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Ivadas

Baltymy agregacija siejama su daugeliu neurodegeneraciniy ligy, tokiy kaip Alzhei-
merio, Parkinsono, Hantingtono ir kitomis, o taip pat II tipo diabetu ir kempinlige. Nors
kiekvienos ligos atveju joje dalyvauja skirtingi baltymai (su Alzheimerio liga siejamas
fB-amiloidas ir tau baltymas, su Parkinsono liga — a-sinukleinas, su Hantingtono liga —
hantingtinas), juos vienija aptinkamy agregatuy panasumai, tokie kaip pasikartojancios
[—Kklosteés, iSsidésciusios statmenai fibrilés asiai, fibriliné agregaty forma ir savybé jungtis
su amiloidinei strukturai specifiskais dazais.

Baltyminis infektyvumas taip pat siejamas su amiloidogenine agregacija. Manoma,
kad amiloidiniy fibriliy ilgéjimas pamégdzioja priono baltymo dauginimosi mechanizma,
kai prionai, pateke j organizma, pakeicia jame esanciy natyviy lasteliniy priono baltymuy
struktura ir pavercia juos lygiai tokiais paciais infekciniais vienetais.

Amiloidiniy fibriliy ilgéjimo tyrimai svarbus siekiant suprasti baltyminj infektyvuma
ir pacius amiloidus.

Sio baigiamojo darbo tyrimo objektai yra fibrilinius agregatus formuojantys baltymai:
rekombinantinis Zmogaus insulinas ir rekombinantinis pelés priono baltymas. Insulinas
lengvai suformuoja amiloidines fibriles in witro, todél naudojamas kaip modelinis balty-
mas agregacijos tyrimuose. Priono baltymas naudojamas siekiant suprasti prioniniy ligy
mechanizma.

Sio darbo tikslas — itirti amiloidiniy fibriliy ilgéjimo kinetika ir termodinamika.

Darbo uzdaviniai:
1. Istirti fibriliy ilgéjimo kinetikos priklausomybe nuo ardymo ultragarsu laiko.

2. Nustatyti, kiek gerai Michaelio-Menten modelis apraso fibriliy ilgéjimo kinetika,
jvertinant kinetinius parametrus: Michaelio konstantg K, ir maksimaly reakcijos

greit] Vmaz-

3. Istirti temperaturos ir denaturanto jtaka fibriliy ilgéjimui, apskaic¢iuoti fibriliy ilge-

jimo aktyvacijos energija F,.

4. Ivertinti susidariusiy fibriliy stabiluma.
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1. Literaturos apzvalga

1.1. Amiloidai

Terming ,amiloidas® botanikos srityje pirma karta paminéjo vokieciy mokslininkas
Matthias Jakob Schleiden 1838 metais. Siuo zodZiu jis apibudino augaluose esantj krak-
mola primenantj komponenta (angl. amylaceous constituent) (Kyle, 2001). Rudolph Vir-
chow 1854 metais §j terming pavartojo medicinos literaturoje aprasydamas iS smegeny
isskirty dariniy reakcija su jodo tirpalu ir sieros rugStimi: abiem atvejais méginiai nusi-
dazydavo mélynai-violetine spalva. Sios j celiulioze panasios struktiros buvo pavadintos
amiloidais [gr. amylon, lot. amylum — krakmolas] (Maji et al., 2009; Sipe and Cohen,
2000). 1859 metais Friedreich ir Kekule is organy isskirtuose amiloiduose pademonstra-
vo didelj azoto kiekj, o tai priverté tyrinéti amiloidus kaip baltymus (linkusius formuoti
fibriles), o ne angliavandenius, kaip manyta anksc¢iau (Sipe and Cohen, 2000).

Potencialiai visi baltymai ir peptidai esant tam tikroms salygoms galéty agreguotis
i skirtingas strukturas, nuo visiskai netvarkingy amorfiniy agregaty iki labai tvarkingy
formy (1.1 pav.) (Chiti and Dobson, 2006; Ecroyd and Carver, 2008).

2 ()
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I18sivyniojes baltymas

Oligomerai
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Dalinai i$sivyniojes baltymas n

I Dalinai Tirpus Protofibrilés
struktarizuota oligomeras arba )
. baltymo forma branduolys

Natyvus baltymas Amiloidinés fibrilés

1.1 pav. Konformaciniai virsmai baltymo molekuléje, dél kuriy formuojasi amiloidineés
fibrilés (pritaikyta i§ Kumar and Udgaonkar 2010).

