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Ivadas

Uz neurodegeneracines ligas, sistemines amiloidozes ir lokalizuotas amiloidozes atsakingi
baltymai yra labai skirtingi. Skiriasi jy dydis, struktira, hidrofobiskumas, taciau jie turi bendra
pozymj — amiloidiniy fibriliy formavimgsi (Chiti and Dobson, 2006; Lee et al., 2007). Nors
atitinkamos ligos turi skirtingus simptomus, ta¢iau visi amiloidiniai agregatai turi panasia antrine
B-klos¢iy struktiirg, kuri sudaryta i§ pasikartojanciy p-laksty iSsidésciusiy statmenai fibriliy asiai
(Sunde et al., 1997). Manoma, jog tam tikromis salygomis dauguma baltymy ir peptidy gali
agreguoti j fibrilinius agregatus (Chiti and Dobson, 2006).

Kiekviena reakcija yra charakterizuojama Kinetiniais ir termodinaminiais parametrais, ne
iSimtis ir amiloidiniy fibriliy susidarymas. Mokslinéje literatiroje yra pateikti vos keli
susidarymo mechanizmai, nes iki Siol néra tiksliai zinoma kodél susidaro $ie specifiniai agregatai
ir kokios salygos tai lemia. Vieni mokslininkai bando suformuluoti amiloidiniy fibriliy
susidarymg kaip labai paprasta mechanizma, kiti — iSskiria tarpinius procesus. Kadangi Sie
baltyminiai agregatai yra atsakingi uz jvairias ligas, tikimasi, jog iSanalizavus jy susidarymo

mechanizma, bus jmanoma uzkirsti kelig ligoms pradinése jy vystymosi stadijose.

Darbo metu naudojamas rekombinantinis zmogaus insulinas. Nors §is baltymas be
pasalinio poveikio nesudaro amiloidiniy agregaty in vivo, taciau jis puikiai tinka kaip modeliné
medziaga tyrimams. Insulinas yra gerai iStirinétas baltymas, Kuris nesudétingai formuoja

fibrilinius agregatus in vitro (Lee et al., 2007), taip pat pla¢iai naudojamas miisy laboratorijoje.

Darbo tikslas — issiaiskinti, koks i§ siiilomy mechanizmy geriausiai atitinka insulino

amiloidinés agregacijos kinetika.
Darbui keliami uzdaviniai:

1. Atlikti serijg insulino amiloidinés agregacijos eksperimenty.

2. ISnagrinéjus literatiirg pasirinkti keletg sitilomy baltymy amiloidinés agregacijos
mechanizmy varianty.

3. Naudojant rModeler programa patikrinti, kuris 1§ mechanizmy geriausiai apraso

insulino amiloidinés agregacijos kinetika.



1. Literaturos apzvalga

1.1. Amiloidai

Pirmg kartg terming ,,amiloidai“ 1838 metais panaudojo vokieCiy botanikas M. J.
Schleidenas apibtuidindamas augaly sudétj. Ne ilgai trukus, 1854 metais ta pati terming
medicininéje literatliroje pavartojo R. Virchowas, kuris noréjo aprasyti i§ smegeny isskirty
dariniy chemine sgveikg su jodo tirpalu ir sieros riigstimi. Abi reakcijos parodé rysSkius
spalvinius pokycCius, atitinkamai reagentams buvo gautos melyna ir violetiné spalvos.
Remdamasis gautais rezultatais mokslininkas mané, kad S$iam reiSkiniui jtakg daro
angliavandeniai, todél davé amiloidy pavadinima [lot. amylum, gr. amylon — krakmolas]. Vis
délto, terminas buvo naudojamas klaidingai, nes 1859 metais S. Fridrichas su A. Kekule jrodé,
jog tuose paciuose dariniuose yra didel¢ azoto koncentracija, todél amiloidus priskyré baltymy
klasei (Sipe and Cohen, 2000). Bégant laikui ir tobul¢jant technologijoms buvo atlikti tyrimai,
kurie parodé¢, kad amiloidai specifiskai sgveikauja su Kongo raudonuoju [angl. Congo Red]
dazu. Apsvietus poliarizuota Sviesa ir mikroskopo pagalba buvo matomi zalios spalvos dariniai.
Remiantis eksperimentais iskelta hipotezé, jog amiloidai yra fibrilinés struktiiros, o véliau atlikus

elektronine mikroskopija — $ig prielaidg patvirtino. (Rambaran and Serpell, 2008).

Amiloidai yra netirpis baltymy agregatai, kurie susidaro i§ organizme esanc¢iy natyviy
baltymy, taciau imuniné sistema jy neatpaZzjsta ir sunkiai pasalina, o to priezastys dar néra gerai
zinomos (William et al., 2013). Pagal rentgeno spinduliy difrakcijos analize — amiloidinéms
fibriléms budinga tai, kad polipeptidiné grandiné¢ sudaryta i§ pasikartojanciy p-laksty
iSsidésCiusiy statmenai fibriliy aSiai. O atlikus auksStos raiSkos elektroning mikroskopija
nustatyta, kad amiloidinés fibrilés sudarytos i§ 20-35 A plocio subvienety ir yra 70-120 A
diametro (Sunde et al., 1997; Sipe and Cohen, 2000).

