinimas sigmoidine kreive. Juodi
apskritimai — eksperimentiniai duomenys; Raudona kreivé — eksperimentiniy duomeny
gluodinimas sigmoidine kreive, kurig apraSo 1 lygtis
Eksperimentinius duomenis gluodinant sigmoidine kreive, kurig apraso 1 lygtis, galime
nesunkiai nustatyti agregacijos procesa charakterizuojanCius parametrus: agregacijos ti,, ThT
fluorescencijos intensyvumo pokytj, bei pradine ir galuting intensyvumo reikSmes.
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1.3.  Amiloido beta agregacijos slopikliai

Atradus sgsajas tarp amiloido beta agregaty susidarymo zmogaus smegenyse ir Alzheimerio
ligos mokslininkams tapo labai svarbu surasti AP agregacijos slopiklius, kuriuos biity galima
panaudoti Alzheimerio ligos gydyme ar kaip prevencinius preparatus. Absoliutus amiloido beta
kiekis priklauso nuo APP ir jj kerpanciy vy ir B sekretaziy, todél yra logiska pirmiausia ieskoti
slopikliy, kurie slopinty Sias sekretazes ir taip sumazinty A} koncentracijg bei galimybe susidaryti
jo agregatams. Taciau Siuo metu dauguma efektyviy vy ir p sekretaziy slopikliy pasizymi Salutiniais
poveikiais, kurie gali sukelti net mirtj (Doig, 2013). Taip pat yra kuriamos jvairios strategijos,
kurios padidinty amiloido beta degradacijoje dalyvaujanéiy proteaziy raiSkg ar aktyvuma.
Padidinus AP degraduojanciy proteaziy raiSka ar aktyvuma biity galima sumazinti absoliucig AP
koncentracija ir taip sumazinti jo agregacijos rizika, taciau $iy proteaziy raiSkos ar aktyvumo
padidinimas gali turéti ir pasaliniy padariniy, kaip nespecifinis karpymas, kuris paveikty ir kitus
baltymus (Doig, 2013). Vienais i$ potencialiausiy slopikliy yra laikomi trumpi peptidai ir mazos
molekulinés masés medziagos, kuriy taikinys biity AP monomeras. Neleidziant monomerams
agreguoti tarpusavyje biity iSvengiama toksisky oligomery ir fibriliy susidarymo. Per pastaruosius
30 mety klinikiniy tyrimy stadija pasieké daugiau nei 200 jvairiausiy slopikliy (Mangialasche et
al., 2010), taciau né vienas nebuvo patvirtintas kaip efektyvus ir neturintis Salutinio poveikio
slopiklis, kuris biity tinkamas naudoti Alzheimerio ligos gydyme ar kaip prevencinis preparatas
(Doig, Derreumaux, 2015).

1.3.1. Trumpi peptidai

Amiloido beta agregacijos slopinimui méginama panaudoti trumpus peptidus, kuriy tikslas biity
blokuoti centrinius hidrofobinius amiloido beta domenus (Leul2-Ala21, Ala30-Ala42). Centriniai
hidrofobiniai domenai (CHD) yra svarbus slopinimo taikinys, nes biitent jie yra save atpazjstantys
elementai, kurie formuoja beta klostes tarp Ap molekuliy ir lemia agregaty susidaryma. Trumpas
peptidas prisijunggs prie CHD blokuoty jo sgveika su kitu CHD ir taip neleisty susidaryti amiloido
beta agregatams. Tokio slopinimo mechanizmo galimybé buvo jrodyta moksliniais tyrimais, kuriy
metu trumpi peptidai (D-(PGKLVYA); D-(KKLVFFARRRRA); L-(KLVFF); L-(LPFFD)),
sudaryti tiek 1§ L tiek 1§ D aminoriigsciy slopino AP agregacija bei neleido susidaryti toksiSkiems
oligomerams ir fibriléms. Peptidai sudaryti 1§ D amino riig§ciy yra atsparesni proteaziy poveikiui,
todél yra labiau patrauklis kaip slopikliai (Doig, Derreumaux, 2015; Doig, 2013). Taciau peptidai
dazniausiai netampa vaistiniais preparatais dél keleto priezas¢iy. Peptidai yra linke i degradacija
bei negali laisvai kirsti lgstelés membranos, o tai daro juos prastais vaistiniais preparatais.

Dauguma vaistiniy preparaty atitinka Lipinskio penketo taisykle (5< vandenilinio rySio donorai;
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10< vandenilinio ry$io akceptoriai; molekuliné masé¢ <500 Da; pasiskirstymo koeficientas log (P)
<5), kuri nusako cheminio junginio tinkamuma buti vaistiniu preparatu. Taciau peptidai, kurie
slopina AP agregacija, neatitinka Lipinskio taisyklés ir dél to gali biiti blogai jsisavinami zmogaus
organizme (Doig, 2013). Siekiant, kad trumpi peptidai biity patvirtinti kaip tinkami bti vaistiniai
preparatai, reikia ieskoti modifikacijy, kurios leisty pagerinti molekulines peptido savybes, taip
pat reikia sukurti peptidy jvedimo ir pernasos sistemas, kurios uztikrinty slopinancio peptido
patekimag ] Zmogaus smegeny neurony, mikroglios lgsteles bei tarplasteling erdve.
1.3.2. MaZos molekulés

Literatiiroje yra apraSoma daugybé organiniy junginiy, kurie in vitro slopina AP agregacijg arba
mazina Jo toksiSkumg (Doig, 2013). Keleto tokiy junginiy pavyzdziai yra pateikti 4 lenteléje.
Vienu i§ potencialiausiy AP agregacijos slopikliy buvo laikomas ,,Alzhemed™, kuris puikiai
slopino AP agregacija in vitro, jveiké | ir Il klinikiniy tyrimy stadijas, ta¢iau 11 klinikiniy tyrimy
stadijoje nebuvo patvirtintas kaip pakankamai efektyvus ir saugus naudoti ir dél to buvo
pripazintas neveiksniu (Aisen et al., 2007; Doig, Derreumaux, 2015). Kitas daug zadantis slopiklis
— metileno melis, kuris §iuo metu yra klinikiniy tyrimy stadijoje. Metileno mélis slopina toksisky
oligomery susidarymg ir taip apsaugo nervines lasteles nuo toksisko oligomery poveikio (Necula
et al., 2007; Paban et al., 2014).

Potencialiais AP agregacijos slopikliais yra laikomi flavonai. Flavonai — organiniai junginiai,

kuriy pagrindg sudaro 2-fenil-1-benzopiran-4-ketonas (10 pav.).

10 pav. 2-fenil-1-benzopiran-4-ketonas
Siuo metu literatiiroje yra apraSomi keletas natiiraliy ir sintetiniy flavony, kurie slopina A
agregacija in vitro (Akaishi et al., 2008; Sharoar et al., 2012; Ushikubo et al., 2012). Taciau
pastaruosiuose literattiros Saltiniuose vienu i§ pagrindiniy AP agregacijos slopinimo pozymiu yra
laikomas ThT fluorescencijos intensyvumo sumazéjimas. Autoriai mano, jog ThT fluorescencijos
intensyvumas sumazéja, nes susidaro mazesnis kiekis AP agregaty. Taciau apie slopinimo
efektyvuma spresti vien tik i§ ThT fluorescencijos intensyvumo pokycio yra rizikinga, kadangi
dabar néra tiksliai Zinoma, ar flavonai nedaro jtakos ThT fluorescencijos intensyvumui. Todél,
norint tiksliau jvertinti flavony jtakg AP agregacijos procesui, reikty atkreipti démesj j agregacijos
puslaikj (ti), kuris tiesiogiai priklauso nuo AP koncentracijos (Hellstrand et al., 2010). Manant,
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jog flavonai sgveikauja su A monomerais ir taip sumazina laisvy monomery koncenracijg, kurie
galéty agreguoti, ty, reikSmé turéty padideéti. Sumazejes ThT fluorescencijos intensyvumas, taciau
nepakitusi ty, reik§mé leisty daryti i§vada, kad flavonas neslopina AP agregacijos, ta¢iau keicia
ThT fluorescencijos intensyvumg. Padidéjusi ti, reikSmé leisty daryti iSvada, kad tam tikras
flavonas slopina AP agregacijos procesa. ty, reikSme¢ galime nesunkiai suzinoti gluodindami
eksperimentinius duomenis sigmoidine kreive, kurig apraso 1 lygtis.