Su tvarkingomis baltymuy sankaupomis lasteliy viduje arba uz lastelés riby siejama
daugelis ligy. 1.1 lenteléje pateikiami susirgimai, susije su tokia agregacija. Salia taip pat
nurodyti baltymai, kurie ligos atveju randami sankaupose. Amiloidozes galima suskirstyti

] tris grupes:
o neurodegeneracinés ligos — agregacija pasireiskia smegenyse;

 lokalizuotos amiloidozés: sergant Siomis ligomis, agregaty sankaupos randamos tam

tikro tipo audiniuose, bet ne smegenyse;
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Literaturos apzvalga

» sisteminés amiloidozés — agregacija pasireiskia daugelyje audiniy.

1.1 lentelé. Zmogaus ligos, susijusios su baltymy agregacija (pritaikyta i Chiti and

Dobson 2006).

Liga

Agreguojantis baltymas arba peptidas

Neurodegeneracinés ligos
Alzheimerio liga®
Spongiforminés encefalopatijos®®
Parkinsono liga®

Demencija su Lewy kuneliais®
Frontotemporaliné demencija su parkinso-
niniu sindromu®

Amiotropiné lateraliné sklerozé®
Hantingtono liga“
Spinocerebraliné ataksija®
Spinocerebraliné ataksija 17¢

Bulbo-spinaliné raumeny atrofija®

Amyloido 8 peptidas

Priono baltymas arba jo fragmentas
a-sinukleinas

a-sinukleinas

Tau

Superoksido dismutaze 1

Hantingtinas su poliglutamino seka
Ataksinas su poliglutamino seka

Prie TATA dézutés prisijungiantis balty-
mas su poliglutamino seka

Androgeny receptorius su poliglutamino
seka

Sisteminés amiloidozés
AL amiloidozé®

AA amiloidozé®

Paveldimoji Vidurzemio juros liga®
Senatviné sisteminé amiloidozé®
Paveldimoji amiloidotiné polineuropatija“
Su hemodialize susijusi amiloidozé®
ApoAl amiloidozé®

ApoAIl amiloidozé®

ApoAIV amiloidozé®

Lizocimo amiloidozé®

Fibrinogeno amiloidozé®

Imunoglobulino lengvosios grandinés arba
ju fragmentai

Serumo amiloido A baltymo fragmentai
Serumo amiloido A baltymo fragmentai
Laukinio tipo transtiretinas

Transtiretino mutantai
B2-mikroglobulinas

Apolipoproteino AI N galinis fragmentas
Apolipoproteino AIl N galinis fragmentas
Apolipoproteino AIV N galinis fragmentas
Lizocimo mutantai

Fibrinogeno o grandinés variantai

Lokalizuotos amiloidozés
IT tipo diabetas®

Meduliné skydliaukés karcinoma®
Priesirdziy amiloidozé®
Paveldima cerebraliné
amiloidoze®
Hipofizés prolaktinoma
Katarakta®

hemoragija su

Amilinas, dar zinomas kaip kasos amiloido
polipeptidas

Kalcitoninas

Priesirdzio natriuretinis faktorius
Amiloido 8 peptido mutantai

Prolaktinas
~-kristalinai

¢ Daugiausia savaiminés, nors uzregistruoti keli paveldimos ligos atvejai, kai susirgimas

siejamas su specifinémis mutacijomis.
b Perduodamos ligos atvejai.

¢ Daugiausia paveldimos, taciau uzregistruoti keli atvejai, kai liga atsirado savaime.
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Keli i$ susirgimy daugiausia atsiranda savaime (1.1 lenteléje pazyméti *), nors uzregistruo-
tos ir ju paveldimos formos. Kitos ligos yra tik paveldimos (atsiranda dél mutacijy) (1.1
lenteléje pazymétos ©). Spongiforminés encefalopatijos gali buti pernesamos tarp zZmoniy,
o taip pat ir kity zinduoliy. Teigiama, jog aplinkoje, kurioje gausu amiloidiniy fibriliy,
susirgimo rizikos faktorius yra didesnis. Panasiai, susidariusiy fibriliy i§ rekombinantinio
pelés priono baltymo injekcija sukelia liga, jei peléje yra priono baltymo raiska (Chiti and
Dobson, 2006).