Daugeliu atveju, amiloidai yra patogeniniai baltymai, atsitiktinai susiformave esant
molekuliy, lgsteliy ar organizmo patiriamam stresui, temperatiiros ar pH pokyciams, baltymy
sintezés sutrikimams, kuomet i§ natyviy, funkcionuojanéiy baltymy iSsivysto pakitusios
struktliros ir funkcijos baltymai. (William et al., 2013). Fibriliy formavimasis yra bendras
simptomas daugiau nei 20 amiloidogeniniy ligy, tokiy kaip Alzheimerio liga, Parkinsono liga ir

su prionais susijusios encefalopatijos (Lee et al., 2007).
1.1.1. Ligos, susijusios su baltymy agregacija

Yra manoma, kad esant tam tikromis salygomis, visi baltymai gali agreguotis | skirtingas
strukturas. Tai gali buti visiS8kai netvarkingi amorfiniai agregatai, ar net labai taisyklingos formos

fibrilés (Chiti and Dobson, 2006). Ligos, kurios siejamos su tvarkingomis baltymy sankaupomis
10



lastelés viduje ar uz jos riby vadinamos amiloidozémis. Amiloidozes galima suskirstyti ] tris

grupes:

e sisteminés amiloidozés — baltymy agregacija pasireiskia daugelyje audiniy;

e lokalizuotos amiloidozés — baltymy agregaty sankaupos randamos tam tikro tipo

audiniuose, bet ne smegenyse;

e neurodegeneracinés ligos — baltymy agregacija pasireiskia tik smegenyse.

1.1 lenteléje pateikiamos amiloidozés, nurodyti baltymai ar peptidai, kurie ligos atveju randami

sankaupose bei $iy baltymy aminoriigsciy skaicius.

1.1 lentelé. Zmoniy ligos, susijusios su baltymy amiloidine agregacija (pritaikyta i§ Chiti and Dobson, 2006).

Liga Agreguojantis baltymas arba peptidas Aminortgséiy
skaicius
Sisteminés amiloidozés
AL amiloidozé® Imunoglobulino lengvosios grandinés ~90¢
arba jy fragmentai
AA amiloidozé? Serumo amiloido A baltymo fragmentai ~ 76-104°
Paveldimoji Vidurzemio jiiros liga® Serumo amiloido A baltymo fragmentai  76-104¢
Senatviné sisteminé amiloidozé? Laukinio tipo transtiretinas 127
Paveldimoji amiloidotiné Transtiretino mutantai 127
polineuropatija®
Su hemodialize susijusi B2-mikroglobulinas 99
amiloidozé®
ApoAI amiloidoze® Apolipoproteino Al N-galo fragmentas 80-93¢
ApoAIl amiloidozé® Apolipoproteino All N-galo fragmentas ~ 98°
ApoAlV amiloidoze® Apolipoproteino AIV N-galo fragmentas  ~70
Lizocimo amiloidozé® Lizocimo mutantai 130
Fibrinogeno amiloidozé® Fibrinogeno o grandinés variantai 27-81¢
Lokalizuotos amiloidozés
Il tipo diabetas? Amilinas — kasos amiloido polipeptidas 37
Meduliné skydliaukés karcinoma®  Kalcitoninas 32
Priesirdziy amiloidozé? Priesirdzio natriuretinis faktorius 28
Paveldima cerebraliné hemoragija ~ Amiloido B peptido mutantai 40 arba 42°
su amiloidoze®
Hipofizés prolaktinoma Prolaktinas 199
Katarakta® y-kristalinai Kintamas

11



Neurodegeneracinés ligos

Alzheimerio liga® Amiloido B peptidas 40 arba 42¢
Spongiforminés encefalopatijos®®  Priono baltymas arba jo fragmentas 253
Parkinsono liga® a-sinukleinas 140
Demencija su Lewy kiineliais® a-sinukleinas 140
Frontotemporaliné¢ demencija su Tau 352-441¢
Parkinsoniniu sindromu?®

Amiotropiné lateriné sklerozé? Superoksido dismutaze 1 153
Hantingtono liga® Hantingtinas su poliglutamino seka 3144
Spinocerebraliné ataksija® Ataksinas su poliglutamino seka 816
Spinocerebraliné ataksija 17 Prie TATA déZés prisijungiantis 339

baltymas su poliglutamino seka

Bulbo-spiraliné raumeny atrofija® Androgeny receptorius su poliglutamino 919"
seka

8 Daugiausia savaiminés, taciau uzregistruoti keli paveldimos ligos atvejai kai susirgimas
siejamas su specifinémis mutacijomis.

b Daugiausia paveldimos, bet uzregistruoti keli atvejai kai liga atsirado savaime.
¢ Perduodamos (uzkre¢iamos) ligos atvejai.
d Aptinkami jvairaus dydzio fragmentai, kurie dalyvauja ex vivo fibriliy susidaryme.
¢ Patogeniné mutacija pakeicia stop kodong j Gly kodona, kuri prailgina sekg 21-a aminortig§timi
"Nuordytas aminoriigi¢iy ilgis yra be prijungtos poliglutamino sekos.

