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ANOTACIJA

Rekombinanto zirnekla zida proteinu kimiska modifikacija. Romanuks, V.,
darba vaditajs: Dr. Chem. Smits, G. Promocijas darbs, 96 lappuses, 63 attéls,
9 tabulas, 232 literatras avoti un 3 pielikumiem. Darbs uzrakstits latviesu
valoda.

Darbs ir veltits jaunu metoZu izstradei rekombinanto zirnekla zida proteinu
efektivai iegiSanai un to parstradei biomaterialos.

Izstradatas metodes zinatniska novitate ir originala pieeja, ievadot cisteina
atlikumu zirnekla zida proteina C-terminalaja doména, kas lauj specifiski un
efektivi realizét tiola-maleimida reakciju starp minispidroinu un maleimida
grupu saturo$u PEG. Si metode ievérojami vienkarso rekombinanto zirnekla
zida raZo$anas procesu, samazina nepiecieSamibu ekspresét pilnus spidroinus
un layj manipulét ar materialu ipasibam, mainot biokonjugacijas parametrus
un reagentus. Darba ietvaros tika optimizéta spidroinu ekspresija, attiri$ana un
biokonjugacija, ka ari parbaudita ieglto biokonjugatu piemérotiba vérp$anai un
analizétas iegiito $kiedru fizikalas ipadibas. legutas $kiedras demonstré fizikalas
ipasibas, kas ir salidzinamas vai pat parakas par skiedram, kuras iegtitas no
proteiniem ar lielaku molmasu. Tadéjadi darbs sniedz butisku ieguldijumu
materialzinatné ar fokusu uz biodegradéjamo materialu izstradi biomedicinas
un audu inZenieriju pielietojumiem.

Atslégvardi: biokonjugacija, spidroini, maksligais zirneklu zids, PEG,
Skiedras.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

Cys Cisteins

CT C-Terminalais doméns

DCM Dihlormetans

DTT 1,4-dimerkapto-2,3-butandiols

EtOAc Etilacetats

FISp Flagelliforma zida spidroini

IPTG Izo-propil-B-d-1-tiogalaktopiranozids

LB Luria-Bertani barotne

Mal Maleimids

MaSp Liela ampulata zida spidroini

NHS N-hidroksisukcinimids

NT N-Terminalais doméns

ODsoo Optiskais blivums pie 600 nm vilna garuma
PBS Fosfata buferskidums

PEG Poljetiléna glikols

SCM Sukcinimids

SDS-PAGE  Natrija dodecilsulfata-poliakrilamida géla elektroforéze
TCEP Tris(2-karboksietil)fosfins

THF Tetrahidrofurans



VISPARIGAIS DARBA RAKSTUROJUMS

Temas aktualitate

Zirneklu zids tiek uzskatits par vienu no dabas izturigakajiem materialiem,
kas vairakas desmitgades piesaistijis gan akadémiskas vides, gan industriala
sektora pétnieku uzmanibu. Ta izturiba, elastiba, zemais blivums un citi para-
metri ir izradijusies pat paraki par attiecigajiem raksturlielumiem vienam no
izturigakajiem sintétiskajiem polimériem — kevlaram. Papildus tam zirneklu zids
ir gan biologiski saderigs, gan bionoardams, kas padara §o materialu atraktivu
ne tikai no materialzinatnes perspektivas, bet ari kosmétikas un medicinas
nozare.

Zirnekli daba spéj izveidot lidz pat septiniem dazadiem tikla veidiem
(1. att.).

Liela ampulata zids (major ampullate (MA) silk) tiek izmantots, lai izveidotu
tikla pamatkonstrukcijas, savukart flageliformais zids (flagelliform (FISp) silk)
tiek pielietots notver$anas spirales biivnieciba. Agregatu zids (aggregate silk)
veido lipigu parklajumu uz notversanas spirales, bet maza ampulata zids (minor
ampullate (Mi) silk) tiek izmantots, lai uzbavétu papildspirali un nostiprinatu
tiklu. Piriformais zids (pyriform silk) tiek pielietots, lai izveidotu papildus stip-
rindjumu uz virsmam. Aciniformo zidu (aciniform silk) izmanto, lai satvertu
medijumu un veidotu olinu parklajumu. Cilindriformo zidu (cylindriform silk)
izmanto olinu apvalka veido$anai. [1]

Liela ampulata (MA) zids
Tikla ramis, radiusa
pavedieni, glab3anas
pavediens

Piriformais zids
Nostiprinajumi pie

pamatném

Flageliformais (Flag) zids
Notver3anas spirale

Aciniformais zids
Medijuma ietisana un

Agregita zid olu apvalka vérpsana
regata zids

Lipigais parklajums uz
notver$anas spirales

Cilindriformais zids
Olu apvalka vérpsana
Maza ampulata (Mi) zids
Papildus spirale un zida
nostiprinajums

1. att. Shematisks attélojums 7 dazadiem zirnekla zida veidiem. [1]



Repetativais domeéns

A

C-terminalais doméns N-terminalais domeéns

2. att. Spidroina shematiska uzbiuve.

Globalais pieprasijums péc zirnekla zida katru gadu mérams simtos tonnu,
un ta tirgus vértiba mérama > 2 mljrd USD, turklat $iem apjomiem ir tendence
katru gadu palielinaties. [2] Neskatoties uz to, zirnekla zida un ta sastava esoso
zirnekla zida proteinu (spidroinu) ieg@iSana ripnieciskos apjomos aizvien
sagada véra nemamus izaicindgjumus. Ka galvenais iemesls jamin zirneklu
kanibalistiskais un teritorialais dzivesveids, kas liedz rapniecisku zirnekla zida
ieguvi tieda veida no zirnekliem. Sis tritkums ir veicinajis alternativu biotehno-
logisko metozu izstradi rekombinanto spidroinu iegtisanai liela apjoma. Viena
no visplagak izmantotajam metodém rekombinanto spidroinu iegii$anai ir
proteinu ekspresija Escherichia coli baktérijas. [3] Daudz retak rekombinantos
proteinus iegust no raugiem [4], augiem [5], dzivniekiem vai to $tinam. [6, 7]
Materialu, kuru iegast §ada veida, médz dévét par rekombinanto zirnekla
zidu.