1.1 lenteléje iSvardyti baltymai yra labai skirtingi (iSimtis — baltymai su poliglutamino
seka): skiriasi ju ilgis, hidrofobiskumas, antriné struktura. Juos vienija tik suformuoti
tvarkingi, labai stabilus baltyminiai dariniai (Harrison et al., 2007).

Ne visi baltymai sukelia ligas. Gyvieji organizmai, nuo prokarioty iki zmogaus, fizio-
loginémis salygomis kai kuriuos baltymus verc¢ia amiloidinémis fibrilémis, atliekanciomis
tam tikras funkcijas (Kumar and Udgaonkar, 2010). Tokiy baltymu pavyzdziai pateikti
1.2 lenteléje. Taigi tam tikry baltymuy agregacija yra butina kai kuriems lastelés mecha-
nizmams (Chiti and Dobson, 2006).

1.2 lentelé. Baltymai formuojantys nepatogeninius amiloidus su specifinémis funkcijomis
(pritaikyta is Chiti and Dobson 2006; Harrison et al. 2007).

Baltymas Organizmas Amiloidy funkcija

Kurlinai Escherichia coli Padeda kolonizuotis ir formuoti biopléveles

Caplinai Streptomyces coelicolor Naudojami prisitvirtinimui prie hidrofobiniy
pavirsiy ir leidzia vystytis hifams

Hidrofobinai Neurospora crassa Naudojami prisitvirtinimui prie hidrofobiniy
pavirsiy ir leidzia vystytis hifams

Spidroinai ~ Nephila edulis Dalyvauja voratinklio Silkiniy pluosty forma-
vimesi

Pmel17* Homo sapiens Melanosomy viduje sudaro pluostus, ant ku-
riy formuojasi melanino granulés

Ure2p Saccharomyces cerevisiae — Skatina neturtingy azoto Saltiniy jsisavinima

Sup35p Saccharomyces cerevisiae — Suteikia nauja fenotipa ([PSI+]) transliacijos
metu skaitydamas per stop kodong

Rnqlp Saccharomyces cerevisiae  Funkcija néra gerai Zinoma

HET-s Podospora anserina Sukelia programuoty lastelés zutj (heteroka-

riony nesuderinamumas)

* vidinis membraninio baltymo Pmell7 domenas.

Tikétina, kad ateityje bus atrasta daugiau baltymy, fiziologinémis salygomis formuo-
janciy amiloidus. Tai patvirtina RAGE (glikozilinimo produkty receptorius) — amiloidy
receptoriaus atradimas bei peptidaziy, tokiy kaip katepsinai, sugebéjimas skaidyti balty-

mus amiloidy sankaupose (Harrison et al., 2007).
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1.1.1. Amiloidy formavimasis

Tam, kad baltymas agreguoty j amiloidine fibrile, jis turi pereiti keleta pakopy, kuriy

metu susidaro skirtingos tarpines buisenos (1.2 pav.).

sz —| 2|

Natyvus peptidas B klostyta PROTOFILAMENTAS PROTOFIBRILE FIBRILE
struktdra B juostos iSsidésciusios Susisuke Soninis susijungimas
lygiagreciai arba protofilamentai irlarba protofilamenty ir
antilygiagreciai protofibriliy ilgéjimas

1.2 pav. Amiloidiniy fibriliy formavimosi hierarchija (pritaikyta i§ Harrison et al. 2007).

Amiloidinés fibrilés yra ~ 10 nm skersmens ir dazniausiai formuojamos i$ 2-6 proto-
filamenty (Ecroyd and Carver, 2008; Kumar and Udgaonkar, 2010). Sie saveikauja per
elektrostating ir hidrofobine saveikas (Harrison et al., 2007). Suformuotos fibrilés dazniau-
siai yra neSakotos, labai stabilios ir atsparios denaturanty arba proteaziy poveikiui. Dél
siu savybiy lasteléms ne visada pavyksta pasalinti susidariusius agregatus (Ecroyd and
Carver, 2008). Visi amiloidiniy agregaty rentgeno spinduliy difrakcijos vaizdai atrodo pa-
nasiai (1.3 pav.). Matomi skersinei 8 strukturai budingi difrakcijos signalai: ties pusiauju
10-11 A, meridianu 4,8 A. Signalas ties pusiauju atitinka atstuma tarp laksty, o ties me-
ridianu parodo atstuma tarp juosty S—klostése (Biancalana and Koide, 2010; Ecroyd and
Carver, 2008; Maji et al., 2009). Buvo parodyta, kad bent jau fiziologinémis salygomis
amiloidiniai agregatai termodinamiskai labiau stabilus negu natyvus ju baltymai (Buell
et al., 2012).