Visi i$vardyti ligas sukeliantys baltymai yra labai skirtingi, skiriasi baltymy ar peptidy
ilgis, hidrofobiskumas ir antriné struktiira. Nepaisant to, juos vienija suformuoti tvarkingi, labai
stabiltis baltyminiai dariniai, kuriy pagrindiniai poZymiai — panaSi struktiira ir vienodos

dazymosi savybés (Merlini and Belloti, 2003).
1.2. Amiloidiniy fibriliy susidarymo mechanizmas

Fibriliy formavimasis yra kompleksinis procesas, kurio agregacija ir sudétinga struktiira
paprastai priklauo nuo serijos individualiy Zingsniy, kurie yra i§ prigimties paprasti, lengvai
atliekami remiantis fizikiniais principais. Tipinis fibriliy susidarymo procesas prasideda ,,lag"
faze, kurioje monomerai sgveikauja tarpusavyje, formuoja branduolius ir trumpas fibriles, taciau
amiloidiniy baltymy kiekis tapes fibrilémis yra nepakankamas, kad biity aptiktas. ,,Lag* fazés
metu vyksta nukleacijos procesas, kuris apibréziamas kaip de novo amiloidiniy daleliy
susidarymas. Po kurio laiko, monomerams jungiantis prie branduoliy prasideda elongacijos fazé,
kurioje labai greitai didéja fibriliy koncentracija (Lee et al., 2007). Elongacija — spontaninis
amiloidiniy fibriliy augimas, kuri laikoma kaip pagrindiné §iy agregaty dauginimosi varomoji

jéga. Ilgainiui, elongacija pasiekia pusiausvyrg tada kai dauguma iStirpusiy baltymy paverciamos
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fibrilémis. Procesas trunka tol, kol tirpale nebelieka baltymo monomery, o visas baltymas
pavirsta j fibrilinius agregatus. Spontaninio augimo metu jsijungia dar vienas Vvyksmas,
vadinamas fragmentacija. Tai pilnai susiformavusios fibrilés skilimas j trumpesnes fibriles arba
branduolius (Milto et al., 2014).

A 9 J 8

Nukleacija (
.),' ’ o bt =
€’
SN
E 4 i
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Elongacija ( § L i
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i

0 5 10 15 20 25 30
Laikas (val)

Fragmentacija (

1.1 pav. Spontaninés agregacijos modelio kinetika. (A) - Augimas per nukleacijos (1), elongacijos (2) ir
fragmentacijos (3) procesus, kurie veda j sigmoidines kinetines kreives - (B), kuriose fibriliy masiy koncentracija

kinta laike (pritaikyta i§ Knowles et al., 2009).

Po agregaty lizinéjimo proceso susidaro fibriliy aktyvis galai, todél stengiantis gauti kuo
tikslesnius rezultatus buvo jvestas papildomas procesas — antriné¢ nukleacija. Sio proceso metu
aktyvios fibrilés katalizuoja naujy branduoliy susidarymg i§ monomery (1.2 pav.) (Knowles et
al., 2009).

. ) ) Antring
Nukleacija Elongacija Fragmentacija nukleaciia
= - e
® o l == T
X = == |

1.2 pav. Amiloidiniy fibriliy susidarymo mechanizmo procesai. Nukleacijos proceso metu monomerai saveikauja
tarpusavyje, sudaro branduolius, o véliau mazas fibriles. Vykstant elongacijai prie fibriliy vis jungiasi laisvi
monomerai. Fragmentacija — ilgy fibriliy skilinéjimas. Antrinés nukleacijos metu fibrilés skatina laisvus monomerus

sgveikauti ir sudaryti branduolius (pritaikyta i§ Meisl et al., 2016).
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,Lag fazés laiko trukmé ir fibriliy augimo greitis prikauso nuo pradinés koncentracijos ir
pH, kurie abu daro jtaka tirpalo jsotinimo laipsniui. Papildomi faktoriai, kurie jtakoja kinetinius

matavimus yra tirpalo joniné jéga ir agitacijos intensyvumas (Lee et al., 2009).

Fibriliy ilgéjimas yra vienintelis vyksmas, kuris gali biiti atskirtas nuo kity. Procesas
inicijuojamas pridedant paruosty agregaty (séklos) j baltymo monomery tirpalg (Dzwolak et al.,
2004). Baltymo koncentracija ir reakcijos salygas galima parinkti taip, kad pirminés nukleacijos
laikas biity minimizuotas arba Sis procesas apskritai nevykty. Vengiant maiSymo galima
sumenkinti ir antrinés nukleacijos jtakg (Cohen et al.,, 2012). Buvo pastebéta, jog fibriliy
ilgéjimo procesas panaSus ] fermenting reakcijg, kurios metu fibriliy galai gali buti laikomi kaip
fermenty aktyvieji centrai, o prie jy prisijungiantys oligomerai ar monomerai — Substratai

(Chatani et al., 2010).

A B
1
1.2 03
2 209070
[ ¥) Qe -
@ 0.8 o 0.2 el
g ~ P /
d [y}
o
f / 'EJ | Pridéus
E o4 4 0.4 ot / séklos
g| ) ==
P = /
o L
?,ci ) Nukleacija
() AT 0
0 1 2 3 4 5 8 7

Laikas (val) Fibrilizacijos laikas

1.3 pav. A - Amiloidiniy fibriliy susidarymo procesas naudojant AP peptida. 1 — oji kreivé be séklos, 2 — 0ji pridéjus
séklos, kurios metu Zymiai sutrumpinamas nukleacijos vyksmas (pritaikyta i§ Lee et al., 2009). B — Naudojant kitus
amiloidinius baltymus, pridéjus séklos galima visiSkai i§vengti nukleacijos proceso (pritaikyta i§ Berhanu and

Hansmann, 2014).