4 lentelé. Potencialiis AP agregacijos slopikliai

Slopiklis Struktiiriné formulé Poveikis Literaiiros $altinis
P L Slopina AP monomery -
Alzhemed™ "HiN S. . i’ (Aisen et al., 2007)
o (0] agregacijg
N
- ~ . .y .
Met!lgno HsC. /@i Q « CH3 Slopina t0k§1sku oligomery (Necula et al., 2007)
mélis N S N susidaryma
CHs ClI- CHs
OH
OH
HO Ou Saveikauja su Ap monomerais ir
i OH verdia juos formuoti
EGCG e nestruktiirizuotus oligomerus, (Ehrnhoefer et al., 2008)
OH OH kurie néra toksiski ir negali
© formuoti fibriliy
OH
OH
HiC—o
Saveikaudamas su Ap
Melatoninas fonomeru pa.‘kel.majo antring (Pappolla et al., 1998)
| struktiirg ir taip slopina
HN HN\I(CHS amiloidiniy fibriliy susidaryma
8]
HO OH Neleidzia AP monomerams
Kurkuminas o O = 5 O o agrengvjotl ta'rpusavyj’e, t‘?'p .pat (Yang et al., 2005)
. o gali iSardyti jau susidariusius
CHa ° © : agregatus
Fulerenas Saveikauja su CHD ir sloPlna (Kim, Lee, 2003)
AP momonery agregacija
Luteolinas Slopina A fibriliy susidaryma (Akaishi et al., 2008)
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Aparatira, medziagos
2.1.1. Reagentai

Acros Organics: amonio persulfatas 99,5 %; amonio chloridas 99,6 %; dinatrio hidrofosfatas
99 %; druskos rugstis 37 % p = 1,18 g/ml; glicerolis 99 %; karbamidas (uréja) 99,5 %; natrio
chloridas (ypac $varus); natrio Sarmas 50 % p = 1,50 g/ml; natrio sulfatas 99 %.

Carl Roth GmbH+Co.: agar-agaras; ampicilino natrio druska 99 %; ditiotreitolis 99 %;
guanidino hidrochloridas 99,7 %; kalio dihidrofosfatas 99 %; Luria Broth mitybiné terpé; tricinas
99 %); tris(hidroksimetil)aminometanas (TRIS) 99 %.

Fisher Scientific: “EZ Run BP 2620-1” poliakrilamido geliy dazas; akrilamidas/bisakrilamidas
37,5:1; dekstrozé; dimetilsulfoksidas (DMSQO); etilendiamintetraacto ragstis (EDTA) 99 %;
laktozé; magnio sulfatas 99,5 %; molekulinés masés zymuo ,,Spectra Multicolor Low Range
Protein Ladder*; molekulinés masés zymuo ,,Page Ruler Low Range Unstained Protein Ladder*;
natrio dodecilsulfatas (NDS) 99 %; triptonas; TEMED.

Indofine Chemical Company: flavonai, kuriy pilnas sgrasas su kodiniais pavadinimais pateiktas
prieduose.

Oxoid: mieliy ekstraktas

Sigma: Tioflavinas T (ThT)

2.1.2. Laboratoriné jranga
e 96 Sulinéliy mikroploksteles: ,,Corning*.
e Atominés jégos mikroskopas ,,MultiMode SPM” sujungtas su NanoScope III a valdymo
jrenginiu.
e Centrifuga (Saldoma) ,,Herolab HiCen SR* (AF 6.500 ir AS 4.500 rotoriai).
e Chromatografiné kolon¢lé ,, Tricorn 10/300%.
e Chromatografiné sistema ,,Akta purifier®.
e Elektroforezés aparatas ,,Biometra Minigel-Twin‘ su ,,Biometra PS 300 T* srovés Saltiniu.
e Filtrai: 0,45 pm pory dydZio, 47 mm diametro ,,Sartorius Stedim Biotech®.
e Homogenizatorius Potter—Elvehjem ,,Sigma—Aldrich®.
e Koncentratoriai ,,Amicon® Ultra—15*, kuriy pralaidumas yra 30 kDa ir 3 kDa.
e Magnetiné maiSykleé ,,Velp Scientifica ARE*.
e Mikroploksteliy sandarinimo juosta ,,Nunc*.
e Mikroploksteliy skaitytuvas ,,Synergy H4 Hybrid Multi-Mode*.

e pH metras Thermo Fisher Orion Dual Star pH/ISE*.
29



e Purtyklé: ,,IKA KS 4000i control*.
e Sukuriné maisykle: ,,Velp Scientifica Vortex Mixer*.
e Svarstyklés: ,,Kern PCB 1000-2%; ,,Denver Instruments TP-214.
e Termostatas ,,Fisher Scientific IB-15G*.
e Termostatiné purtyklé ,,Ditabis MHR 23
e Termostatin¢ vonelé ,,Fisher Scientific Mini Dry Bath*.
e Ultragarsinis homogenizatorius ,,Bandelin Sonopuls®.
e Vakuuming¢ filtravimo sistema ,,Sigma—Aldrich®.
e Zondas ,,PointProbe NCHR*.
e Vandens valymo sistema: ,, Simplicity system®.
2.1.3. Buferiniai tirpalai
A: 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA.
B: 8 M Ur¢jos; 10 mM Tris’HCl pH 8,0; 1 mM EDTA.
C: 8 M Ur¢jos; 25 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA.
D: 8 M Ur¢jos; 125 mM NaCl; 10 mM TrisHCI pH 8,0; 1 mM EDTA.
E: 8 M Ur¢jos; 500 mM NaCl; 10 mm Tris/HCI pH 8,0; 1 mm EDTA.
F: 8 M GuHCI; 50 mM Tris/HCI pH 8.
G: 20 mM natrio fosfato pH 8; 200 uM EDTA.
2.1.4. Sorbentai
GE Healthcare: ,,DEAE Sepharose™ 6 Fast Flow*; ,,.Superdex ™ 75¢.
2.1.5. Kompetentinés lastelés
Baltymy ekspresijai naudotas kamienas E. coli BL21 Star~(DE3), kuris turi tokias genetines
charakteristikas: F— ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel31(DE3). Kamienas pirktas i$
Invitrogen.
2.1.6. Konstruktas
pet3a plazmidé su atsparumo ampicilinui genu ir jklonuotu AB42 baltyma koduojanciu genu.
Plazmidé padovanota dr. Christophe Cullin is Pranciizijos Bordo Segalen universiteto. Plazmidé
apraSyta (Vignaud et al., 2013; Walsh et al., 2009) literattiros Saltiniuose.
2.1.7. Mitybinés terpés
Agarizuota LB (Broth) terpé: 25 g Luria Broth mitybinés terpés, 15 g agaro istirpinama 1 |
dejonizuoto vandens, pH 7. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiroje.
S.0.C. mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 10
mM MgClz, 10 MM MgSQs4, 20 mM gliukozés. Triptonas, mieliy ekstraktas, NaCl ir KCI tirpinami
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97 ml dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 30 min 121 °C temperatiiroje. AtauSinus iki kambario
temperatiiros, pridedama Mg drusky ir gliukozés ir sterialiai nufiltruojama.

ZYM-5052 autoinduktyvi mitybiné terpé: terpés ruo$imo protokolas aprasytas (Studier,
2005) literattiros Salitinyje.

2.2. Metodai

2.2.1. Transformacija

Paruostos Petri l1¢ksSteles su agarizuota LB terpe, kurioje yra ampicilino (100 pg/ml), Sildomos
37 °C temperatiiroje apie 1 val. ] 100 ul kompetentiniy E. coli BL(21) Star™ (DE3) Igsteliy kulttirg
jdedama 1 pl plazmidinés DNR. Transformacijos miSinys laikomas 30 min. ledo vonioje.
Vykdomas temperatiirinis Sokas, 90 s laikoma 42 °C temperatiiroje, tuomet misinys greitai
perkeliamas j ledo vonig ir laikomas joje 2 min. | transformacijos miSinj pridedama 400 uL S.O.C.
mitybinés terpés ir auginama 45 min 37 °C temperatiroje termostatuojamoje purtykléje (220
aps./min). 50 pl transformanty steriliai uzs¢jama ant paSildytos Petri lékstelés. Lékstelé
inkubuojama termostate 37 °C temperattiroje 16 val.

2.2.2. Raiska

100 ml Luria Broth mitybinés terpés, kurioje yra 100 mg/l ampicilino, uzsé¢jama viena kolonija
nuo Petri 1¢kstelés ir auginama per naktj 37 °C temperiiroje, purtant (220 aps/min) (naktiné
kulttra). Kitg dieng 9 kolbos su 400 ml ZYM-5052 autoinduktyvios mitybinés terpés (dieniné
kulttra), kurioje yra 100 mg/l ampicilino, uzséjamos 1 ml naktinés kultiiros, auginamos 37 °C
temperatiiroje 20-24 valandas, purtant (220 aps/min). Véliau biomasé centrifuguojama 15 min. 4
°C temperatiiroje 5400 X g, supernatantas nupilamas, o biomasé uzSaldoma -20 °C temperatiiroje
iki tolimesnio gryninimo etapo.