Fibilés asis

1.3 pav. Amiloidiniy fibriliy rentgeno difrakcijos vaizdas, budingas §-klostytam struk-
turiniam motyvui (pritaikyta is Maji et al. 2009).

Amiloidiniy fibriliy formavimasis aiSkinamas dviejy etapy mechanizmu: lag fazés me-
tu susidaro branduoliai, eksponentinés fazés metu ilgéja fibrilés. (Hortschansky et al.,
2005; Nielsen et al., 2001b). Branduoliy susidarymas laikomas atsitiktine, reakcijos greitj
limituojancia stadija (Fodera et al., 2008; Hortschansky et al., 2005). Pradiniy branduo-

liy susirinkimui svarbiausia yra hidrofobiné saveika (Nielsen et al., 2001a). Pirmajam

8
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aktyviajam vienetui susiformuoti reikia tam tikros baltymo koncentracijos: lag fazé ilgé-
ja mazejant baltymo koncentracijai, kol pasiekus kritine koncentracijos verte agregacija
nevyksta (Kumar and Udgaonkar, 2010). Agregatiniam centrui susiformavus prasideda
ilgéjimo stadija, kai baltymo monomero molekulés arba oligomerai jungiasi prie fibrilés
galy. Fibriliy ilgéjimas yra daug greitesnis procesas, galintis vykti salygomis, nepalankio-
mis branduoliy susidarymui, dél to amiloidy formavimosi varomoji jéga laikomas butent
fibriliy augimas (Milto et al., 2013).

Reakcijos mechanizmui aprasyti pasiulyta keletas matematiniy modeliy. Sigmoidiné
funkcija naudojama charakterizuoti dvieju etapy mechanizma, aprasyta anksciau (Nielsen
et al., 2001b), eksponentiné fazé daznai apibudinama pirmo laipsnio kinetika (Esler et al.,
1996; Naiki and Gejyo, 1999). Yra ir sudétingy modeliy, atsizvelgianciu j papildomus
vyksmus, tokius kaip antriné nukleacija (fibriliy Sakojimasis arba fragmentacija) (Jeong
et al., 2013; Knowles et al., 2009). Antrinés nukleacijos metu i egzistuojanciy filamenty
formuojasi papildomi agregatiniai centrai: fibriléms luztant susidaro daugiau aktyviy galy,
be to, fibrilés pavirsius galétu katalizuoti naujy branduoliy susidaryma (Knowles et al.,
2009).

Taciau ne visada modelis gerai koreliuoja su eksperimentiniais duomenimis. Tam, kad
aproksimacija pagal bet kurj iS modeliy gerai atitikty gautuosius rezultatus, agregacijos
procesas turi buti grieztai kontroliuojamas, kad neatsirasty modelyje neaprasyty procesy.
Vienintelis vyksmas, kuris gali buti atskirtas nuo kity, yra fibriliy ilgéjimas. Procesa
galima inicijuoti pridéjus paruosty agregatu i baltymo monomero tirpala (Dzwolak et al.,
2004). Tokioje sistemoje bendras fibriliy skaicius per visg reakcijos laikg islieka nepakites
ir lygus pridétam (Cohen et al., 2012). Reakcijos salygas ir baltymo koncentracija galima
parinkti taip, kad nevykty pirminé nukleacija. Vengiant maiSymo galima minimalizuoti
antrine nukleacija (Milto et al., 2013).