Tokiu atveju fibriliy 1lgéjima galima apraSyti lygtimi:
F+M2FM+F* (1)

kur F — fibrile, M — monomeras, F~ - ilgesné fibrilé, o FM — trumpg laika egzistuojantis
kompleksas (nuo monomero prisijungimo prie fibrilés iki jo virtimo fibrilés dalimi). Tada fibriliy

ilgéjimo greitis galéty biiti apraSomas Michaelio-Menten lygtimi:

v *M
v — max (2)
KM+M

kur M — monomero koncentracija, Vmax — didZiausias reakcijos greitis (Vmax = k2*Fg, ko — FM
komplekso susidarymo greitis j ilgesne fibrile, Fg — fibriliy galy koncentracija, Km — Michaelio
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konstanta (Km = (k2+k-1)/k1, k1 — monomero jungimosi prie fibrilés grei¢io konstanta, k.1 — FM

komplekso disociacijos konstanta) (Milto et al., 2013).
1.3. Insulinas — modelinis baltymas

Insulinas — hormoninis baltymas (5,8 kDa), kurj gamina kasos B lastelés. Si medziaga yra
atsakinga uz gliukozés metabolizmg organizme. Insulino monomeras sudarytas i§ 2
polipeptidiniy grandiniy: viena (A) susideda i§ 21 aminoriigsties, kita (B) i§ 30 aminorugsciy.
Sias dvi grandines jungia du tarpgrandininiai ir vienas vidugradininis disulfidinis rysys (1.4 pav.)

(Lee et al., 2007).

1.4 pav. Insulino polipeptidiniy grandiniy schema (pritaikyta i§ Diapedia, 2016-03-20).

Insulinas yra genetiSkai tolimas baltymas, lyginant su kitais baltymais, kurie daZniausiai
asocijuojami su patologine agregacija in vivo, taciau jis lengvai formuoja amiloidus in vitro
(Dzwolak et al., 2004). Biocheminé gausa ir gerai iSnagrinéta jo struktiira pavercia §j baltyma
puikiu modeliu amiloidy tyrimams (Nielsen et al., 2001). Insulino agregacija yra energetiskai
savarankiskas procesas, kuris leidZia atlikti amiloidy auginimo eksperimentus kambario
temperatiiroje. S¢jimas nedenatiiruojan¢iomis saglygomis efektyviai apsaugo nuo spontaninio

formavimosi (Dzwolak et al., 2004).

Fiziologiskai insulinas vyrauja heksamero formoje, kurj stabilizuoja 2-5 Zn?* jonai.
Priklausomai nuo tirpalo pH, metaly jony, baltymo koncentracijos ir tirpiklio, insulinas gali bati
jvairiy formy: heksamerai, tetramerai, dimerai ir monomerai (1.5 pav.). Tyrinéjant §j baltyma
buvo nustatyta, jog ties pH 2-8 ir esant jo koncentracijai mazesnei negu 1,5 mg/mL — insulinas
yra dimerin¢je formoje. Tetramerai vyrauja kai koncentracija virSija 1,5 mg/mL, 0 20 % acto

ragstyje arba etanolyje — monomerus. (Dzwolak et al., 2005).
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Heksameras

\. L

Tetrameras Dimeras Monomeras

1.5 pav. Vyraujanéios insulino formos (pritaikyta i§ Dunn, 2005).

Manoma, kad insulino molekul¢, esanti heksameringje formoje, disocijuoja i monomerus.

Kuo daugiau tirpale yra monomery, tuo jie labiau link¢ oligomerizuotis ir sudaryti branduolius,

kurie formuoja fibriles. Teoriskai (1.6 pav.), tarp monomery, branduoliy ir fibriliy yra

pusiausvyriniai procesai, todél norint grei¢iau suformuoti fibriles, reikia paskatini insulino

heksamerinés formos disociacija (Lee et al., 2007). Skatinimas vyksta esant zemam pH, aukstai

temperattirai, hidrofobinei aplinkai ir drusky sukeltai elektrostatinei sgveikai (Fodera et al.,

2008).

Heksameras Monomeras Branduoliai

1.6 pav. Insulino fibriliy susidarymo schema (pritaikyta i§ Lee et al., 2007).

Pagal (Lee et al., 2007) insulinas naudojamas kaip amiloidiniy fibriliy tyrimy modelis dél

Siy priezasCiy:
1.

2.

Gerai iStirtas baltymas fibriliy susidarymo mechanizme;
ISgryninamas auksta raiSka natyvioje biisenoje;

Formuoja strukttriSkai panaSius B-klosCiy darinius kaip ir patys amiloidiniai

baltymai;

Pigiai gaunamas dideliais kiekiais.
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1.4. Tioflavino T fluorescencija

1959 metais mokslininkai P. S. Vassar ir C. F. A. Culling nustaté, jog jungiantis dazui
Tioflavinui T (ThT) prie audiniuose esanciy amiloidiniy dariniy, labai stipriai padidéja jo
fluorescencijos intensyvumas. Dazo suzadinimas vyksta prie ~ 450 nm, o emisija ties ~ 480 nm
bangos ilgiu (Khurana et al., 2005). Vidutinis dazo giminingumas ir geras tirpumas suteikia
galimybe jj pritaikyti kinetiniuose amiloidiniy fibriliy susidarymo tyrimuose (Biancalana and
Koide, 2010).

A

B
o
o

&
=]

ThT fluorescencija
-
o o
e 3

ThT

—

o

460 480 500 520 540
Bangos ilgis, nm

1.7 pav. A - ThT cheminé ir konformaciné struktiiros, kuris vaizduoja laisvg sukimgsj tarp C-C atomy. B — ThT

fluorescencijos padidéjimas prisijungus fibriles (pritaikyta i§ Biancalana and Koide, 2010).