2.2.3. Amiloido beta gyninimas

Amiloido beta gryninimo metodika sudaryta remiantis (Hellstrand et al., 2010; Walsh et al.,

2009) literatiiros Saltiniais.
Biomasés ardymas

UzSaldyta biomasé, gauta i$ 3,6 L kultiirinio skyscio, atSildoma, uzpilama 100 ml buferinio
tirpalo A, homogenizuojama Potter—Elvehjem homogenizatoriumi, véliau ant ledo 10 min. ardoma
ultragarsu 50 % galios darbiniais ciklais, kas 30s darant 30s pertraukas. Suardyta biomasé
centrifuguojama 10 min, 4 °C temperatiiroje 18000 x g. Supernatantas pasalinamas, o nuosédos
resuspenduojamos 100 ml buferinio tirpalo A ir homogenizuojamos Potter—Elvehjem
homogenizatoriumi. Pastaroji procediira kartojama du kartus. Taip paSalinami tirpiis baltymai.

Kadangi tikslinis baltymas yra sintetinamas intarpiniy kiineliy pavidale lasteliy nuolauzos yra
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resuspenduojamos 50 ml Dbuferinio tirpalo B ir homogenizuojamos Potter—Elvehjem
homogenizatoriumi. Homogenizuotos nuolauzos centrifuguojamos 15 min, 4 °C temperatiiroje
18000 x g, galiausiai gaunamas skaidrus supernatantas, kuriame yra tikslinis baltymas.
Jony mainy chromatografija stacionariomis saglygomis

50 ml supernatanto, gauto po paskutinio biomasés centrifugavimo, atskiedziami 150 ml
buferinio tirpalo B. Tuomet atskiestas balymy tirpalas sumaiSomas su 50 ml dietilaminoetil
(DEAE) sefarozés (nulygsvarintos buferiniu tirpalu B). MiSinys Svelniai maiSomas 30 min. 4 °C
temperatiiroje. Tuomet misinys uzneSamas ant Biuchnerio piltuvo, ant kurio yra uzdétas filtrinis
popierius, o pats piltuvas yra uzdétas ant vakuuminio indo. Sorbentas praplaunamas 50 ml
buferinio tirpalo B. Tuomet ant sorbento uzpilama 50 ml buferinio tirpalo C ir palaikoma 5 min.,
tuomet vakuumo pagalba nusiurbiama. Sio Zingsnio esmé yra atplauti nespecifiskai su sorbentu
sgveikaujancius baltymus. Véliau ant sorbento yra uzpilama 50 ml buferinio tirpalo D ir palaikoma
5 min., tuomet vakuumo pagalba nusiurbiama. Sis Zingsnis yra kartojamas keturis kartus, o
surinktose frakcijose yra tikslinis baltymas. Galiausiai sorbentas praplaunamas buferiniu tirpalu E
tam, kad nuo sorbento biity atplauti stipriai su sorbentu sgveikaujantys baltymai ir sorbentas véliau
galéty buti regeneruojamas. Surinktos frakcijos su tiksliniu baltymu yra apjungiamos kartu. Tam
kad atskirtume didelius baltymus, kurie galéjo atsiplauti kartu su tiksliniu baltymu, nuo tikslinio
baltymo apjungtos frakcijos yra filtruojamos, pasinaudojant 30000 Da pralaidumo centrifuginiais
filtrais, centrifuguojama 15 °C temperattroje 4000 x g. Surinktas filtratas koncentruojamas su
3000 Da pralaidumo centrifuginiais koncentratoriais (centrifuguojama 15 °C temperatiiroje 4000
X g), stengiamasi tlirj sumazinti bent 20 karty (nuo 200 ml iki 10 ml). Sukoncentruotas baltymas
i$pilstomas j mégintuvélius po 1ml ir saugomas -80 °C temperatiiroje iki tolimesnio naudojimo.

Gelfiltracija

Norint tirti AB42 peptidy agregacija yra labai svarbu turéti AB42 peptidus monomery formoje,
todél monomerai nuo dimery ir kity agregaty atskiriami gelfiltracijos metodu. Sukoncentruoti
AP42 méginiai (1 ml) atSildomi ir praskiedziami 3 ml buferinio tirpalo F. Tuomet méginys
koncentruojamas (15 °C temperatiroje, 4000 x g) iki 250-500ul su 3000 Da pralaidumo
centrifuginiais koncentratoriais Koncentruotas méginys per 0,5 ml tiirio uznes$imo kilpg uznesamas
ant chromatografinés kolonelés Tricorn 10/300, kuri yra pakrauta Superdex 75 sorbentu. Eliucija
vykdoma 1 ml/min grei¢iu, leidziant buferinj tirpalg G, kuris prie§ leidimg buvo degazuotas.
Surinktos baltymo frakcijos (2 ml) praskiedziamos 6 ml buferinio tirpalo F ir koncentruojamos bei
gryninamos kaip buvo nurodyta anksciau., tik dabar eliucijos metu surinktas méginys yra laikomas

Saltai ant ledo Po dviejy gryninimy gelfiltracijos metodu yra gaunamas grynas amiloido beta

32



monomery tirpalas. Baltymo koncentracija nustatoma iSmatuojant baltymo tirpalo absorbcija esant
280 nm bangos ilgiui ir apskai¢iuojant pagal formule:
C (Mol/l) = Ale*l (2)

kur A — baltymo tirpalo optinis tankis (A =280 nm), ¢ — baltymo ekstinkcijos koeficientas (1490
M-t cm™), I — optinio kelio ilgis (0,5 cm).

Amiloidas beta yra labai agregatyvus, todél gryninimas gelfiltracijos metodu turi buti
atliekamas tik pries pat agregacijos tyrimus.

2.2.4. Meéginiy analizé Tricino-NDS-PAAG elektroforezés metodu

ApB42molekuliné masé yra ~4645 Da, tokios mazos molekulinés masés peptidas néra matomas
naudojant NDS-PAAG elektroforezés metoda, todél yra naudojamas didesnés raiskos Tricino-
NDS-PAAG elektroforezés metodas, kurio protokolas yra pateikiamas literatiros Saltinyje
(Schéigger, 20006).

2.2.5. Agregacijos tyrimai

Gelfiltracijos metodu isgrynintas amiloidas beta yra skiedziamas buferiniu tirpalu G iki 5; 4,5;
4;3,5; 3; 2,5; 2; 1,5; 1 uM koncentracijos. I méginius pridedama 50 uM ThT. Méginiai i$pilstomi
po 100 pl i 96 Sulin¢liy mikroploksteles. Plokstelés su méginiais patalpinamos i Synergy H4
Hybrid Multi-Mode mikroploksteliy skaitytuva. Amiloido beta agregacijos procesas stebimas
matuojant ThT intensyvumo pokytj laike. Visi matavimai atlickami 37 °C temperatiiroje esant
pastoviam 16 Hz purtymui.

2.2.6. Agregacijos tyrimai su flavonais

Flavonai agregacijos tyrimams paruoSiami juos iStirpinant 100 % DMSO, galutin¢ flavony
koncentracija 20 mM. Gelfiltracijos metodu i§grynintas amiloidas beta yra skiedziamas buferiniu
tirpalu G taip, kad galutiné jo koncentracija pridéjus flavony biity 3 uM. | méginius pridedama 50
M ThT ir norima flavono koncentracija, visuose méginiuose yra 1 % DMSO. Méginiai i$pilstomi
po 100 pl i 96 Sulinéliy mikroploksteles. PlokStelés su méginiais patalpinamos | Synergy H4
Hybrid Multi-Mode mikroploksteliy skaitytuvg. Amiloido beta agregacijos procesas stebimas
matuojant ThT intensyvumo pokyt] laike. Visi matavimai atlieckami 37 °C temperatiiroje esant
pastoviam 16 Hz purtymui. Flavono poveikis AB42 agregacijai jvertintas palyginant méginiy,
kuriuose buvo AB42 ir flavonas ir méginiy, kuriuose buvo tik AB42 agregacijos puslaikius ir ThT
intensyvuma.

2.2.7. Eksperimentiniy duomeny aprodojimas

Agregacijos ty, ir maksimalus ThT intensyvumas nustatomi eksperimentinius duomenis

gluodinant sigmoidine kreive (9 pav.), kurig apraso 1 lygtis. Duomeny apdorojimui naudota

,Origin 8.1 programiné jranga.
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Santykinis agregacijos puslaikis ir ThT intensyvumas apskai¢iuojami padalinant méginiy,
kuriuose buvo flavonai, agregacijos ti, ir maksimaly ThT intensyvumg (Imax) i§ kontroliniy
méginiy, kuriuose nebuvo flavony, agregacijos ti. ir maksimalaus ThT intensyvumo (ti.
(AB+Flavonas) / ti, (AB)) ir ThT intensyvuma (Imax (AB+Flavonas) / Imax (Ap)).

Standartinés matavimy paklaidos apskai¢iuojamos naudojant Stjudento skirstini su 0,95
patikimumo lygmeniu. Daroma nuo 3 iki 9 matavimy pakartojimy.