Buvo pastebéta, kad fibriliy ilgéjimas yra labai panasus j fermentine reakcija. Procesa
net bandyta analizuoti naudojant Michaelio-Menten lygtj, kai reakcijoje dalyvauja du
reagentai: fibrilés ir tirpios baltymo molekulés. Tuomet firbiliy galai atlieka fermento
aktyviojo centro vaidmenj (fibrilems ilgéjant galy skaicius lieka nepakites), o monomerai
ir oligomerai — substrato vaidmenj (Scheibel et al., 2004). Michaelio-Menten fermentinés
kinetikos modelio schema:

E+S=ZES—E+P (1)

kur E yra fermentas, S — substratas, ES — fermento-substrato kompleksas ir P — produktas.

Fibriliy ilgéjimas gali buti uzrasomas taip:
F+M=ZFM—=F (2)

kur F — fibrile, M — monomeras (negalima atmesti galimybés, kad fibrilés ilgéja prijungda-
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mos oligomerus, tac¢iau tam, kad modelis butuy kuo paprastesnis, naudojama M), o FM —
trumpa laika egzistuojantis kompleksas (nuo monomero prisijungimo prie fibrilés iki jo pa-
virtimo fibrilés dalimi). Fibriliy ilgéjimo greitis galéty buti aprasomas Michaelio-Menten

lygtimi:
UmaxM

v = T+ 0 (3)
kur M yra monomero koncentracija, vp,., — didziausias reakcijos greitis (vVmas = kioFy,
k2 — FM komplekso brendimo iki ilgesniy fibriliy reakcijos greicio konstanta ir F, — fibriliy
galy koncentracija), K — Michaelio konstanta (K, = (kyo+k_1)/ks1 , k41 — monomero
prisijungimo prie fibrilés reakcijos greic¢io konstanta ir k-1 — FM komplekso disociacijos

reakcijos greicio konstanta) (Milto et al., 2013).

1.1.2. Insulinas — modelinis baltymas

Insulinas — kasos  lasteliy gaminamas baltymas. Tai vienas i pagrindiniy hormony,
valdanciy gliukozés metabolizma. Baltyma (5,8 kDa) sudaro 2 polipeptidinés grandinés:
viena (A) susideda i$ 21 aminorugsties, kita (B) i$ 30 aminorugscéiy (1.4 pav.) (Nelson
and Cox, 2004).

A grandiné

B grandiné

|
Thr — Lys — Pro — Thr — Tyr — Phe — Phe —Gly

1.4 pav. Zmogaus insulino aminorugsciy seka. Polipeptidinés grandinés sujungtos disul-
fidiniais rysiais (pritaikyta is Hill et al. 2011).

Nors sis baltymas nesiejamas su patalogine agregacija in vivo, tac¢iau jis lengvai for-
muoja amiloidus in wvitro. Dél daugelio biocheminiy ir strukturiniy duomeny insulinas
tapo puikiu amiloidy tyrimy modeliu (Dzwolak et al., 2004).

Tirpale insulinas egzistuoja kaip skirtingy formy: monomery, dimery, tetramery, hek-
samery misinys, priklausomai nuo baltymo koncentracijos, pH, metaly jony buvimo, joni-
neés jégos ir tirpiklio (Fodera et al., 2008; Nielsen et al., 2001a,b). Fiziologiskai vyraujanti
forma — Zn** koordinuotas heksameras, kurj asocijuodami suformuoja trys dimerai, stabi-

lizuojami nuo dviejy iki keturiy Zn*" jomy. Esant pH 2-8 ir mazai baltymo koncentracijai,

10
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insulinas yra dimeras. Kai koncentracija yra didesné negu 1,5 mg/ml, insulinas yra tetra-
meras (Nielsen et al., 2001a,b). Monomeru buna 20% acto rugstyje (Fodera et al., 2008;
Nielsen et al., 2001a,b).

Manoma, kad insulino fibriliy formavimasis prasideda nuo monomerinés baltymo for-
mos: kai keli baltymo monomerai susirenka ir suformuoja branduolj — fibriliy formavimosi
pirmtaka. Tai patvirtina ir faktas, kad zeméjant pH, kai dauguma baltymo molekuliy yra
monomerai arba dimerai, didéja galimybeés susidaryti insulino fibrilems (Nielsen et al.,
2001a).