ThT molekulé sudaryta i§ benzotiazolo ir benzeno Zziedy, kurie gali laisvai suktis aplink
bendra C-C ryS$j. Manoma, kad biitent dél Sios savybés pavienis ThT neflorescuoja (Krebs et al.,
2005). Nors Sis metodas placiai naudojamas, taciau tikslus daZo jungimosi prie amiloidiniy
fibriliy mechanizmas néra Zinomas. Yra keliama hipoteze¢, kad fibriliniuose agregatuose,
nepriklausomai nuo aminortig§¢iy sekos, lygiagreciai fibrilés aSiai B-klostés suformuoja savitg
grandiniy i$sidéstyma. Si struktiira pavadinta p-klos¢iy kope&iomis, kurios savo pavirsiuje turi
susiformavusius kanalus (Biancalana and Koide, 2010; Groenning et al., 2007). Paprastai tariant,
ThT molekulé ,,jstringa* kanaluose, tokiu biidu sustoja laisvas sukimasis tarp C-C atomy ir

aptinkama auksta fluorescencijos kvantingé iSeiga.
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1.8 pav. ThT jungimosi prie amiloidiniy fibriliy kanalo modelis. ThT jungiasi prie Soniniy grandiniy pavir§iuose
esanciy suformuoty kanaly. ThT zymima kaip dvikrypté rodyklé, B-klostés yra ,,zig-zag™ formos linijos, o tamsis

apskritimai — aminortig§¢iy Soninés grupés (pritaikyta i Krebs et al., 2005).
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2.Medziagos ir metodai

2.1. Naudoti reagentai
e Acros Organics: acto rugstis (99,5 %);

e Carl Roth: natrio chloridas;

e Sigma-Aldrich: rekombinantinis zmogaus insulinas, Tioflavinas T.

2.2. Naudota laboratoriné jranga
e Svarstyklés ,,.Denver Instrument TP-214%;
e Realaus laiko PGR aparatas ,,Qiagen Rotor-Gene Q%;
e Stkuriné maisyklé ,,Biosan Microspin FV-2400%.

2.3. Metodali

2.3.1. Fluorescencijos matavimas

ThT fluorescencija stebima naudojantis realaus laiko PGR ,,Qiagen Rotor-Gene Q* aparatg

(2.1 pav.). Sio dazo florescencijos suzadinimas jvyksta prie 470 nm bangos ilgio, o emisija — prie

510 nm bangos ilgio. Prietaisas talpina 36 mégintuvélius (200 pl tirio), kurie statomi j rotoriy.

Rotorius sukasi 400 aps./min grei¢iu palaikydamas reakcijos miSinius apatinése mégintuvéliy

dalyse. Sviesos diodas aps$vie¢ia méginius 470 + 10 nm bangos ilgio $viesa, o detektorius

matuoja 510 £ 5 nm bangos ilgio Sviesa. D¢l Siy prietaiso savybiy, jj galima naudoti ne pagal

paskirtj, o biitent pritaikyti fibriliy formavimosi tyrimams.

Detekcijos filtras

Detektorius

Sviesos
<altini

2.1 pav. ,,Qiagen Rotor-Gene Q“ skersinis pjtivis (pritaikyta i§ Qiagen, 2016-03-30).
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Eksperimenty pabaigoje gaunamos fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo
agregacijos laiko kreivés. Kameroje pastoviai vyksta oro cirkuliacija, dél to palaikoma pastovi

temperatira ir déka to, matavimo paklaidos yra mazos.

2.3.2. Mégininiy paruoSimas

Visi insulino agregacijos eksperimentai buvo atliekami 60 °C temperatiiroje 20 valandy.
Insulinas tirpinamas 20 % acto ragsties tirpale, turin¢iame 100 mM NaCl druskos. Visuose
reakcijy misinivose galutiné tioflavino T koncentracija buvo 50 uM. ThT fluorescencijos metodu
buvo stebimas skirtingy insulino koncentracijy: 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mM, 0,5 mM, 0,6
mM, 0,7 mM, 0,8 mM, 0,9 mM ir | mM fibriliy susidarymas.

2.4. Duomeny apdorojimas

2.4.1. Programiné jranga rModeler

Kinetiniy procesy modeliavimui naudojama programa rModeler. Si programa skirta
modeliuoti chemines, biochemines ir elektrochemines reakcijas, analizuoti eksperimenty
duomenis bei juos gluodinti. Programos kur¢jai yra du jauni mokslininkai, dirbantys Vilniaus
universitete. Vienas jy — Audrius Laurynénas (moksly sritis — biochemija) ir Justinas V.
Daugmaudis (matematika ir informatika). Jy misija buvo sukurti i$skirting programing jranga,
kuri bity labai paprastai valdoma, taCiau leisty mokslininkams planuoti eksperimentus,
veiksmingai ir interaktyviai atlikti duomeny analiz¢ bei suprojektuoti modeliavimo ir analizés
sistemg (Ubicalc, 2016-04-13).

2.4.2. Fibrilizacijos procesai

Sioje skiltyje pateikti visi procesai, kurie dalyvauja amiloidiniy fibriliy susidaryme. Svarbu
yra tai, kad vykstant kiekvienam vyksmui biitina laikytis masés tvermés désnio, kuris teigia, jog

reaguojanciy medziagy maseé yra lygi produkty masei.

2.4.2.1. Nukleacija
Kaip ir minéta literatiiros apzvalgoje — amiloidiniy fibriliy susidarymas prasideda
nukleacijos procesu. Nukleacijos metu i§ monomery susidaro branduoliai (trumpos fibrilés).