2.2.8. Atominés jégos mikroskopija

30 ul méginio uzneSama ant auksciausios kokybés V1 1 cm diametro zérucio disko. Méginys
palaikomas 30 min. ant zéru¢io Véliau zérutis Svelnia srove nuplaunamas 1 ml MilliQ vandens ir
nudziovinamas po $velnia suspausto azoto srove. Mikroskopavimas atliekamas MultiMode SPM
atominés jégos mikroskopu dinaminiame virpan¢iojo zondo rezime (angl. Tapping mode).
Skenavimui naudotas PointProbe NCHR zondas, kurio virpéjimo daznis ~300 kHz. Skenavimo

greitis 0,5-1 Hz, maksimali skenavimo kokybé 512 x 512 tasky.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Rekombinantinio amiloido beta raiska ir gryninimas
3.1.1. Rekombinantinio Ap42raiska

Plazmidé pet3a su jklonuotu AP42 baltyma koduojanciu genu sékmingai transformuota j
kompetentines E. coli BL21 Star™ (DE3) lasteles.

Atlikus literatiros analiz¢ transformantus nuspresta auginti autoinduktyvioje ZYM-5052
mitybingje terp¢je, kurios 1 1 kainuoja beveik 1,5 karto pigiau nei 1 1 Luria Broth mitybinés terpés,
kurioje yra 1 mM izopropil-—D-tiogalaktopiranozido (IPTG) (Skai¢iavimai pateikti prieduose 6
lenteléje). Taip pat auginant ZYM-5052 mitybinéje terpéje yra gaunama iki 4 katry daugiau
biomasés nei auginant Luria Broth mitybinéje terpéje (Studier, 2005).

Rekombinantinio Ap42 raiska transformantuose patikrinta paémus méginius i§ auginamos

kultaros ir atlikus jy analiz¢ Tricino-NDS-PAAG elektroforezés metodu (11 pav.).

Apa2L

11 pav. AB42 raiska transformantuose. Skai¢iai 1-24 nurodo kiek val. praéjus po dieninés kulttiros
uzséjimo buvo paimtas méginys. MM — molekulinés masés Zymuo

Naudojantis ,,Expasy ProtParam® (Gasteiger et al., 2005) jrankiu apskaiCiuota teoriné
rekombinantinio AP42 molekuliné masé — 4645 Da. Tuomet remiantis 11 pav. pateikta
elektroforegrama nustatyta, jog AB42 raiska transformantuose vyksta (matomos baltymo juostelés
ties 4,6 kDa molekulinés masés Zymeniu) ir prasideda praéjus 3—4 val. po dieninés kultiros
uzséjimo. 11 pav. pateiktoje elektroforegramoje matyti, jog baltymo raiskos lygis auga kartu su

kultiiros auginimo laiku, tod¢l buvo nuspresta, jog visi transformantai bus auginami 24 valandas
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po dieninés kultiiros uzséjimo. Darbo metu iSviso uzauginti 25,6 litrai lasteliy kultdros i§ kurios
gauta 212,55 + 0,03g biomasés.
3.1.2. Amiloido beta gryninimas jony mainy chromatografijos metodu
Baigiamojo darbo metu atlikta 10 gryninimy jony mainy chromatografijos metodu
stacionariomis sglygomis, kuriy metu nuo tikslinio baltymo atskirta didzioji dalis paSaliniy
baltymy ir kity priemai$y. Gryninimo metu paimti méginiai analizuoti Tricino-NDS-PAAG

elektroforezés metodu (12 pav.).

40kDa

25 kDa

15 kDa

_____________________________________________

12 pav. Amiloido beta gryninimas jony mainy chromatografijos metodu. 1, 2 — méginys po
biomasés ardymo ultragarsu ir tirpiy baltymy atskyrimo. 3 — méginys po intarpiniy kiineliy
tirpinimo buferiniame tirpale B. 4 — méginys po pakrautos kolonélés praplovimo buferiniu tirpalu
B. 5—méginys po kolonélés praplovimo buferiniu tirpalu C. 6 — méginys po kolonélés praplovimo
buferiniu tirpalu D. 7 — méginys po kolonélés praplovimo buferiniu tirpalu E. MM — molekulinés
mases Zymuo

12 pav. pateiktoje elektroforegramoje matyti, jog rekombinantinis Ap42 buvo aptiktas visuose
gryninimo metu paimtuose méginiuose, pana$iis rezultatai aprasomi ir (Walsh et al., 2009)
literattiros Saltinyje. Taip pat kaip ir anksC¢iau minétame literattiros Saltinyje, didzioji dalis AB42
buvo aptikta méginyje, kuriame intarpiniai ktineliai buvo istirpinti buferiniame tirpale B (12 pav.
3) ir tik maza dalis aptikta kartu su tirpiais baltymais (12 pav. 1 ir 2). Buferinis tirpalas B su
iStirpusiu AP42 buvo uznesStas ant DEAE-sefarozés sorbento. Véliau AP42 nuo sorbento
desorbuotas laiptiniu gradientu didinant NaCl koncentracija. Remiantis 12 pav. pateikta
elektroforegrama, tolimesniam gryninimui buvo nutarta naudoti baltymo frakcijas, kurios buvo

surinktos po baltymo desorbcijos buferiniu tirpalu D (12 pav. 6), kadangi batent Siose frakcijose
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buvo aptiktas pakankamai didelis kiekis AB42 ir salyginai mazas kiekis priemaiSiniy baltymuy,
kuriuos nesunkiai galima atskirti gelfiltracijos metodu.
3.1.3. Amiloido beta gryninimas gelfiltracijos metodu

Amiloidas beta yra ypac agregatyvus baltymas (Hayden, Teplow, 2013), todél frakcijos,
surinktos po gryninimo jony mainy chromatografijos metodu, buvo gryninamos gelfiltracijos
metodu tik prie§ pat agregacijos tyrimus. Gelfiltracijos metodu rekombinantinis AB42 buvo
atskirtas nuo galimai susidariusiy Ap42 agregaty (dimerai, trimerai ir pan.) ir priemai$iniy baltymy
(13 pav.).

mAU mS/cm
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13 pav. Rekombinantinio AB42 gryninimas gelfiltracijos metodu. Mélyna linija — sugertis (A =
280). Ruda linija — laidumas (mS/cm). Raudonos punktyrinés linijos Zymi surenkamg baltymo

tirpalg

Atlikus AB42 gryninimg gelfiltracijos metodu, pastebéta, kad tikslinio baltymo smailé
(pazyméta raudonomis punktyrinémis linijjomis) nevisiskai atsiskiria nuo priemaisiniy baltymy
smailés (kairéje puséje nuo tikslinio baltymo smailés). Todél buvo nuspresta surinktas tikslinio

baltymo frakcijas pakartotinai gryninti gelfiltracijos metodu (14 pav.).
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14 pav. Pakartotinis rekombinantinio Ap42 gryninimas gelfiltracijos chromatografijos metodu.
Mélyna linija — sugertis (A = 280). Ruda linija — laidumas (mS/cm). Raudonos punktyrinés linijos
zymi surenkama baltymo tirpalg

Remiantis 14 pav. pateikta chromatograma buvo padaryta i§vada, jog po pakartotino gryninimo
gelfiltracijos metodu AB42 buvo visiskai atskirtas nuo jvairiy priemaisy. Si i§vada buvo patvirtina
atlikus méginio analiz¢ Tricin0O-NDS-PAAG elektroforezés metodu (15 pav.). 15 pav. pateiktoje

elektroforegramoje matyti tik vieno baltymo juostelé.
1 MM

40 kDa
B

25 kDa
.

15 kDa

10 kDa

15 pav. Po pakartotinés gelfiltracijos paimto méginio analizeé Tricino-NDS-PAAG elektroforezés
metodu. 1 — méginys paimtas po pakartotinés gelfiltracijos. MM — molekulinés masés Zymuo
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Visose anksCiau pateiktose elektroforegramose matyti, kad baltymo juostelé, kuri atitinka
AP42, yra truputelj aukséiau nei 4,6 kDa molekulinés masés zymuo, todél siekiant galutinai
patvirtinti, jog buvo iSgrynintas reikiamas baltymas buvo nuspresta atlikti méginio, paimto po
pakartotinio gryninimo gelfiltracijos metodu, masiy spektrometrine analize (atliko dr. Vytautas
Smirnovas). Gauti masiy spektrometrinés analizés duomenys parodé, jog méginyje esancio
baltymo molekuliné masé sutampa su rekombinantinio AB42 molekuline mase (7 lentelé), todél
buvo padaryta iSvada, jog buvo gautas reikiamas baltymas.