Dabiskais zirnekla zids sastav no trim pamatblokiem (2. att.).

o C-terminalais domeéns (CT), kur$ uzlabo spidroinu $kidibu un veicina

$kiedras veido$anu zirnekla dziedzeri

o N-terminalais domeéns (NT), kur§ pH un vides izmainu ietekmé dime-

rizéjas un veicina $kiedras izveidosanu.

« Repetativais doméns, kurs sastada ap 90% no visam spidroina amino-

skabém, un tiesi $is pamatbloks ir atbildigs par zida fizikalam ipasibam.

Ta pieméram, liela ampulata zids (MaSp) pamata sastav no glicina un
alanina repetativaja doména, kas sniedz zidam izturibu un stingribu, bet fla-
gelliformais zids (FISp) pamata sastav no glicina un prolina, kas padara zidu
daudz elastigaku. [8]

Lai palielinatu spidroina iegu$anas efektivitati, ipa$i no baktérijam, tiek
veidoti minispidroini, kuriem repetativa doména garums ir daudzreiz isaks
neka pilnam spidroinam. Turpmakajos solos $os minispidroinus ir iespéjams
biokonjugét ar polimériem vai citiem savienojumiem. Si ir metode, kas lauj tiesi
modificét proteina struktaru, eventuali laujot uzlabot proteina farmakokinétiku,
$kidibu, savienojuma stabilitati, ka ari ta fizikalas ipasibas. To iespéjams panakt,
kimiski modificéjot sakotnéjo proteinu, pieméram, ar karbodiimidu vai aktivétu
esteri, ka ari izmantojot pédéja laika aizvien aktualakas “klik” kimijas meto-
des. [9] Polietilénglikols (PEG) ir viens no plasak izplatitajiem polimériem, ko



izmanto proteinu biokonjugacija. Sobrid tirgi ir vairak neka 20 proteina-PEG
konjugatu. Siem biokonjugatiem ir plass pielietojums — sakot no kimijterapijas
izraisitas neitropénijas profilakses lidz retu iedzimtu vielmainas slimibu arsté-
$anai. Konjugeéti koagulacijas agenti (Adynovate [10]) tiek izmantoti hemofilijas
terapija, savukart konjugéti antivielu fragmenti, pieméram, certolizumaba
pegols (Cimzia [11]), tiek lietoti autoimiinu slimibu, tostarp Krona slimibas un
reimatoida artrita, arstésana. [12]

Pétijuma mérkis un uzdevumi

Promocijas darba meérkis ir jaunas un efektivas metodes izstrade
rekombinanta zirnekla zida iegtsanai, papildus pielietojot zirnekla zidu
veidojo$o minispidroinu biokonjugaciju ar PEG, ka ari veicot biomimétisku
vérpsanu.

Darba mérka istenosanai izvirziti sekojosi uzdevumi:

1) izpétit un optimizét spidroinu biokonjugacijas reakcijas apstaklus;

2) parbaudit dazadu biokonjugatu vérp$anas efektivitati;

3) parbaudit iegito $kiedru fizikalas ipasibas;

4) proteina iegi$anas mérogo$ana.

Zinatniska novitate un galvenie rezultati

Darba rezultata tika atrasta un attistita metode minispidroinu iegtiSanai
bioreaktora, ar kuru iegutais proteina daudzums vairak ka par kartu parsniedz
rezultatus kolbas. Tika piemekléta un optimizéta metode minispidroina biokon-
jugacijai ar polietiléna glikolu, kura noris ar vairak ka 70% efektivitati. Iegutie
minispidroina-PEG konjugati tika vérpti biomimétiska cela, iegiistot $kiedras,
kuras ir salidzinamas vai atsevi$kos gadijumos to fizikalas ipasibas pat parsniedz
citas maksligas $kiedras bazétas uz lidzigiem proteiniem.

Promocijas darba rezultatu aprobacija
Zinatniskas publikacijas
o Romanuks, V., Fridmanis, J., Schmuck, B., A. L. Bula A. L., Lends,
A., Senkane, K., Leitis, G., Gaidukovs, S., Smits, K., Rising, A,
Smits, G., Jaudzems, K., Biomimetic Spider Silk by Crosslinking and

Functionalization with Multiarm Polyethylene Glycol. Adv. Funct.
Mater. 2024, 2409487.

Patents
+ Jaudzems, K.; Romanuks, V.; Fridmanis, J.; Bula, A., L.; Smits, G.
Chemically modified engineered spider silk proteins. W0O2023227926A1,
30.11.2023
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PROMOCIJAS DARBA GALVENIE REZULTATI

1. Spidroinu iegisana

Pirmais misu darba uzdevums bija zirnekla zida proteinu jeb spidroinu
iegiidana talakajiem pétijumiem. Sim mérkim izvéléjamies plaak lietoto pie-
eju - spidroinu ekspresiju (sintézi) baktérijas. Dabigie spidroini ir lielizméra
biomolekulas, kuru molmasas var sasniegt pat 350 kDa. [1] Tik lielu spidroinu
ekspresija baktérijas ir neefektiva, jo izsauc plazmidu nestabilitati un tiem ir
zema $kidiba. Ta, pieméram, proteina ar masu 46 kDa un vienu repetativo
doménu skidiba ir 565 mg/mL, bet §1 pasa proteina garakai alternativai — ar masu
104 kDa un 4 repetativajiem doméniem, $kidiba ir vairs tikai 134 mg/mL. [13]
Sie faktori savukart rezultéjas ar zemu proteinu ekspresijas efektivitati;
iepriek§ minétaja gadijuma iegitais proteina iznakums bija attiecigi 254 mg/L
un 89 mg/L. [14]