Viena fibrilé turi du fibrilés galus.

mAm S £+ fy+ fnt fin (3)

kur m — baltymo monomery koncentracija, f; — susidariusios fibrilés galas, fm — fibriliy masés

koncentracija, ki — nukleacijos grei¢io konstanta.

20



2.4.2.2. Elongacija
Elongacijos proceso metu prie susidariusios fibrilés galo jungiasi monomerai ir tokiu biidu
fibrile ilgéja. Sis vyksmas apraomas arba tiesiogine Kryptimi su ki grei¢io konstanta, arba
griztamaja lygtimi, kur dalyvauja abi greicio konstantos:
Ky

fot m 2 fgt+ fom (4)
ky

kur kx — elongacijos grei¢io konstanta, ky — elongacijos disociacijos konstanta.

Taip pat, elongacijg galima aprasyti dviem zingsniais naudojantis Michaelis-Menten
Kinetika. Sio proceso metu prie fibrilés galo jungiasi monomeras, sudaro tarpinj fibrilés galo ir
monomero kompleksg, o Sis virsta ilgesne fibrile. Programinéje jrangoje Sio proceso viena

lygtimi apraSyti negalima, tod¢l reakcija jvedama per du etapus.

ks

fg+tm2fgm (5)
ks

fm S fy+ f (6)

kur ko — monomero jungimosi prie fibrilés galo grei¢io konstanta; k3 — fym komplekso

disociacijos konstanta; ks — fym komplekso virtimas ilgesne fibrile greic¢io konstanta.

2.4.2.3. Fragmentacija
Sio proceso metu susidariusios ilgos fibrilés skyla j trumpesnes fibriles. I§ esmés,

fragmentacija aprasoma (7) lygtimi, taiau supaprastinus §j vyksmg gaunama (8) lygtis.
k5
fotfm = fgt+ fg+ ot S ()
3
fm = fgt fm (8)
kur ks — fragmentacijos grei¢io konstanta.

2.4.2.4.  Antriné nukleacija
Antriné nukleacija nuo nukleacijos skiriasi tuo, kad vykstant Siam procesui reikalinga

susidariusi ilga fibrilé.

fut MAM S L4 fy+ ot fn+ fon 9)

kur ke — antrinés nukleacijos greic¢io konstanta.

21



3. Rezultatai ir jy aptarimas

I$ serijos atlikty eksperimenty ir gauty duomeny bei remiantis mokslininky (Meisl et al.,
2016) straipsniu kombinuojami jvairtis amiloidiniy fibriliy susidarymo mechanizmy modeliai.
Visi modeliai kuriami naudojantis 2.4.2 punkte paminétomis formulémis. Agregacija stebéta
naudojant 10 skirtingy insulino koncentracijy: 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mM, 0,5 mM, 0,6
mM, 0,7 mM, 0,8 mM, 0,9 mM ir 1 mM. Kiekvienos skirtingos koncentracijos buvo po 3
méginius tam, kad gauti kuo tikslesnius rezultatus bei patikrinti eksperimenty atsikartojamuma.

Visus modelius stengiamasi aprasyti kuo paprastesnius, su kuo maziau grei¢io konstanty.

3.1. Agregacija vyksta negjztamais procesais.

Sioje skiltyje nagrinéjami modeliai, kuriy metu nevyksta pusiausvyriniai procesai.

3.1.1. 1 modelis
& o © =
Qo —
Nukleacija  Elongacija
z i
g3 i -
g i/
3 / .

100 200 300 400
Laikas, min

3.1 pav. 1 modelis. Nukleacija ir elongacija. Mélynos kreivés — eksperimentiniai rezultatai, geltona kreivé —

sugluodinta kreive.

Sis modelis akivaizdZiai netinka, nes gauta kreivé visiSkai neatitinka eksperimentiniy

duomeny.
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3.1.2. 2 modelis
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3.2 pav. 2 modelis. Nukleacija, elongacija ir fragmentacija. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy

koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy

duomeny gluodinimo grafikas. Tamsiai mélynos spalvos kreivés yra eksperimentiskai gauti duomenys. [vairiy

spalvy kreivés — sugluodintos kreivés.

Fragmentacijos proceso jvedimas padéjo labai tiksliai sugluodinti skirtingy koncentracijy

kreives A ir B dalyse. C dalyje, kai kurios kreivés yra labai arba dalinai tikslios, ta¢iau prie 0,1

mM ir 0,2 mM fibrilizacija prasideda per vélai, o prie 0,6 mM fibriliy koncentracijos — per

anksti. Todél $io modelio negalima naudoti kaip galutinio tinkamo rezultato.
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3.1.3. 3 modelis

% o e eo
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imM ——
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3.3 pav. 3 modelis. Nukleacija, elongacija ir antriné nukleacija. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy
koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy
duomeny gluodinimo grafikas. Mélynos spalvos kreivés yra eksperimentiniai rezultatai, jvairiy spalvy kreivés —

sugluodintos kreivés.

Siuo atveju fragmentacijos procesas pakei¢iamas j antring nukleacija. Pasirinkus § modelj
ir naudojant bet kokios vienos koncentracijos eksperimentinius duomenis, gaunamos tiksliai
sugluodintos kreivés, kurios matomos A ir B dalyse. Tac¢iau apraSant visy rezultaty kreives toks
modelis visiskai netinkamas, nes fibriliy susidarymas prasideda per vélai, todél nei viena gauta

kreivé neatitinka eksperimentiskai gauty kreiviy.
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3.1.4. 4 modelis
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3.4 pav. 4 modelis. Nukleacijos, elongacijos, fragmentacijos ir antrinés nukleacijos procesy suvedimas j bendrg
modelj. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM
fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy duomeny gluodinimo grafikas. Mélynos spalvos kreiveés yra

eksperimentiniai duomenys, spalvotos kreivés — sugluodintos kreivés.