7 lentelé. Masiy spektrometrinés analizés duomenys

Teoriné rekombinantinio AB42 molekuliné Praktiskai iSmatuota rekombinantinio Ap42
mase, Da molekuliné mase, Da
4645 4645+ 1

Viso darbo metu atlikti 44 gryninimai gelfiltracijos metodu (pirma gelfiltracija ir pakartotiné
skai¢iuojama kaip 1 gryninimas), po kuriy i§ viso buvo gauta 9,89 + 0,01 mg gryno
rekombinantinio APB42. Literatiros Saltinyje (Hellstrand et al., 2010) nurodoma, kad po kiekvieno
gryninimo gelfiltracijos metodu buvo gaunama 5-12 uM gryno rekombinantinio Ap42, Sio darbo

metu po kiekvieno gryninimo vidutiniskai buvo gaunama 24 + 5 uM gryno baltymo.
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3.2.  Amiloido beta agregacijos tyrimas
3.2.1. Agregacijos puslaikio priklausomybé nuo Ap42 koncentracijos

Pasigaminus gryno rekombinantinio AB42 visy pirma nuspresta patikrinti kaip Sis baltymas
agreguoja ir ar yra gaunami gerai atsikartojantys duomenys, bei kaip rezultatai sutampa su
apraSomais literattiroje.

Atlikti AB42 agregacijos kinetikos tyrimai, kuriy metu agregacijos procesas stebétas matuojant
amiloidams specifinio dazo ThT fluorescencijos pokytj laike, neapdoroty eksperimentiniy
duomeny pavyzdziai pateikti 16 pav. A grafike. AP42 agregacijos tyrimy metu nustatyta
eksponentiné agregacijos ti. priklausomybé nuo Ap42 koncentracijos (16 pav. C, D). ti. buvo
nustatyta eksperimentinius duomenis gluodinant sigmoidine kreive (16 pav. B), kurig apraso 1
lygtis. Kadangi buvo siekiama patikrinti ar Ap42, gautas po skirtingy gryninimy jony mainy
chromatografijos ir gelfiltracijos metodais, agreguoja taip pat ir ar gaunami rezultatai atsikartoja,
buvo atlikti du Ap42 agregacijos ty, priklausomybés nuo AB42 koncentracijos tyrimai (16 pav. C,
D).
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16 pav. AP42 agregacijos tyrimai. A — neapdoroti eksperimentiniai duomenys. B -
eksperimentiniy duomeny gluodinimas sigmoidine kreive. C, D — ti priklausomybé nuo Ap42
koncentracijos, juodi taskai eksperimentiniai duomenys, raudona linija — eksperimentiniy
duomeny gluodinimas eksponentine kreive. C ir D eksperimenty metu naudotas AB42, gautas po
skirtingy gryninimy jony mainy chromatografijos ir gelfiltracijos metodais Paklaidos
apskaiciuotos i$ 6 pakartojimy
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I8 16 pav. C ir D grafiky matyti, jog AB42 agregacijos ti, mazéja didéjant AB42 koncentracijali.
Duomenis pabandyta gluodinti literatiiros Saltinyje (Hellstrand et al., 2010) apraSoma
eksponentine kreive, kurios lygtis yra:

y = Ax*® ©)
kur y — agregacijos ti,, Xx — AB42 koncentracija, A — proporcingumo konstanta , & — eksponenté.
Eksponentiné kreivé gerai apraso eksperimentinius duomenis (R? = 0,9934 (16 pav. C); R? =

0,9863 (16 pav. D)).

Remiantis 16 pav. C ir D grafikais padaryta iSvada, jog eksperimentai gerai atsikartoja, nes
skirtingy eksperimenty metu nustatyti AB42 agregacijos puslaikiai praktiskai sutampa, taip pat A
ir a konstanty reik§més beveik vienodos (A — 365 min. ir 367 min.; a —-1,27 ir -1,23).

Sio tyrimo metu gauti rezultatai yra labai panasis j literatiiros $altinyje (Hellstrand et al., 2010)
apraSomus, todél buvo padaryta iSvada, jog buvo pasigamintas toks pats rekombinantinis Ap42,
bei sugebéta atkartoti agregacijos tyrimus aprasomus literattiros Saltinyje (Hellstrand et al., 2010).
Toks rezultaty atsikartojamumas tarp skirtingy laboratorijy yra siekiamybé, kadangi kaip ir buvo
pazymeéta literatiirinéje apzvalgoje, mokslininkai dirbantys su amiloidu beta susiduria su prasto
duomeny atsikartojamumo problema.

Kadangi agregacijos tyrimai buvo atliekami esant pastoviam 16 Hz daZznio purtymui nuspresta

patikrinti purtymo jtakg agregacijos puslaikui (17 pav.).

| R?=0,9728

Ty=A*"
1 A =694 min.

a=-153
O T T T T T T T T T

1 2 3 ) .4 5
Ap42 koncentracija, uM

17 pav. AB42 agregacijos puslaikio priklausomybé nuo Ap42 koncentracijos (be purtymo). Juodi
apskritimai — eksperimentinai duomenys. Raudona linija — gluodinimas eksponentine kreive.
Paklaidos apskaiciuotos i§ 4 pakartojimy
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Palyginus 16 pav. ir 17 pav. pateiktus agregacijos puslaikius nustatyta, jog nepurtomo Ap42
agregacija vyksta lé¢iau. Tiek su purtymu, tiek be purtymo nustatyta eksponentiné agregacijos ty»
priklausomybé nuo AP42 koncentracijos. PanaSiis rezultatai pateikiami (Cohen et al., 2013)
literatiiros Saltinyje.

Nustacius, jog su pasigamintu rekombinantiniu AP42 galime atkartoti literatiiroje apraSomus
agregacijos tyrimus, nusprgsta pereiti prie agregacijos slopinimo tyrimy. Kadangi tyrimams su
slopikliais reikia, kad baltymas pakankamai greitai agreguoty tolimesniems tyrimams nuspresta

naudoti 3 uM AB42 koncentracijg ir tyrimus atlikti esant pastoviam 16 Hz daznio purtymui.
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3.3. Flavonuy, kaip potencialiu amiloido beta agregacijos slopikliy
jvertinimas

3.3.1. DMSO jtaka amiloido beta agregacijai
Sio darbo metu buvo norima jvertinti jvairiy flavony poveiki AB42 agregacijai, todél buvo
paruosti pradiniai 20 mM koncentracijos flavony tirpalai, i§ kuriy véliau buvo atlieckami skiedimai.
Kadangi flavonai buvo tirpinami 100 % DMSO visy pirma nuspresta patikrinti kokia jtaka AB42
agregacijai daro likutiné DMSO koncentracija, kurig ] méginius jneSime kartu su flavonais (18

pav.).

A 125 B o BeDMSO

300009 o sy 19% DMSO

100 4 — Gluodinimas sigmoidine kreive

754 20000 4

tﬁ”“

5] 90

t,,, min

10000 A

o

ThT fluorescencijos intensyvumas

0 5 10 15 20 0 20 40 60 80 100
DMSO % Laikas, min

18 pav. DMSO jtaka AP42 agregacijai. A — santykinio AB42 agregacijos ty, priklausomybé nuo
DMSO koncentracijos. B — Ap42 agregacija be DMSO ir su 1 % DMSO. Paklaidos apskaiciuotos

1§ 4 pakartojimy

18 pav. A grafike matyti, jog augant DMSO koncentracijai 1étéja AB42 agregacija. Remiantis
18 pav. A ir B grafikais padaryta iSvada, jog 1 % DMSO nedaro didelés jtakos AP42 agregacijali,
todél buvo nuspresta, kad agregacijos tyrimuose su flavonais likutiné DMSO koncentracija neturi
virsyti 1 %.

3.3.2. Flavony jtakos amiloido beta agregacijai tyrimas

AP42 agregacijos tyrimus su flavonais nuspresta pradéti nuo penkiy flavony (021165; L-101;
T-410; 22-387; G-500), kurie literatiiroje yra jvardinami kaip stipriis insulino agregacijos
slopikliai (Malisauskas et al., 2015). Insulinas kaip ir AB42 priklauso amiloidiniy baltymy grupei
(Sipe, Cohen, 2000), todél buvo norima patikrinti ar Sie flavonai neveikia kaip universalis
amiloidiniy baltymy agregacijos slopikliai. Flavonas L—101 literatiiroje taip pat jvardinamas kaip
potencialus AB42 agregacijos slopiklis (Akaishi et al., 2008), taciau jo slopinimo pozymiu yra
laikomas ThT fluorescencijos intensyvumo sumaz¢jimas, todél Siuo tyrimu taip pat buvo norima
patikrinti kokig jtaka $is flavonas daro AP42 agregacijos ti.. Agregacijos tyrimai atlikti naudojant
3 uM A42 koncentracija, flavono ir AB42 koncentracijy santykiai buvo: 36:1, 6:1, 1:1, 1:6 ir 1:36,
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visuose méginiuose buvo 1 % DMSO. Flavono poveikis AB42 agregacijai jvertintas apskai¢iuojant

santykinj agregacijos puslaikj (ti.