1.1.3. Priono baltymai (PrP)

Prionai (ang. proteinaceous infectious particle) — i$ baltymy sudarytos infekcineés da-
lelés, kurios sukelia mirtinas neurodegeneracines ligas (Zzmonéms — Creutzfeldt-Jakob liga
(CJD), kuru, mirtina nemiga; galvijams — jauciy spongiforminé encefalopatija; avims — sc-
rapie) vadinamas prioninémis ligomis. UZ priony hipoteze ir tyrimus 1997 metais Stanley
B. Prusiner gavo Nobelio premija.

Priono baltymai gali jgyti dvi formas: PrP® — normaliai lasteléje lokalizuotg izoforma ir
PrP%¢ — infekcine izoforma. Viena forma nuo kitos skiriasi tik konformacija, aminoriigscéiy
sastatas abiem atvejais yra vienodas. PrPC erdviné struktura sudaryta daugiausia is
a-spiraliy ir nedidelio kickio S-klosé¢iy, o PrPS¢ priegingai, turi daug S-kloséiy ir mazai a-
spiraliy (Prusiner, 1998) arba visai jy neturi (Smirnovas et al., 2011). Neseniai vandenilio-
deuterio mainy analizé kartu su masiy spektrometrija suteiké duomeny apie iS smegeny
isskirty priony struktura, patvirtinanciy hipoteze, kad a-spiraliy joje néra (Diaz-Espinoza
and Soto, 2012; Smirnovas et al., 2011). Izoformy savybés Zymiai skiriasi. PrP¢ yra
monomeriné, proteazéms jautri ir tirpi nejoninése detergentuose forma. Tuo metu PrPS
forma yra netirpi ir dalinai atspari Proteinazés K poveikiui (Cobb and Surewicz, 2009).

PrP5¢ paveikus proteazémis, nuo molekulés N galo nuskeliama ~ 67 aminorugscéiy
seka susidarant 27-30 kDa fragmentui, zinomam kaip PrP 27-30 (dél matomo monomero
dydzio Western blot tyrimo metu). Tai proteazéms atspari molekulé, sudaryta mazdaug
is 142 aminorugséiy. (Cobb and Surewicz, 2009; Colby and Prusiner, 2011; Riesner,
2003). Teigiama, jog N galinis PrP regionas néra butinas savarankiskam dauginimuisi
(Diaz-Espinoza and Soto, 2012).

Lasteliné prioninio baltymo forma (susidedanti is 253 aminorugsciy) koduojama zmo-
gaus 20 chromosomoje (Brown and Mastrianni, 2010; Mehrpour and Codogno, 2010). Bal-
tymo sintezés endoplazminiame tinkle metu atjungiama 22 aminorugsciy signaliné seka
nuo N galo, o prijungiant glikozilfosfatidilinozitolio (GPI) inkara (per kurj priono balty-
mas jungiasi prie plazminés membranos iSorinio pavirsiaus) prie C galo, nuskeliamas 23
aminorugsciy signalinis peptidas (Brown and Mastrianni, 2010). Po visy modifikacijy bal-

tymas sudarytas i$ 208 aminorugscéiy, Zymimas 23-231 (Moore et al., 2009). Vienu metu
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lasteléje galima rasti neglikozilinta, taip pat mono- ir diglikozilintg PrP¢ formas (Mehr-
pour and Codogno, 2010). Didziausia baltymo raiska yra neuronuose, taciau sirdyje,
plauciuose, inkstuose, kasoje, séklidése, baltuosiuose kraujo kuneliuose ir trombocituose
prioninio baltymo raiska taip pat uzfiksuota (Brown and Mastrianni, 2010).

Prioninio baltymo funkcija néra Zinoma. PrP® priskiriamos funkcijos: atsakingas
uz sinapsiy formavimasi ir funkcionaluma, surisa ir pateikia lasteléms varj, veikia kaip
apsauga pries oksidacinj stresa, dalyvauja lasteliy adhezijoje, susijes su lasteliy zutimi ir
islikimu (Brown and Mastrianni, 2010; Cobb and Surewicz, 2009; Mehrpour and Codogno,
2010).