Sujungus visus procesus j vieng modelj, prie auksty fibriliy koncentracijy, lyginant su antru
modeliu, gaunamos tikslesnés kreivés. Taciau prastai gluodina 0,3 mM koncentracijos rezultatus
bei prie 0,1 mM ir 0,2 mM fibriliy susidarymas prasideda dar véliau. Dél Siy priezaséiy $is

modelis taip pat néra tinkamas.
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3.2. Agregacija vyksta grjiZtamais procesais

Sioje dalyje formuojamos tokios pacios modeliy kombinacijos kaip ir 3.1 punkte, tatiau
pakeiCiamas elongacijos vyksmas. Manoma, jog monomeras jungdamasis prie branduolio ar
fibrilés 1§ karto neprisitvirtina ir gali atkibti. Todél naudojama (4) formulé kai elongacija
apraSoma grjztamaja lygtimi ir tokiu atveju jvedama dar viena greiCio konstanta. Susidare¢
branduoliai neskyla ] monomerus, tod¢l nukleacijos ir antrinés nukleacijos procesai nekeic¢iami.

Fragmentacijos proceso atgaliné reakcija biity lygi elongacijai, todél Sis vyksmas taip pat néra

kei¢iamas.
3.2.1. 5 modelis
% e @ T
Qo —
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b 100 200 300 400

Laikas, min

3.5 pav. 5 modelis. Nukleacija ir elongacija. Mélynos spalvos kreivés — eksperimentiniai duomenys, geltona spalva

yra sugluoda kreivé.
Grjztamoji elongacija nesuteiké jokio pokyc¢io Siame modelyje lyginant su pirmuoju
modeliu. Kreivé atrodo identiska ir taip pat neatitinka eksperimentiniy duomeny, todél modelis

néra tinkamas.
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3.2.2. 6 modelis
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3.6 pav. 6 modelis. Nukleacija, elongacija ir fragmentacija. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy
koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy
duomeny gluodinimo grafikas. Tamsiai mélynos spalvos kreivés yra eksperimentiskai gauti duomenys. [vairiy

spalvy kreivés — sugluodintos kreivés.

A ir B dalyse pakankamai tiksliai sugluodintos skirtingy koncentracijy kreiveés. C dalyje
lyginant su antru modeliu, gauty sigmoidiniy kreiviy pradzia tiksliau atitinka eksperimentinius
duomenis, ta¢iau kreiviy maksimumo taSkai nesiekia turimy koncentracijy. Taip pat, prie 0,1
mM ir 0,2 mM koncentracijy amiloidinés fibrilés susidaro per vélai, o per anksti prie 0,6 mM
fibriliy koncentracijos.
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3.2.3. 7 modelis
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3.7 pav. 7 modelis. Nukleacija, elongacija ir antriné nukleacija. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy
koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy
duomeny gluodinimo grafikas. Mélynos spalvos kreivés yra eksperimentiniai rezultatai, jvairiy spalvy kreivés —

sugluodintos kreivés.
Siame modelyje A ir B dalyse kreivés sugluodintos labai tiksliai, ta¢iau globalaus (visy
turimy duomeny) gluodinimo grafike nei viena gauta kreivé neatitinka eksperimentiniy

duomeny, nes fibrilizacija prasideda per vélai. Todél Sis modelis taip pat néra tinkamas.

28



3.2.4. 8 modelis
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3.8 pav. 8 modelis. Nukleacijos, elongacijos, fragmentacijos ir antrinés nukleacijos procesy suvedimas j bendra
modelj. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM
fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy duomeny gluodinimo grafikas. Mélynos spalvos kreivés yra

eksperimentiniai duomenys, spalvotos kreivés — sugluodintos kreivés.

Pakankamai tiksliai yra sugluodintos kreivés A ir B dalyse, taciau visy duomeny grafiko
rezultatai labai panasts j $eStaji modelj, nes sugluodinty kreiviy maksimumai neatitinka turimy
koncentracijy. Sis modelis néra tinkamas ir dél to, kad fibrilizacija prasideda per vélai prie 0,1

mM, 0,2 mM ir 0,4 mM fibriliy koncentracijy, o prie 0,6 mM koncentracijos — per anksti.
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3.3. Michaelis-Menten kinetikos jterpimas

Si dalis skiriasi nuo kity tik tuo, kad elongacija vykdoma dviem etapais naudojant
Michaelis-Menten lygtj. Yra manoma, kad monomerui jungiantis prie fibrilés galo i§ pradziy
susidaro tarpinis fibrilés galo ir monomero kompleksas, kuris griztamosios reakcijos buidu gali
skilti j pradinius komponentus, arba tiesioginés reakcijos kryptimi gali virsti ilgesne fibrile, todél

naudojamos (5) ir (6) formulés.

3.3.1. 9 modelis
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3.9 pav. 9 modelis. Nukleacija ir elongacija. Mélynos kreivés — eksperimentiniai rezultatai, geltona kreivé —
sugluodinta kreivé.
Siuo atveju gaunama kitokia kreivé negu pirmame ir penktame modeliuose, tadiau taip pat

modelis netinkamas, nes kreivé visiskai neatitinka turimy eksperimentiniy duomeny.
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3.3.2. 10 modelis
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3.10 pav. 10 modelis. Nukleacija, elongacija ir fragmentacija. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy
koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy
duomeny gluodinimo grafikas. Tamsiai mélynos spalvos kreivés — eksperimentiskai gauti duomenys. Ivairiy spalvy

kreivés — sugluodintos kreives.