(AB+Flavonas) / Imax (AB)). (19 pav.).

Flavonas: 021165

(Ap+Flavonas) / ti, (AB)) ir ThT intensyvumg (Imax
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19 pav. Flavony 021165, L-101, T-410, 22—
387 ir G500 jtaka AP42 agregacijai. A, C, E,
G, | — flavony poveikis AP42 agregacijos
puslaikui. B, D, F, H, J — flavony jtaka ThT
intensyvumui. . Paklaidos apskai¢iuotos i§ 9
pakartojimy
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19 pav. matyti, jog didinant 021165, L-101, T-410 ir 22-387 flavony koncentracijas mazéja
santykinis ThT fluorescencijos intensyvumas (19 pav. B, D, F, H), toks fluorescencijos
intensyvumo sumazéjimas literatiros Saltiniuose (Akaishi et al., 2008; Sharoar et al., 2012;
Ushikubo et al., 2012) laikomas AB42 agregacijos slopinimo pozymiu, taciau jei atkreipsime
démesj | santykinj AP42 agregacijos puslaikj (19 pav. A, C, E, G) pamatysime, kad didéjant
flavony koncentracijai santykinis AB42 agregacijos puslaikis ne didéja, o mazéja arba beveik
nekinta. Santykinio agregacijos puslaikio sumazéjimas reiské jog Sie flavonai skatina AB42
agreguoti greiciau. Didinant flavono G—500 koncentracija santykinis AB42 agregacijos puslaikis
ir ThT fluorescencijos intensyvumas praktiSskai nepakito (19 pav. I, J). Literatiros $altinyje
(Akaishi et al., 2008) teigiama, jog ThT intensyvumas sumazéja, nes susidaro mazesnis kiekis
AP42 agregaty. Manant jog mazesnis kiekis agregaty susidaro dél to, jog flavonas jungiasi prie
AP42 molekuliy ir taip neleidzia joms agreguoti, turétume matyti santykinio agregacijos puslaikio
padidéjima, kadangi kaip ir buvo parodyta 3.2.1. dalyje, agregacijos puslaikis yra priklausomas

nuo AB42 monomero koncentracijos. Kadangi 19 pav. matyti, jog didinat flavony koncentracija
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ThT intensyvumas mazéja, o santykinis AB42 agregacijos puslaikis nekinta arba mazéja, darome
priclaida, jog pastarieji penki flavonai neslopina AB42 agregacijos, o tik trikdo ThT
fluorescencijos intensyvuma. Sia prielaida bty galima paneigti arba patvirtinti AB42 agregacijos
su flavonais ir be flavony metu matuojant dinaminj Sviesos iSsibarstymg. Taciau Siems tyrimams
reikia labai dideliy kiekiy baltymo (0,5-1 mg/ml) (Borgstahl, 2007; Shen et al., 1993), tokiose
koncentracijose AP42 suagreguoty gryninimo metu ir todél negalétume stebéti jo agregacijos
proceso.

Siekiant jsitikinti, kad méginiuose, kuriuose buvo didziausios koncentracijos flavony, tikrai
susidaré fibrilés, méginiai buvo istirti atominés jégos mikroskopu (20 pav.).

Ap42 Ap42 + 021165 Ap42 + L-101

Ap42 + 22-387

AB42 + G-500

20 pav. APB42 agregacijos méginiy mikroskopavimas atomings jégos mikroskopu.

20 pav. A nuotraukoje matyti, jog nesant flavony susidaré ilgesnés nei 1 um ilgio, 5-6 nm
skersmens AP42 fibrilés. Panasaus dydzio fibrilés susidaré ir méginiuose, kuriuose buvo L—101 ir
22-387 flavonai (19. pav. C ir E). 20 pav. D ir F nuotraukose matyti, jog méginiuose, kuriuose
buvo T-410 ir G-500 flavonai, susidariusios fibrilés buvo trumpesnés nei 1 pum ilgio, taciau tokio
pacio skersmens kaip ir fibrilés, kurios susidaré¢ méginiuose be flavony. 20 pav. B nuotraukoje
matyti, jog méginiuose, kuriuose buvo 021165 flavonas, susidaré dideli kiekiai agregaty, kuriy
skersmuo buvo 6-10 nm. Méginiuose aptikty fibriliy dydis sutampa su aprasomu literatiiros
Saltinyje (Hayden, Teplow, 2013).

Pastarieji penki flavonai neslopino AP42 agregacijos, o tik mazino ThT intensyvuma, todél
buvo nuspresta atlikti tyrimus su visais 262 laboratorijoje turimais flavonais. Agregacijos tyrimai

atlikti naudojant 3 uM AP42 koncentracija, flavono ir AB42 koncentracijy santykis buvo 50:1,
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visuose méginiuose buvo 1 % DMSO. Su kiekvienu flavonu atlikta tik po vieng matavima, siekiant
greitai atrinkti flavonus, kurie potencialiai galéty slopinti AB42 agregacija (matavimy duomenys
darbe nepateikiami). Sio tyrimo metu nustatyta, jog didZioji dalis (215) flavony neslopino Ap42
agregacijos. IS 262 flavony tolimesniems tyrimams buvo pasirinkti 47, kurie labai stipriai slopino
arba didino ThT fluorescencijos intensyvumg, dél ko nebuvo galima nustatyti agregacijos
puslaikio.

Su atrinktais 47 flavonais atlikti detalesni agregacijos tyrimai. Tyrimy metu nustatyta, jog i$ 47
né vienas flavonas nepasizyméjo stipriu AB42 agregacija slopinanciu poveikiu, 3 flavonai galimai
labai silpnai slopino AP42 agregacija, ta¢iau dél matavimy paklaidy dydzio sunku teisingai
jvertinti Siuos rezultatus (21 pav. I, K ir M), o likusieji flavonai nedar¢ jokio poveikio (21 pav.
C, E ir G) arba greitino (21 pav. A ir O) AB42 agregacija. ThT fluorescencijos iSaugimas
literattiros Saltiniuose (Akaishi et al., 2008; Ushikubo et al., 2012) laikomas AB42 agregacija
skatinan¢iu pozymiu, taciau 21 pav. matyti, jog ThT fluorescencijos intensyvuma didino ir tie
flavonai, kurie galimai silpnai 1étino AB42 agregacija (21 pav. I, K irM) ir tie kurie nedaré jokio
poveikio (21 pav. E ir G) ar greitino agregacijos procesa (21 pav. A), todél flavony jtakg Ap42
agregacijai vertinti tik pagal ThT fluorescencijos intensyvumo pokyti yra nekorektiska, kadangi
matome, jog dalis flavony, kurie panasiai veikia ThT fluorescencijos intensyvuma, skirtingai
keic¢ia agregacijos puslaikj Remiantis pastaraisiais rezultatais darome iSvada, jog tarp AP42
agregacijos puslaikio ir ThT fluorescencijos poky¢io néra tiesioginio rysio.

Literatiiros Saltiniuose (Akaishi et al., 2008; Ushikubo et al., 2012) aprasomy A42 agregacijos
slopinimo tyrimy metu didZiausias naudotas flavono ir A koncentracijy santykis buvo 5:1 (100:20
uM) Sio darbo metu 50:1 (150:3 uM), taciau net ir esant tokiam dideliam flavono A koncentracijy
santykiui né vienas flavonas nepasizyméjo AP42 agregacijg slopinanciu poveikiu, dauguma
flavony nedar¢ jokios jtakos agregacijos puslaikiui, taciau keité¢ ThT fluorescencijos intensyvuma.
Dalis flavony stipriai slopina ThT fluorescencijos intensyvuma, dél ko negalime nustatyti AB42
agregacijos puslaikio esant dideléms $iy flavony koncentracijos, tad reikia surasti metoda, kuris

leisty stebéti AP42 agregacija esant dideléms $iy flavony koncentracijoms.
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21 pav. Flavony jtaka AB42 agregacijai. A, C, E, G, |, K, M, O— flavony poveikis AB42 agregacijos
puslaikui. B, D, F, H, J, L, N, P — flavony jtaka ThT intensyvumui. Paklaidos apskai¢iuotos i$ 3
pakartojimy

Apibendrinant tyrimus su flavonais galime teigti, kad didzioji dalis flavony neslopina AB42
agregacijos. Panasis rezultatai ir iSvados padarytos literattiros saltinyje (Malisauskas et al., 2015),
kuriame yra aprasomas flavony poveikis insulino agregacijai. Flavonai 22-382, B-105 ir 19-319
galimai labai silpnai slopina AP42 agregacija, todél siekiant Siuos flavonus patvirtinti kaip
potencialius AB42 agregacijos slopiklius, reikia atlikti platesnius tyrimus, kuriy metu bity
jvertinas didesniy $iy flavony koncentracijy poveikis AP42 agregacijai, atlikti citotoksiskumo

tyrimai, nustatytas slopinimo mechanizmas.
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Isvados

. Baigiamojo magistro darbo metu i§gryninta 9,89 + 0,01 mg rekombinantinio Ap42.
. AP42 agregacijos puslaikis eksponentiskai mazéja didéjant AB42 koncentracijai.
Darbo metu gauti AB42 agregacijos kinetikos tyrimy rezultatai sutampa su
apraSomais literattiros Saltiniuose (Cohen et al., 2013; Hellstrand et al., 2010).