Lai palielinatu spidroinu ekspresijas iznakumu $anas, ka ari efektivak
realizétu nakamajos solos planoto spidroinu biokonjugaciju ar PEG, nolé-
mam ekspresét minispidroinus. To repetativi doména garums ir daudz
isaks neka dabiskajiem spidroiniem. Turklat to C-terminalo doménu aiz-
stajam ar cisteinu, kas papildus deva ari iespéju veikt maleimida - tiola
konjugaciju. Sada veida ir iespéjams ieglit proteinu konjugatus, sikot no
dimériem lidz pat oktamériem, kuri savstarpéji ir saistiti ar PEG. Sie kon-
jugati turpmak dimerizéjas N-terminalaja doména pie zema pH, veidojot
$kiedru.

Misu iegatie minispidroini (3. att.) satur N-terminalo doménu no
N. Clavipes F1Sp, kurs ir labi $kisto$s tideni un dimerizéjas pie pH ~ 5,5.
[15-17] Repetativais doméns savukart bija iegiits no N. Clavipes FISp vai no
E. Australis liela ampulata spidroina 1 (MaSp 1). F2M proteins satur ieprieks
minéto N-terminalo doménu un divus repetativos doménus no E. Australis,
F4M satur Cetrus repetativos doménus un F6M satur seSus repetativos doménus.
F2F satur iepriek$ minéto N-terminalo doménu un divus repetativos doménus
no N. Clavipes.

NTFISp RepMa$p RepFlSp Cys Spacer

a@Ee@E® © O

Mw
F2M 24.2 kDa
F4M 29.6 kDa
F6M 34.9 kDa
F2F 53.1 kDa

3. att. Izmantoto spidroinu struktiiras un to monoméru molmasas.
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4. att. Proteina visparéja iegiSanas shéma.
1.1. tabula. Minispidroinu iegii§anas efektivitate
Minispidroins Vidgjais proteina iznakums, mg/L $iinu kultiiras
F2M 116,0 £ 17,4
F4M 50,6 + 11,2
F6M 30,1 + 11,4
F2F 56,0 + 10,2

Spidroini tika iegiti, izmantojot shému, kas redzama 4. attéla. Pirmaja
posma kimiski kompetentas E. coli $tnas tika transformétas ar plazmidu -
nelielu DNS struktaru, kas satur gan mérka proteina kodéjoso sekvenci, gan
antibiotiku rezistences génu. Stinas talak tika pavairotas uz 1/100 LB platém,
kas satur 50 pg/mL kanimicina, un audzétas pie 30 °C pa nakti (4. att. 2. solis).
Péc tam viena kolonija tika parnesta 50 mL LB $kiduma, kas satur 50 ug/mL
kanimicina, un atkartoti audzéta pa nakti 25 °C. Izveidotajai nakts kultarai
péc tam atkartoti pievienoja 1L LB $kiduma un nomeérija ODgoo, kam vidéji uz
to bridi jabiit ap 0,01. Skidumu parnesa 2,5 L koniskajas kolbas un inkubéja
pie 37 °Clidz ODsgo ~ 0,6. Proteinu ekspresija tika inducéta ar 0,05 mM IPTG,
temperatiru samazinot lidz 25 °C. Péc nakts ekspresijas $unas tika savaktas,
centrifuggjot $kidumu 7000 x g apgriezienos 15 min 4 °C (4. att. 3. solis).

Péc $anu lizéSanas (4. att. 4. solis) un atdaliSanas no nogulsném (4. att.
5. solis) proteini tika attiriti ar nikela afinitates hromatografiju (nickel affinity
chromatography) (4. att. 6. solis). Mérka proteinu saturosas frakcijas tika apvie-
notas, dializétas, lai atbrivotos no imidazola (4. att. 7. solis), un iekoncentrétas.
Visbeidzot, ar SDS-PAGE gélu tika parrbaudita iegiita proteina tiriba (4. att.
8. solis). Ekspreséto proteinu iznakumi apkopoti 1.1. tabula.
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No iegttajiem rezultatiem var secinat, ka visiem $iem minispidroiniem ir
salidzinosi labs ekspresijas rezultats, un iznakums sakrit ar literattiras datiem,
kur tas varié no 10-300 mg/L. [8, 18, 19] Palielinot repetativo doménu skaitu,
proteina iznakums drastiski samazinas.

Salidzinot musu ieguto rezultatu ar literatira aprakstito daudzumu bioreak-
tora, kur pétnieki ieguva desmitkartigi lielaku proteina daudzumu salidzinajuma
ar to pasu proteinu, kas ekspreséts kolbas [20], var secinat, ka $tnu iznakums
bioreaktora pat par kartu var parsniegt iznakumu kolbas. Tas ir skaidrojams
ar to, ka bioreaktora ir labaka aeracija, ir iespéjams kontrolét vides pH, ka ari
ir iespéjams nogadat sinam papildus baribas vielas, kas kopuma rezultéjas ar
efektivaku baktériju vairo$anos. Lai veiksmigi parietu no proteinu ekspresijas
kolba uz bioreaktoru, ir nepieciesams veikt vairaku apstaklu optimizaciju -
skabekla daudzuma padevi, pH regulaciju, baribas vielu padevi, maisiSanas
atrumu, inkubés$anas temperattiru un citus faktorus, ka ari ir jazina reakcijas
dabiska kinétika.

Pirmaja eksperimenta més izmantojam LB barotni un centamies iegut
FISp proteinu, bet galvenais eksperimenta mérkis bija iepazit aug$anas kinétiku
bioreaktora.