Pirminis PrP¢ virtimas patologiniu PrP5¢ gali vykti spontaniskai, dél mutacijy arba
deél kontakto su prioniniu infekciniu baltymu. Infekciniam vienetui (branduoliui) susida-
rius, prasideda grandininé reakcija, kuomet per baltymo-baltymo saveika susidaro daugiau
patogeniniy prioniniy baltymy (Brown and Mastrianni, 2010). Laikoma, kad PrP%¢ yra
modelis, pagal kurj PrP¢ virsta PrP5¢. Jei infekcinéje izoformoje néra a-spiraliy, PrP kon-
versija apima viso priono baltymo strukturos persitvarkyma ir naujai pavirtes baltymas
neisaugo jokio PrP¢ struktiirinio motyvo (Diaz-Espinoza and Soto, 2012).

Rekombinantinio PrP i daugelio skirtingy rusiy branduoliy magnetinio rezonanso
(BMR) issprestos strukturos yra panasios. Visos susideda i$ triju a-spiraliy ir dvieju
trumpy antilygiagreciy S klostyty laksty (1.5 pav.) (Colby and Prusiner, 2011; Moore
et al., 2009). Posttransliaciniy modifikaciju (glikozilinimo ir GPI) trukumas yra bendras
rekombinantiniy priono baltymu bruozas (Cobb and Surewicz, 2009; Colby and Prusiner,
2011). Tac¢iau lyginant i§ smegeny gauty PrP¢ ir rekombinantiniy baltymy struktiiras,
antriné ir tretiné yra identiskos (Cobb and Surewicz, 2009; Moore et al., 2009).

1.5 pav. BMR nustatyta erdviné pelés prioninio baltymo (121-230) struktura. 3 a-
spiralés nuspalvintos rozine spalva, 2 [-klostés — geltonai. Mélyna spalva pazymeétas
disulfidinis tiltelis (PDB ID: 1AG2).

Buvo parodyta, kad priono baltymai sugeba formuoti amiloidines fibriles. Taciau
amiloidinés sankaupos néra privaloma prioniniy ligy ypatybé (Colby and Prusiner, 2011;

Legname et al., 2004). Rekombinantinio PrP amiloidinés fibrilés ir PrP5¢ turi tokiy bendry
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savybiy, kaip struktura ir dauginimosi pobudis prijungiant natyvias prioninio baltymo
molekules. Ta¢iau PrP® turi ilgesne proteazéms atsparia dalj (Cobb and Surewicz, 2009).

Rekombinantinio PrP amiloidinés fibrilés susidaro salygomis, kurios destabilizuoja
ir/arba dalinai iSvynioja natyvy PrP, t. y. esant nedideliam denaturanto kiekiui arba
lengvai rugstiniame pH. Taciau fibrilés, suformuotos esant 2 M GuHCI, yra geriausiai
charakterizuotos (Cobb et al., 2014).

1.1.4. Baltyminis infektyvumas

Zmogus gali susirgti viena i3 trijy spongiforminiy encefalopatijy riigiy. Pirmiausia
spontanine, labiausiai paplitusi rusis, kurios pavyzdys yra CJD. Toliau paveldimos ligos,
kurios susijusios su mutacijomis priono baltymo gene ir galiausiai — jgytos ligos, kurios
atsiranda uzkréstai medziagai patekus j organizma. Kuru (pirma karta liga uzregistruota
1954 metais Naujojoje Gvinéjoje: sirgo kanibalizmg praktikuojantys zmonés, o tai léme
ligos plitima (Diaz-Espinoza and Soto, 2012)) ir variaciné CJD (angl. variant Creutzfeldt-
Jakob disease) (liga siejama su galviju spongiformine encefalopatija, uzkrétimas vyksta
per krauja) yra tipiniai jgyty prioniniy ligy pavyzdziai (Moore et al., 2009).

Nors dauguma prioniniy ligy yra savaiminés, butent jy infektyvumas sukélé didelj
mokslininky susidoméjimag (Cobb and Surewicz, 2009). Baltymy infektyvumo hipoteze
patvirtino in wvitro i§ rekombinantinio priono baltymo gauta infektyvumu pasizyminti PrP
konformacija (Cobb et al., 2014; Colby and Prusiner, 2011; Diaz-Espinoza and Soto,
2012; Wang et al., 2010). PrP5¢ formavimuisi buvo biitinas ne tik rekombinantinis PrP,
bet ir sintetiniai lipidai bei is pelés kepeny iSgryninta RNR. Kofaktoriy vaidmuo priony
replikacijoje néra iki galo zinomas (Diaz-Espinoza and Soto, 2012; Wang et al., 2010).
Manoma, kad potencialus infektyvumas budingas ne tik prionams. Kiti amiloidogeniniai
baltymy agregatai gali daugintis tokiu paciu budu (Brundin et al., 2010; Kraus et al., 2013;
Moore et al., 2009). Eksperimentiskai parodytas kai kuriy, su baltymu agregacija susijusiy
ligy, uzkrétimo mechanizmas PrP pagrindu (Diaz-Espinoza and Soto, 2012; Kraus et al.,

2013).