A ir B dalyse skirtingy koncentracijy kreivés sugluodintos labai tiksliai. Visy koncentracijy
grafike gerai sugluodina tik 0,3 mM fibriliy koncentracijos kreive, prie 0,1 mM koncentracijos
fibriliy susidarymas prasideda per vélai, o prie kity koncentracijy fibrilizacijos procesai

prasideda per anksti.
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3.3.3. 11 modelis
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3.11 pav. 11 modelis. Nukleacija, elongacija ir antriné nukleacija. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy
koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy
duomeny gluodinimo grafikas. Mélynos spalvos kreivés yra eksperimentiniai rezultatai, jvairiy spalvy kreivés —

sugluodintos kreivés.

Sis modelis, kaip ir daugumoje modeliuy, A ir B dalyse skirtingas koncentracijas gluodina
gerai. Visy koncentracijy grafike fibriliy susidarymas vyksta per greitai ir labai greitai uzsibaigia
spontaninio augimo kreivés kaip yra matoma prie 0,7 mM, 0,8 mM 0,9 mM ir 1 mM

koncentracijy. Prie zemesniy koncentracijy kreiviy fibrilizacija vyksta per 1étai.
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3.3.4. 12 modelis

O Y]

‘T © + T T
' & &
& = ] ]
Nukleacija Elongacija Fragmentaciia ~ Antriné nukleacija
! ' ey : ' = T
7 03mM
7 o B

02

04

02
I

Fibriliy koncentracija, mM

/
4 /
o
Vi

N 1 L L =

| |
100 200 300 400 100
Laikas, min

300

Fibriliy koncentracija, mM

D

ki=1,946x10"
k2 = 0,07263

k3 = 0,0001025
k4 = 0,05748

ks = 0,4215

k6 = 0,02886

Laikas, min

3.12 pav. 12 modelis. Nukleacijos, elongacijos, fragmentacijos ir antrinés nukleacijos procesy suvedimas j bendrg
modelj. A — gluodinimui pasirinkta 0,3 mM fibriliy koncentracijos duomenys, B — gluodinimui pasirinkta 0,7 mM
fibriliy koncentracijos duomenys, C — visy turimy duomeny gluodinimo grafikas, D — rModeler programoje esanti

lentelé, kuri rodo sugluodinty procesy greiéiy konstantas.

Sis modelis kaip ir dauguma gali sugluodinti skirtingas fibriliy koncentracijas A ir B
dalyse. C dalyje matoma, jog tik toks modelis sugeba gerai sugluodinti visas agregaty
koncentracijas. Tai yra, kad gautos kreivés, atitinka eksperimentiSskai gauty duomeny kreives.
Todél galima laikyti §] modelj tinkamu aprasyti amiloidiniy fibriliy susidaryma jvairioms fibriliy
koncentracijoms. D dalyje pateiktos kiekvieno proceso greiciy konstantos. Kiekvieng kartg
gluodinant kreives gaunamos Siek tiek skirtingos grei¢iy konstantos, tod¢l naudojant §j modelj

buvo gluodinama 10 karty tam, kad apskai¢iuoti reikSmiy standartines paklaidas.
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3.1 lentelé. Gautos grei¢iy konstanty reikSmés.

Procesas Greicio Gauta reik§mé, mM™ * min!
konstantos
simbolis
Nukleacija k1 1,946*107° + 0,570*1071°
Monomero jungimasis prie fibrilés galo Ko 7,263*1072 + 1,846*1072
fgm komplekso disociacija K3 1,025*%10* + 0,332*10™*
fgm komplekso virtimas ilgesne fibrile Ka 5,748*102 + 0,289*1072
Fragmentacija Ks 4,215*107 + 0,798*10!
Antriné nukleacija Ke 2,886*1072 + 0,069*1072

Nukleacijos grei¢io konstanta yra labai maza, bet tai yra geras rezultatas, nes procesas
trunka ilgai. Maza greicio konstanta reiskia, kad procesas jsibegéja labai 1étai kaip yra matoma
grafike (3.12 pav. C). Fgm komplekso disociacijos greic¢io konstanta nors ir mazesné negu kitos
grei¢io konstantos, taciau ji taip pat turi jtakos fibriliy susidaryme, nes be jos sugluodinti grafikai
atrodyty kaip 8-tame modelyje (3.8 pav. C). Kity procesy greiciy konstantos yra panasios ir
palyginus su kitomis aukstos, todél turi didziausig jtaka amiloidiniy fibriliy susidarymo

mechanizme.
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ISvados
1. Modeliai, kuriuose vyksta tik nukleacijos ir elongacijos procesai yra visiSkai
netinkami aprasyti amiloidiniy fibriliy susidaryma.
2. [terpiant fragmentacijos arba antrinés nukleacijos procesus jmanoma sugluodinti
bet kokiy fibriliy koncentracijy kreives, ta¢iau tie modeliai yra netinkami, nes vienu

metu neapdoroja visy turimy duomeny.

3. Amiloidiniy fibriliy susidarymui tinkamas tik vienas modelis, kurio metu vyksta
visi 4 procesai bei elongacija aprasoma dviem Zingsniais. Sis modelis yra tinkamas,

nes puikiai apraso 10 skirtingy koncentracijy kreiviy vienu metu.
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