‘S 500,00 100,00
£ 400,00 80,00
gj 300,00 40,00
% 200,00 )< ; ; T 30,00 =
,g 100,00 20,00
£ 0,00 0,00

= 0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Augganas laiks (min)

Maisi$anas atrums (apg/min) Izskidusais skabeklis (%)

5. att. MaisiS$anas atruma un izSkidusa skabekla izmaina bioreaktora darbibas
laika.

9,00

8,00
7,00

6,00
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Augganas laiks (min)

pH izmaina reakcijas gaita

6. att. pH izmaina bioreaktora darbibas laika.
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No iegutajiem rezultatiem més secinajam, ka bez pH kontroles baktériju
aktivais aug$anas posms ir ~ 450 min péc baktériju inkubésanas uzsaksanas,
péc tam vides pH paliek parak bazisks baktériju augSanai. Tas norada uz to, ka
pirmais nepiecieS$amais optimizacijas solis ir pH kontrole. Ari tas, ka gandriz
bija sasniegts maksimalais maisiSanas atrums, norada uz to, ka ir nepiecie$ama
lielaka skabekla padeve par pienemto 1 L/min saspiesta gaisa uz 1 L barotnes.
Péc pirma eksperimenta més ieguvam 50 mg F2F proteina no 1 L barotnes, kas
ir salidzinams ar proteina iegi$anu kolbas.

Modificéjot apstaklus un vidi, kas tika atrasta literattira [20, 21], sistémai tika
palielinats gaisa pado$anas atrums un maisi$anas atrums, no barotnes sastava
tika iznemta glikoze, un baktériju aug$anas laika $tinas tika aktivi piebarotas.
No diviem litriem barotnes sanaca iegat 413 g mitro $anu. Veicot BugBuster
analizi, lai noteiktu kopéjo proteina daudzumu, tika secinats, ka teorétiskais
maksimums vélamajam proteinam ir 2,6 g/L barotnes. Péc attiriSanas tika iegiti
1,93 g/L barotnes.

Ta ka rekombinétie zirnekla zida proteini denaturéjas augstaka temperatara
neka paréjie proteini, ir iespéjams izgulsnét lielako dalu nevajadzigo proteinu,
$kiduma atstajot mérkproteinu.

Ar svaigi ieglitu paraugu péc §inu lizéSanas proteinu mikstira tika paklauta
50 °C, 60 °C un 70 °C karsés$anai 15 min ar maisiSanu. Péc karsé$anas beigam
paraugi tika strauji atdzeséti ledus un Gdens maisijuma, centrifugéti ar atrumu
8000 x g, dekantéti un analizéti ar SDS-PAGE gélu.

7. att. SDS-PAGE géls paraugiem péc karsé$anas. 1. linija - markieris. 2.-7. linija -
izkarsétais paraugs 50°C. 8. linija - izejas materials.

13
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8. att. SDS-PAGE géls paraugiem péc karsésanas 60°C.

No iegiitajiem rezultatiem (7. un 8. att.) redzams, ka proteinu var iegut sali-
dzino$i tiru gan péc 50 °C karsésanas, gan ari pietiekami tiru (>80%) péc 60 °C
karsés$anas. Pie 70 °C paraugs daléji sazelé, padarot talaku analizi neiespéjamu.
2. Biokonjugacijas optimizéSana

Nakamais solis péc proteinu iegti$anas ir to biokonjugacija (9. att.) un
attiecigi §is reakcijas optimizacija. Ta ka iepriekséjos solos iegutais proteins
parasti $kiduma pastavéja disulfida diméra forma 1, sakotnéji bija javeic ta
reducésana, lai iegtitu brivo tiolu 2, kuru turpmak iespé&jams konjugeét, iegtistot
meérka konjugatu 3. Klasiski Siem mérkiem izmanto tdeni $kistoso TCEP vai

DTT. Ta ka TCEP reducé$anas metode ir értak realizéjama un pats reagents
stabilaks uzglabajot, turpmakajos eksperimentos izmantojam to.

0]

| N-PEG

(0]
N- PEG
Reducésana Biokonjugacija
— —
S-S SH
1 2 3

9. att. Rekombinanto zirnekla zida proteinu biokonjugacija ar PEG.
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2.1. tabula. Neizreagéjusa TCEP inhibésanas/atdalianas metoZu salidzinajums

2-roku PEG-Mal ar azida 2-roku PEG-Mal ar nikela
inhibésanu afinitates kolonnu
Neizreaggjis proteins 12 % 10 %
Monokonjugéts 39 % 15 %
Dikonjugéts 44 % 75 %

Visas turpmakas reakcijas bija veiktas 20 mM natrija fosfata buferi, kurs
saturéja 300 mM NaCl, pie pH 7,2. Reducé$anas optimizé$anas laika tika
parbauditi sekojos$i apstakli - reducéSanas agenta daudzums, reducésanas
ilgums, temperatiira, reducésanas agenta inhibésanas metode, ka ari papildvielu
klatesamiba. Péc reducésanas proteins tika konjugéts ar PEG nemainiga attie-
ciba un analizéts ar natrijas dodecilsulfata — poliakrilamida géla elektroforézi
(SDS-PAGE).

Darba gaita optimizéjam sekojo$us parametrus: reducéjosa agenta stehio-
metriju (10 eq., 20 eq., 30 eq., 50 eq., un 100 eq.), reducésanas ilgumu (16 h, 24 h,
48 h un 72 h) un temperatiiru (4 °C, 20 °C un 37 °C). Parpalikusa reducésanas
agenta inhibésana tika veikta ar PEG azidiem. Sie azidi ir iideni $kistosi un mai-
gos apstaklos atri reagé ar TCEP, inhibéjot to péc Staudingera tipa mehanisma
un parvérsot to oksidéta, neaktiva forma. [22] Ka alternativa tika izmantota
nikela afinitates kolonna, ar kuru palidzibu pari palikuso TCEP var atdalit
hromatografiska cela.