I§ 262 tirty flavony né vienas flavonas nepasizyméjo stipriu Ap42 agregacija
slopinanciu poveikiu.
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Priedai

5 lentelé. Flavonai ir jy kodiniai pavadinimai

Pavadinimas Kodas Pavadinimas Kodas
Galanginas, 3,5,7-Trihidroksiflavonas 020067 6,8-Dichloro-4’-metilflavonas 19-308
Akacetinas, 5,7-Dihidrokiy-4'-metoksiflavonas 020072 4’-metilflavonas 19-311
232&1;?&35(},:;37,3'-Trihidroksi-4'- 020082 4’-Bromo-6-chloroflavonas 19-315
5,7-Dimetoksiflavonas 021010 4’-Bromo-6-chloro-7-metilflavonas 19-316
ﬁgﬁ;‘;ﬁ%ﬁgﬂgﬁmﬁgl'5'6'7' 021030 | 4’-Bromo-6-metilflavonas 19-318
Kaempferolio-3,7,4"-trimetil eteris 021070 6-Bromo-2’-metilflavonas 19-319
Kuercetino-3,7,3',4'-tetrametil eteris 021074 6-Bromo-3’-metilflavonas 19-320
&-metoksfluteolinas, &-metokst 5,7,3'4 021084 | 6-Chloro-7.2"-dimetilflavonas 19-322
Skutelareinas, 5,6,7,4'-Tetrahidroksiflavonas 021165 6-Chloro-7,3’-dimetilflavonas 19-323
3-metoksiflavonas 021188 6-Chloro-2’-metilflavonas 19-326
Skutelareino tetrametil eteris 021278 6,4’-Dibromoflavonas 19-327
Kuercetino-3,5,7,3',4'-pentametil eteris 021285 6,8-Dichloro-2’-metilflavonas 19-328
Homoorientinas, Luteolino-6-C-Gliukozidas 021055S | 6,2’-Dimetilflavonas 19-329
§Z?Q(Z§Ii:\?§h§é3"4"5'T9trahidrOkSi'7' 021136S | 6,3’-Dimetilflavonas 19-330
Morinas, 3,5,7,2',4'-Pentahidroksiflavonas 021344S | 2°-Bromo-6-chloroflavonas 19-386
Tangeretinas, 4',5,6,7,8-Pentametoksiflavonas 06-026 8-Bromo-6-chloro-2’,5’-dimetoksiflavonas 19-829
8-Karboksi-3-metilflavonas 16-001 6-Chloro-2’,5’-dimetoksi-7-metilflavonas 19-831
6-Bromo-4’-chloroflavonas 17-018 2’.5’-Dimetoksiflavonas 19-833
6-Bromoflavonas 17-024 2’,5’-Dimetoksi-6-fluoroflavonas 19-834
4’-Chloro-6,8-dibromoflavonas 17-041 3’ 5’-Dihidroksiflavonas 19-868
4’-Chloroflavonas 17-042 4’-Benziloksi-5,7-dimetoksiflavonas 19-887
6-Chloroflavonas 17-043 3-hidroksi-7,2',4'-trimetoksiflavonas 22-201
4’-Chloro-6-metilflavonas 17-044 3-hidroksi-6,2',4'-trimetoksiflavonas 22-204
6-Chloro-7-metilflavonas 17-069 3,6,2',4'-Tetrahidroksiflavonas 22-205
6,8-Dibromoflavonas 17-092 3,4'-Dihidroksiflavonas 22-206
6,4'-Dichloroflavonas 17-105 2’ 4’-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas 22-211
6,8-Dichloroflavonas 17-106 3-hidroksi-6,2',3'-trimetoksiflavonas 22-215
6,4'-Dichloro-7-metilflavonas 17-111 3-hidroksi-7,2°,3’-trimetoksiflavonas 22-216
6,8,4’-Trichloroflavonas 17-156 2’,3’-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas 22-219
6-Bromo-2’-chloroflavonas 19-180 3-hidroksi-6,3°,4’-trimetoksiflavonas 22-222
6,2'-Dichloroflavonas 19-201 7,4’-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas 22-301
2’,6’-Dichloro-7-metilflavonas 19-203 2’,4’-Dimetoksi-3-hidroksi-6-metilflavonas 22-304
6,8,2’-Trichloroflavonas 19-208 3-hidroksi-4’-metoksi-6-metilflavonas 22-306
8-Bromo-2’,6-dichloroflavonas 19-209 3-hidroksi-3’,4’,5’-trimetoksiflavonas 22-308
2’-Chloroflavonas 19-210 3,6,3°,4’-Tetrametoksiflavonas 22-309
2’-Chloro-6-metilflavonas 19-211 3’ 4’-Dimetoksi-3-hidroksi-6-metilflavonas 22-317
6-Bromo-4’-metilflavonas 19-298 3,6,2°,3’-Tetrahidroksiflavonas 22-318
6-Chloro-7,4’-dimetilflavonas 19-300 3,6,2°,3’-Tetrametoksiflavonas 22-319
6-Chloro-4’-metilflavonas 19-301 7,3°,4°,5’-Tetrametoksiflavonas 22-320
6,2’,4’-Trimetoksiflavonas 22-322 3,3°,7,8-Tetrametoksiflavonas 22-399
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6,2’,3’-Trimetoksiflavonas
6,2°,3’-Trihidroksiflavonas
7,3’-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas
3,7,3’-Trihidroksiflavonas
3,7,3’-Trimetoksiflavonas
7,2°,3’-Trimetoksiflavonas
7,2’,4’-Trimetoksiflavonas
3'-hidroksi-a-naftoflavonas
3'-hidroksi-p-naftoflavonas
6,3’-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas
3,6,3'-Trihidroksiflavonas
3,6,3’-Trimetoksiflavonas
6,7,3’-Trihidroksiflavonas
5,7,3°,4°,5’-Pentahidroksiflavonas
7,3°,4,5-Tetrahidroksiflavonas
3,6,3”,4’-Tetrahidroksiflavonas
3-hidroksi-7,3”,4>,5°-tetrametoksiflavonas
3,7,3°,4°,5’-Pentametoksiflavonas
6,2’-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas
3,6,2’-Trimetoksiflavonas
7,2’-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas
3,6,2'-Trihidroksiflavonas
3,3”.4’-Trimetoksiflavonas
5,6-Dihidroksiflavonas
5,7,3’-Trimetoksiflavonas
3’-metoksi-6-metilflavonas
3’-metoksi-8-metilflavonas
2’-metoksi-6-metilflavonas
5,7,2°-Trimetoksiflavonas
3’-hidroksi-6-metilflavonas
4’-hidroksi-6-metilflavonas
3-hidroksi-2’,4’,5’-trimetoksiflavonas
3-hidroksi-2’,4’,5°,6-tetrametoksi flavonas
3,2’.4’°.5° 6-Pentametoksiflavonas
3,2°.4°,5-Tetrametoksiflavonas
5,7-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas
3-hidroksi-6-metil-3°,4’-metilenedioksi flavonas
3,6,2°,4°,5’-Pentahidroksiflavonas
3,7,2’,4°,5’-Pentametoksiflavonas
3-hidroksi-7,8,2’-trimetoksiflavonas
3-hidroksi-7,8,3’-trimetoksiflavonas
3,7,8,2’-Tetrahidroksiflavonas
6,7,3’,4’-Tetrahidroksiflavonas
6,7,3°,4’-Tetrametoksiflavonas
3-hidroksi-7,8,4’-trimetoksiflavonas
3,7-Dimetoksiflavonas

22-323
22-324
22-326
22-327
22-328
22-329
22-330
22-331
22-332
22-333
22-334
22-335
22-336
22-340
22-341
22-344
22-345
22-346
22-349
22-352
22-354
22-355
22-356
22-357
22-358
22-359
22-360
22-361
22-362
22-363
22-364
22-375
22-379
22-381
22-382
22-385
22-386
22-387
22-388
22-390
22-391
22-392
22-393
22-395
22-398
D-426

3,7,8,4’-Tetrametoksiflavonas
3-hidroksi-7,8,2°,3’-tetrametoksiflavonas
Apigeninas, 5,7,4"-Trihidroksiflavonas
5,7,4'-Trimetoksiflavonas