Veicot vairakus optimizacijas ciklus, tika secinats, ka efektivakie reduce-
$anas apstakli ir sekojo$i — nepieciesami 10 eq. TCEP reagenta, reducésana ir
javeic pie 4 °C 24 h laika, lieko TCEP no reakcijas maisijuma visefektivak aizvakt
ar nikela afinitates kolonnu, turklat nevienas papildvielas esamiba skiduma
neuzlabo reducésanas efektivitati. TCEP reagenta daudzuma, reducésanas laika
vai temperatiras paaugstinasana noved pie nevélamas proteina agregacijas un
turpmakas izgulsnésanas. Salidzinot ar atsalo$anas hromatografiju, PEG azidu
izmanto$ana neizreagéjuda TCEP inhibé$anai nav pietiekami efektiva, un seko-
josa biokonjugacija norit ar daudz zemaku iznakumu. (2.1. tabula.)

Péc reducésanas apstak]u optimizacijas nakamais solis bija biokonjugacijas
sola optimizésana. Tika parbauditi sekojosi biokonjugacijas procesa parametri:
reakcijas temperatiira (4 °C, 20 °C un 37 °C), reagentu savstarpéja stehiometrija
(0,5 eq. proteina uz 1 maleimida grupu (roku), lidz 3 eq. proteina uz 1 roku),
biokonjugacijas reakcijas ilgums (16 h vai 24 h), ka ari proteina pievieno$anas
atrums (~ 1 ml/min). Biokonjugacija tika veikta ar sekojosiem PEG: 2-roku PEG,
ar kuru ir iespéjams izveidot linearu konjugatu, 4-roku vai 8-roku PEG, kuri
eventuali var veidot $kérssasatu konjugatu.

Veicot vairakus optimizacijas ciklus, tika secinats, ka biokonjugacija, tapat
ka reducésana, ir javeic pie 4 °C, reakcijas ilgums nebutiski ietekmé reakcijas
efektivitati, vidéjai attiecibai starp reagentiem ir jabtt ap 1,2 eq. proteina uz
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1 roku un reagents japievieno pakapeniski. Lidzigi ka ar reducé$anu, ilgstosi
veicot reakciju pie paaugstinatas temperatiras, notiek proteina agregacija un
izgulsnésanas; lielaks proteina daudzums uz 1 roku nepalielina biokonjugacijas
aizvieto$anas efektivitati, un, pievienojot proteinu pakapeniski, tiek sasniegta
augstaka konjugacijas konversija salidzinajuma ar atru proteina pievieno$anu.

Péc iegttajiem rezultatiem (2.2. tabula) var secinat, ka vidéji izdevas
sasniegt 50-70% proteinu konjugaciju ar poliméru. DiemzZél neviena no gadi-
jumiem nebija iespéjams sasniegt pilnigu produkta konversiju ar maksimalu
aizvietojamibu.

Viens no promocijas darba mérkiem bija iegtit spidroinus, kuri kovalenti
modificéti ar lipofilam alkilkédém. Sis modifikacijas eventuali Jautu kontrolét
mitruma daudzumu savérptajas Skiedras. Respektivi, nelautu tam pilniba izzat
vai uznemt parak daudz mitruma.

Sim mérkim iespéjams izmantot hetero-bifunkcionalu PEG 4, kuram
viena roka ir sukcinimids vai spirts, bet paréjas tris - maleimidi. (10. att.)
Heterobifunkcionalais polimérs 4 vispirms varétu tikt funkcionalizéts ar lipofilo
dalu, iegustot starpsavienojumu 5, kur§ nakamaja soli varétu tikt konjugéts ar
brivo tiola funkciju proteina 2, veidojot attiecigo konjugatu 6.

Sakotnéji parbaudijam Mal-PEG-OH konjugaciju ar alifatiskam karbons-
kabém, izmantojot Stegliha (Steglich) esterificéSanas metodi (11.att.).

Lai gan pati esterificé$anas reakcija $kietami notika veiksmigi, secinajam,
ka attiriSanas procesa, izmantojot tie$as vai apgrieztas fazes kolonnas, notiek
produkta 9 degradacija — maleimida dubultas saites sair§ana. Produkta izgul-
sné$ana ari nesniedza labu rezultatu. Turpmakajos pétijumos $1 metode netika
izmantota.

2.2. tabula. Parskats par biokonjugacijas rezultatiem

F2M-2 | F2M-4 | F2M-8 | FAM-2 | FAM-4 | F6M-2 | F6M-4 | F2F-2 | F2F-4 | F2F-8
roku | roku | roku | roku | roku | roku | roku | roku | roku | roku
PEG | PEG | PEG | PEG | PEG | PEG | PEG | PEG | PEG | PEG
Nelare- | 46+ | 57+ | | 50+ | 39+ | 45+ | 43% | 18% | 50+ | 32+
8eIs 17% | 3% 7% | 9% | 9% | 6% | 5% | 7% | 7%
proteins
Mono- 15+ ) Y 20+ 0 23+ | 9+ | 50+ | 6% o
konj. 8o | 0% | 0% | Tyep | 0% | TSep | 3% | 15% | 1% | %
Dikoni 39+ | 13+ | 9% | 30+ | 24+ | 32+ | 22+ | 32+ | 20+ | 11+
J- 19% | 2% 1% | 3% | 3% | 5% | 2% | 11% | 3% | 2%
Trikoni ~ 19+ | 11+ ~ 23+ ~ 19+ ~ 18+ | 12+
) 1% 1% 4% 2% 2% 1%
Tetra- ~ 11+ | 14+ B 15+ ~ 7+ _ 7+ | 13z
konj. 1% 1% 2% 1% 1% | 2%
Augsta-
kas paka- B B 66 £ _ B B B B _ 32+
pes konj. 10% 3%
(5-8)
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12. att. Lipofilas dalas konjugeésana ar 2-roku hetero-bifunkcionaliem PEG.

Talakajos pétijumos izmantojam aktivétu NHS esteri 10 (Mal-PEG-SCM).
Lidzigi ka ieprieks, ari $aja gadijuma konjugésana ar spirtu nedz ekvimolara,
nedz parakuma nesniedza vélamo produktu 16. Daudz veiksmigaka pieeja
izradijas 10 konjugésana ar alifatiskiem aminiem, $3ja gadijuma sekmigi
izdevas iegiit vélamos produktus gan ar vienu alifatisku kédi (12), gan ar
divam (14).
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14. att. Lipofilas dalas konjugésana ar 8-roku hetero-bifunkcionaliem PEG.

Izmantojot vairaku roku bifunkcionalos PEG 17 vai 20, péc $is metodes bija
iesp&jams iegut cetru roku PEG ar vienu (savienojums 18, 48% izolétais izna-
kums) vai divam alifatiskam kédém (savienojums 19, 51% izolétais iznakums)
(13. att.), ka ari astonroku PEG produktus 21 (54 %) un 22 (46 %) (14. att.).

Svarigi ir ievérot izejvielu savstarpéjo attiecibu: alifatisko aminu nepiecie-
$ams izmantot minimala parakuma attieciba pret PEG savienojumu, pretéja
gadijuma ka blakusreakcija notiek amina Aza-Maikla (Aza-Michael) reakcija
ar maleimidu. Produkta izgulsné$ana no dietilétera/DCM sistémas lauj
ieglit vélamos produktus ar vidéji 50% iznakumu un ar neskartu maleimida
dubultsaiti.
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2.3. tabula. Iegiutie biokonjugacijas rezultati ar lipofilo grupu

12 14 18 19 21 22
konjugats | konjugats | konjugats | konjugats | konjugats | konjugats
ar F2F ar F2F ar F2F ar F2F ar F2F ar F2F
Neizreaggjis proteins 24% 22% 23+6% | 24+6% | 14+3% | 12+5%
Monokonj. 76% 78% 19+1% | 22+4% | 13+4% | 17+3%
Dikonj. - - 35+4% | 26+8% | 14+ 3% 8+ 3%
Trikonj. - - 24+2% | 28+£9% 12 + 3% 17 £ 5%
Augstakas pakapes
kon. (4-7) - - - - 47 +15% | 46 + 13%

Iegutos savienojumus nakamajos solos konjugéjam ar minispidroiniem
péc optimizétas metodes; rezultati apkopoti 2.3. tabula. No iegtitajiem datiem
redzams, ka kopéja aizvietojamiba un konjugacijas reakcijas efektivitate ir sali-
dzinosi augsta, lielaka dala savienojumu izveido maksimali aizvietotu produktu.

3. Biokonjugatu vérpsana

Zirnekla zids zida dziedzeros veidojas vairaku sekvencialu procesu rezultata.
Vispirms astes dala tiek sintezéti zidu veidojosie spidroini. Talak ampulata
dala $ie proteini veido micellas dazu desmitu nanometru diametra. Saja posma
proteinu koncentracija ir loti augsta - lidz pat 50% no masas (w/v). [23] Péc
tam micellas tiek ievaditas kanala, kur tas tiek izlidzinatas un orientétas kanala
virziena. Saja posma samazinas ari vides pH no 7,5 uz 5, notiek jonapmaina un
spidroinu talaka iekoncentrésana. Kanala beigu dala vides skabums un proteinu
koncentracija ir visaugstaka un tie jau atrodas $kidru kristalu stavokli. Kanala
beigas zids tiek vérpts no konusveida gala, kur skiedru veidojosie proteini jau
iegust stabilu otréjo spiralveida struktaru.

Biomimeétiska zirnekla tikla vérpsana laboratorija iespéju robezas censas
maksimali atdarinat dabiga zirnekla tikla vérp$anu dziedzeri. Vérpsanas procesa
pH limena izmaina izraisa molekulu sasaisti$anos. Atskiriba no tradicionalajam
metodém, kur izmanto agresivus organiskos $kidinatajus, biomimétiska vérp-
$ana balstas tikai uz tidens buferiem un maigiem apstakliem, tadéjadi saglabajot
proteiniem dabisko struktaru un funkcionalitati.[25]

Lai iegutu $kiedras diametru, maksimali pietuvinatu dabigajam zirneklu
zidam (2-4 pm), ir nepiecieSams $kiedras novirzit gara un $aura piltuvveida
kanala. To iespéjams izdarit ar speciali izveidotu stikla kapilaru, kura vidéjais
ieks$éjais diametrs ir 40-60 pm. Mazaks diametrs par 40 pm noved pie biezaka
kanala aizsérésanas, kas padara kapilaru nelietojamu. Sos stikla kapilarus izga-
tavojam ar OSI stikla pttéja Gundara Lei$a palidzibu. Kapilaru gatavo no stikla
pipetes, to uzkarséjot liesma un izstiepjot. Nakamaja soli atdzesétais kapilars
zem mikroskopa tiek nolauzts vieta, kur ta diametrs ir 40-60 pm.
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15. att. Zirnekla dziedzera un proteinu shematiskais attélojums. [24]
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16. att. Stikla kapilars zem mikroskopa péc plésanas.
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Talak jau seko pati vérpsana (17. att.): vispirms proteins tiek iekoncentréts
lidz ~150-300 mg/mL un caur ieprieks aprakstito stikla kapilaru injicéts acetata
buferskiduma ar pH ~ 5. Eksperimentali noskaidrojam, ka zemakas proteina
koncentracijas $kiedru veido$anas nenotiek. pH maina no 7,4 uz ~ 5 izsauc
momentanu proteina koagulaciju pavediena veida, kur$ talak tiek ievakts uz
savaks$anas ramja.[25] SavaksSanas ramja grieSanas atrums tiek pieskanots katrai
$kiedrai individuali ar mérki maksimali pastiept skiedru pirms savaks$anas, bet
taja pasa laika minimizét $kiedras parpliSanu. Palielinot attalumu starp kapilara
izeju un savaks$anas rami, var sasniegt efektivaku $kiedras izstiep$anu, tac¢u
palielinas risks procesa parplést skiedru.