Baikaleinas, 5,6,7-Trihidroksiflavonas
3'-Benziloksi-5,6,7,4'-tetrametoksiflavonas
Baikaleino-5,6,7-trimetileteris
5,7-Dihidroksiflavonas

Miricetinas, 3,5,7,3',4',5'-Heksahidroksiflavonas
7,8-Dihidroksiflavonas
7,8-Dimetoksiflavonas
3,7-Dihidroksi-3',4'-dimetoksiflavonas
6,7-Dihidroksiflavonas
5,4'-Dihidroksi-7-metoksiflavonas
5,6-Dihidroksi-7-metoksiflavonas
5,3'-Dihidroksi-6,7,4'-trimetoksiflavonas
3',4'-Dimetoksiflavonas
6,4'-Dihidroksiflavonas
5,4'-Dihidroksiflavonas
3,2'-Dihidroksiflavonas
5,2'-Dihidroksiflavonas
6,2'-Dihidroksiflavonas
7,2'-Dihidroksiflavonas
3,6-Dihidroksiflavonas
3,7-Dihidroksiflavonas
3'.4'-Dihidroksiflavonas
5,4'-Dimetoksiflavonas
5,2'-Dimetoksiflavonas
6,2'-Dimetoksiflavonas
6,4'-Dimetoksiflavonas
7,2'-Dimetoksiflavonas
2',3'-Dihidroksiflavonas

2' 4'-Dihidroksiflavonas
3,5-Dihidroksiflavonas
5,3"-Dihidroksiflavonas
6,3'-Dihidroksiflavonas
7,3'-Dihidroksiflavonas
7,4'-Dihidroksiflavonas
3',4'-Dihidroksi-o-naftoflavonas
3',4'-Dihidroksi-B-naftoflavonas

2' 4'-Dimetoksiflavonas
3,2'-Dimetoksiflavonas
3,3'-Dimetoksiflavonas
3,4'-Dimetoksiflavonas
3,6-Dimetoksiflavonas
8-hidroksi-7-metoksiflavonas

22-400
22-403
A-002
A-106
B-101
B-105
B-251
C-005
C-101
D-008
D-024
D-111
D-112
D-115
D-116
D-123
D-204
D-250
D-251
D-252
D-253
D-254
D-255
D-256
D-257
D-258
D-260
D-263
D-264
D-265
D-266
D-406
D-407
D-408
D-409
D-410
D-411
D-412
D-413
D-414
D-420
D-421
D-422
D-423
D-425
H-428
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5,3’-Dimetoksiflavonas
6,3'-Dimetoksiflavonas
6,7-Dimetoksiflavonas
7,3'-Dimetoksiflavonas
7,4'-Dimetoksiflavonas
3',4'-Dimetoksi-a-naftoflavonas
5,3’-Dimetoksiflavonas
6,3'-Dimetoksiflavonas
6,7-Dimetoksiflavonas

7,3'-Dimetoksiflavonas

7,4'-Dimetoksiflavonas

3',4'-Dimetoksi-a-naftoflavonas
3',4'-Dimetoksi-B-naftoflavonas
3,3'-Dihidroksiflavonas
2',3'-Dimetoksiflavonas

3'4'-Dimetoksiflavonas, 3-hidroksi-3',4'-

Dimetoksiflavonas

Fisetinas, 3,7,3',4'-Tetrahidroksiflavonas

Flavonas
3-hidroksiflavonas

Gardeninas, 5-hidroksi-3',4'5',6,7,8-

Heksametoksiflavonas

Gosipinas, 3,3',4',5,7,8-Heksahidroksiflavonas-

8-glucoside

Gosipetinas, 3,5,7,8,3',4'-Heksahidroksiflavonas

5-hidroksiflavonas
6-hidroksiflavonas
7-hidroksiflavonas
5-hidroksi-7-metoksiflavonas

3'-hidroksi-5,6,7,4'-tetrametoksiflavonas

3-hidroksi-2'-metoksiflavonas
3-hidroksi-4'-metoksiflavonas
2'-hidroksiflavonas

3'-hidroksiflavonas

4'-hidroksiflavonas
3-hidroksi-3'-metoksiflavonas
3-hidroksi-5-metoksiflavonas
3-hidroksi-6-metoksiflavonas
3-hidroksi-7-metoksiflavonas
4'-hidroksi-3'-metoksiflavonas
5-hidroksi-3'-metoksiflavonas
6-hidroksi-2'-metoksiflavonas
6-hidroksi-3'-metoksiflavonas
7-hidroksi-2’-metoksiflavonas
7-hidroksi-3'-metoksiflavonas
7-hidroksi-4'-metoksiflavonas
3,7,4'-Trihidroksiflavonas

D-427
D-428
D-429
D-430
D-431
D-432
D-427
D-428
D-429

D-430

D-431

D-432
D-433
D-602
D-603

D-604

F-002
F-003
F-004

G-001

G-002

G-500
H-025
H-026
H-027
H-110
H-114
H-252
H-253
H-409

H-410

H-411
H-415
H-416
H-417
H-418
H-419
H-421
H-423
H-424
H-425
H-426
H-427
T-251

4'-hidroksi-a-naftooflavonas
4'-hidroksi-p-naftooflavonas
7-hidroksi-5-metilflavonas
7-hidroksi-3-metilflavonas
6-hidroksi-4’-metoksiflavonas
2'-hidroksi-o-naftoflavonas
6,4’-Dimetoksi-3-hidroksiflavonas
6-hidroksi-7-metoksiflavonas

2'-hidroksi-B-naftoflavonas

Karanjinas, 3-metoksi furano - 2, 3, 7, 8-
flavonas

Kaempferidas, 4'-metoksi-3,5,7-
trihidroksiflavonas

Kaempferolis, 3,5,7,4'-Tetrahidroksiflavonas
Luteolinas, 5,7,3',4'-Tetrahidroksiflavonas
5,7,3'4'-Tetrametoksiflavonas
2'-metoksiflavonas

4'-metoksiflavonas

5-metoksiflavonas
6-metoksiflavonas
7-metoksiflavonas

6-metilflavonas

3,5,7-Trihidroksi-3',4',5'-trimetoksiflavonas

4’-metoksi-a-naftoflavonas
4'-metoksi-p-naftoflavonas
4'-hidroksi-5-metoksiflavonas
4'-hidroksi-6-metoksiflavonas
4'-hidroksi-7-metoksiflavonas
2'-metoksi-a-naftoflavonas
2'-metoksi-p-naftoflavonas
8-metilflavonas

3-hidroksi-6-metilflavonas

4'-metoksiflavonol, 4'-metoksi-3-
hidroksiflavonas

4'-metoksi-6-metilflavonas
4'-metoksi-8-metilflavonas
3'-metoksiflavonas

Kuercetinas, 3,5,7,3',4'-Pentahidroksiflavonas

3,7,3°,4°,5’-Pentahidroksiflavonas
5,6,7,3°,4’-Pentametoksiflavonas
5,7,3°,4°,5’-Pentametoksiflavonas
3',5'-Dimetoksi-3,5,7,4'-tetrahidroksiflavonas
3,4'-Dimetoksi-5,7,3"-trihidroksiflavonas
7,8,3',4'-Tetrahidroksiflavonas
7,8,3',4'-Tetrametoksiflavonas
7,3',4'-Trimetoksiflavonas
7,8,2'-Trihidroksiflavonas

H-432
H-433
H-439
H-440
H-500
H-510
H-601
H-602
H-603

K-001

K-101

K-102
L-101
L-102
M-012

M-013

M-014
M-015
M-016

M-022

M-116

M-251
M-252
M-401
M-402
M-403
M-404
M-405
M-406
M-407

M-408

M-409
M-410
M-601
P-102
P-103
P-201
P-202
S-105
T-110
T-201
T-202
T-204
T-410
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3,6,4"-Trihidroksiflavonas T-405 7,8,3-Trihidroksiflavonas T-411
5,3',4'-Trihidroksiflavonas T-406 7,8,4'-Trihidroksiflavonas T-412
5,7,2'-Trihidroksiflavonas T-407 7,3',4'-Trihidroksiflavonas T-414
6,3',4'-Trihidroksiflavonas T-408 3,3'4"-Trihidroksiflavonas T-601
6 lentelé. Mitybiniy terpiy kaina
1 litras ZYM-5052 1 litras Luria Broth + IPTG
Sudétis Kiekis, g Kaina, Eur Sudétis Kiekis, g Kaina, Eur
Triptonas 10 1,70 LB 25 2,64
Mieliy 5 0,50 IPTG 0,238 2,08
ekstraktas
Na2HPO4 3,55 0,71 Viso: 472
KH2PO4 3,40 0,18
NH4CI 2,67 0,11
Na2S04 0,70 0,01
MgSOs 0,49 0,02
Glicerolis 5 0,18
Gliukozé 0,50 0,01
Laktozé 2 0,05
Viso: 3,47
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