Kopuma tika méginats vérpt 14 dazadas Skiedras, no kuram 7 ir spidroina
MaSp dazada veida konjugati, 6 F2F minispidroina konjugati un nekonjugéts
spidroins F2F. (3.1. tabula).

Savaksanas ramis

Zida pavediens
Pumpis Kapilars

3 emmen—

Acetata buferis pH 5

17. att. Shematisks attélojums zida vérpSanas iekartai.

3.1. tabula. Biokonjugatu vérpsanas efektivitate

N.PK. | Minispidroins Biokonjugacijas proteins Skiedru vérpsanas efektivitate
1. F2M 2-roku-PEG -
2. F2M 2-roku-PEG-CI12 -
3. F2M 2-roku-PEG-(Cl12), -
4. F2M 4-roku-PEG +
5. F2M 4-roku-PEG-C12 -
6. 2M 4-roku-PEG-(C12), -
7. F2M 8-roku-PEG -
8. F2F - +++
9. F2F 2-roku-PEG +++

10. F2F 4-roku-PEG +++
11. F2F 4-roku-PEG-C12 ++
12. F2F 4-roku-PEG-(C12), +
13. F2F 8-roku-PEG +++
14. F2F 8-roku-PEG-C12 -

+++ laba vérpsanas efektivitate, visa $kiedra bija savakta uz savaksanas ramjiem, nevienu reizi neparplistot;
++ vidéja vérpsanas efektivitate, visa $kiedra bija savakta uz ramjiem, paris reizes parplistot;

+ zema vérpsanas efektivitate, Skiedra konstanti plisa, uznesot to uz savaksanas ramjiem;

- $kiedru savérpt neizdodas.
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F4M un F6M konjugati vérps$anas eksperimentos netika izmantoti to
nestabilitates dél. Sie proteini izradijas jutigi uz temperatiiras svarstibam, ka
ari ir daudz nestabilaki, salidzinot ar F2M. Sie proteini paris stundu laika
péc attirianas izkrit nogulsnés, padarot neiespéjamu vérpsanas materialu
sagatavoSanu.

Vérpjot F2M biokonjugatus, ieguta $kiedra bija gélveidiga un plisa no
vieglakiem pieskarieniem, tikai vienu no konjugatiem bija iespéjams savérpt,
ievérojami samazinot vérpsanas atrumu, savak$anas ramja attalumu un griesa-
nas atrumu (3.1. tabula 1.-7. rinda). Zemu F2M vérps$anas efektivitati iespéjams
izskaidrot ar relativi zemu repetativo doménu masas dalu proteina, kas noved
pie vajakas starpmolekularas mijiedarbibas.

Gandriz visi paraugi, kuros izmantots F2F proteins, paradija ]oti labu
vérp$anas efektivitati (3.1. tabula 8.-13. rinda). Bija arl novérots, ka, palielinot
lipofilas dalas masas dalu biokonjugata, vérpsanas efektivitate samazinajas
(3.1. tabula 11., 12., 14. rinda).

4. leguto Skiedru fizikalas ipasibas

Iegiito $kiedru fizikalas ipasibas tika testétas misu sadarbibas partnera
laboratorija Zviedrija (A. Rising un B. Shmuck, Karolinskas Institats). Testi
tika veikti pie relativi zema mitruma (<30%), kas ir svarigi, jo pilniba sausam
$kiedram ir sliktakas fizikalas ipasibas. F2M 4-roku PEG $kiedras diametrs bija
viens no lielakajiem (23-45 pm vidéji) (18. att.), ko var skaidrot ar pazeminatu
vérp$anas atrumu un samazinatu attalumu starp kapilara izeju un savaksa-
nas rami. Ari $kiedras diametra izkliedi var skaidrot ar to, ka, ta ka skiedra
biezi plisa, nebija iespéjams vienmeérigi izstiept visas $kiedras péc vérpsanas.
Sis $kiedras bija minimali izstiepjamas (19. att.). Stiepes izturiba (20. att.) $im
$kiedram ir salidzinama ar minispidroinu $kiedram, kuras satur 12-20 repe-
tativos doménus. [26, 27] PEG nav manamas ietekmes uz skiedras izstiepja-
mibu, salidzinot ar citam maksligim $kiedram, kuras ir veidotas no MaSp
spidroina.

F2F 2-roku un 4-roku PEG skiedru izstiepjamiba (19. att.) un stiepes
izturiba (20. att.) ir lidziga F2M 4-roku PEG. Nekonjugéta F2F un F2F 8-roku
PEG stiepes izturiba ir gandriz divas reizes labaka par citiem paraugiem, ka
arl 3-4 reizes lielaka neka lidzigam maksligi vérptam $kiedram, balstitam uz
FISp proteina. [28]

Labakos rezultatus $kiedras izstiepjamiba uzradija tie$i F2F 8-roku PEG
konjugats, ko var izskaidrot gan ar augstu biokonjugacijas efektivitati, gan ari
ar sarezgitu $kérssaistitu struktaru.

Diemzél lipofilo kézu ievieSana biokonjugatos manamus uzlabojumus
attiecigo Skiedru fizikalajas ipasibas neieviesa. Skiedras izstiepjamiba F2F
4-roku PEG-C12, salidzinot ar F2F 4-roku PEG, ir augstaka, bet pasliktinajas
izturibas raditajs. Biokonjugatam ar divam lipofilajam sanu kédém fizikalas
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18. att. Uzveérpto $kiedru vidéjais diametrs.
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19. att. Skiedru izstiepjamiba pie saplisanas (atskaitot rupjas klidas).
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20. att. Stiepes izturiba pie sapli$anas (atskaitot rupjas kludas).
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ipasibas ir vél zemakas. Tas netie$i norada uz to, ka ieviesta lipofilo slanu masas
attieciba savienojuma ir parak maza, lai efektivi pasargatu skiedru no izzt$anas.
Ta, pieméram, dabigaja zirneklu zida $kiedra lipofilais slanis ir ap 3-5% no zida
masas, bet péc masu metodes lipidu masas dala ir tikai ap 0,1 %. [29]

Papildus F2F-PEG konjugati tika pétiti, izmantojot skenéjosu elektronu
mikroskopiju (SEM), ar mérki salidzinat $kiedru virsmas morfologijas. Sos
pétijumus veicam sadarbiba ar Prof. S. Gaidukovu (RTU, DTF). Noskaidrojam,
ka visas biokonjugatu $kiedru virsmas saturéja sfériskus aglomeratus. F2F
2-roku PEG (22. att.), F2F 4-roku PEG - C12 (24. att.) un F2F 8-roku PEG
(26. att.) uzradija lidzigu virsmas morfologiju, saturot tikai nelielu daudzumu
sférisku veidojumu. Var novérot, ka augstaks roku skaits PEG palielina sfé-
risko veidojumu daudzumu uz $kiedras virsmas. F2F 4-roku PEG parauga
(23. att.) veidojumu daudzums uz virsmas drastiski palielinajas, lidzigi ir
ari F2F 4-roku PEG-2C12 (25. att.), ka ari to forma izmainijas no sfériskas
uz neregularu. Taja pasa laika $kiedra, kas bija iegita no nekonjugéta F2F
minispidroina (21. att.), uzradija gludu virsmu, kas norada uz to, ka sfériski
veidojumi uz $kiedras virsmas sastav galvenokart no PEG un alifatiskam
kedem.

m‘l 10 um

21. att. F2F proteina $kiedras virsmas morfologija.

— o

22. att. F2F 2-roku PEG konjugata $kiedras virsmas morfologija.
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23. att. F2F 4-roku PEG konjugata $kiedras virsmas morfologija.

26. att. F2F 8-roku PEG konjugata $kiedras virsmas morfologija.
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27. att. Divi biokonjugéta spidroina paraugi. Vienas iedalas vértiba — 1 mm. A - abi
paraugi izkaltéti. B - vienam no paraugiem uzliets dejonizéts dens. C - uzbriedis
paraugs (pa kreisi), un izkaltis paraugs.

28. att. legiitais lecveidigais materials no spidroina.

Papildus pie uzvérpta zida tika parbauditas ari pirms vérpsanas materiala
ipasibas. Sauss proteina biokonjugats tika iemérkts destiléta ideni un novérota
ta uzbriesana.

Sis lodites sakotnéji ir salidzinosi mikstas un elastibas, bet Zistot, saraujas
apméram divas reizes un to forma klast neregulara (27. att. A). Péc adens pie-
vieno$anas novérojam, ka pakapeniski idens difundé caur parauga sieninam
(27. att. B). Péc 2 h paraugs, kuram pievienoja aideni, tika nosusinats un tam
atkartoti nomerits diametrs (27. att. C). , ka paraugs ir atjaunojis iepriekséjo
sfériskumu, virsma ir kluvusi gludaka, un ta diametrs no sakotnéjiem ~ 2 mm
pieauga lidz ~4 mm jeb gandriz 2 reizes.

Optimizéjot spidroinu $kidumu polimerizacijas apstaklus eventuali izdevas
iegit izturigu lécveidigu materialu ~20 mm diametra un ~2 mm biezuma.
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10.
11.

12.

13.

SECINAJUMI

Masu lietoto minispidroinu pilnigai reducé$anai nepiecie$amas 24 h, 4 °C
un 10 eq. TCEP. Ilgaks reduce$anas laiks, lielaka temperatira vai lielaks
ekvivalentu skaits degradé proteinu.

. Efektivaka metode TCEP aizvaks$anai no reakcijas maisijjuma ir jonu apmai-

nas hromatografijas izmantosana.
0,1-0,2 ekviv. proteina parakums attieciba pret PEG-maleimida grupusek-
méjas labaka reakcijas efektivitaté.

. Lipofilas dalas konjugésana pie PEG ir jaizmanto 0,05-0,1 ekviv. lipofilas

dalas parrakums, ka ari reakcijas laikam nav jabat ilgakam par 1h nevéla-
mas aza-Maikla blakusreakcijas dé].

MaSp proteini ekspreséjas aptuveni 2 reizes vairak no litra barotnes, sali-
dzinot ar FlSp.

FISp biokonjugati vérpjot plist daudz mazak, salidzinot ar MaSp.
Palielinot lipofilas dalas masas dalu biokonjugata, vérp$anas efektivitate
samazinas.

PEG ievie$ana biokonjugata uzlabo $kiedras izturibu, kas ir salidzinama ar
minispidroiniem, kuri satur 12-20 repetativus doménus.

PEG nav negativas ietekmes uz $kiedras izstiepjamibu, salidzinot ar citam
maksligi iegitam MaSp minispidroina Skiedram.

Samazinot skiedru diametru, uzlabojas skiedru fizikalas ipasibas.
Nekonjugéta rekombinanta F2F minispidroina un F2F 8-roku PEG konju-
gata stiepes izturiba ir manami augstaka neka lidz $im vérptajam $kiedram,
kuras ir balstitas uz FISp proteinu.

Lipofilas dalas ievieS$ana manami neuzlaboja Skiedras fizikalas ipasibas. To
var skaidrot ar salidzinami zemaku lipofilas dalas masas dalu biokonjugata,
salidzinot ar dabigo zirnekla zidu.

Bioreaktors Jauj iegiit gandriz 37 reizes vairak proteina, salidzinot ar iegtto
rezultatu kolbas.
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