1.2. Fibriliy formavimasis in vivo ir in vitro

Amiloidiniy fibriliy susidarymas priklauso nuo skirtingy veiksniy, tokiy kaip amino-
rugscéiy sastatas ir ju seka, peptido ilgis, baltymo koncentracija ir aplinkos salygy: tempe-
raturos, maisymo, pH, joninés jégos (Harrison et al., 2007) séklos buvimo ir apdorojimo

ultragarsu.
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1.2.1. Aminorugsciy seka

Daugelis eksperimentiniy duomeny rodo, kad aminorugséiy seka arba joje jvyje pa-
keitimai atsakingi uz agregacijos pradziag. Mutagenezés tyrimai atskleide, kad yra amino-
rugsciy liekany, kurios valdo agregacija. Atrastos netgi specifinés baltymy arba peptidy
sritys, kurios linkusios agreguotis. Mokslininkai Siuos regionus apibudina kaip agregaci-
jai jautrius arba linkusius agreguotis (angl. aggregation-prone, aggregation-susceptible).
Sie atradimai leidzia nuspéti amiloidogeninius baltymus remiantis jy pirmine struktiira
(Harrison et al., 2007).

Pirmasis motyvas, vienareiksmiskai vadinamas amiloidogeniniu — tai poliglutamino
seka. Hantingtono liga yra geriausiai zinoma tarp kity susirgimy, susijusiy su padidéjusiu
CAG trinukleotidy skai¢iumi (CAG koduoja glutaming). ISsivyséius ligai, hantingtino
baltymo N gale galima identifikuoti skirtingo ilgio poliglutamino sekas. Manoma, kad
jvairios poliaminorugsciy sekos yra linkusios agreguotis (Harrison et al.; 2007).

Aminorugsciy Soniniy grandiniy hidrofobiskumas — tai taip pat svarbus aspektas, ku-
riuo remiamasi spéjant, ar baltymas linkes agreguotis, ar ne. Yra jrodymy, kad balty-
muy sekos evoliucionavo tokia kryptimi, kad buty iSvengta hidrofobiniy klasteriy (Chiti
and Dobson, 2006). Dauguma zinomy amiloidogeniniy baltymy turi hidrofobine sritj
(pvz.: a-sinukleino 71-82 aminorugstys, S-amiloido 17-21 aminorugstys). Vykstant mu-
tacijoms baltymuy agregacijai jautriose srityse, kuriy metu hifrofilinés aminorugstys kei-
¢iamos hidrofobinémis, susidaro ,lipnus regionai”, kurie asocijuodami sukelia agregacija
(Harrison et al., 2007).

1.2.2. Jvairiy veiksniy jtaka amiloidiniy fibriliy susidarymui

Bandymai su insulinu rodo, jog didéjant baltymo koncentracijai ir joninei jégai lag fazé
trumpéja, o fibrilés ilgéja greiciau. Insulino agregacijai palankus veiksniai yra: maisymas,
zemas pH (Nielsen et al., 2001b).

Amiloidiniy fibriliy formavimasi galima pagreitinti j reakcijos misinj pridéjus susifor-
mavusiy agregaty (toliau séklos) (1.6 pav.). Imanoma netgi parinkti tokia séklos kon-
centracija, kad lag fazé visiskai isnykty. Séklos pridéjimas sutrumpina laika, reikalingg

branduoliui susidaryti (Ecroyd and Carver, 2008). Tokia agregacija vadinama inicijuota.
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1.6 pav. Zalia kreive vaizduoja fibriliy formavimasi dviem etapais. Kai formuojamas
branduolys pasiekia kritinj dydj, prasideda fibrilés ilgéjimas. Oranziné kreivé vaizuoja lag
fazés panaikinima pridéjus seklos (pritaikyta is Brundin et al. 2010).

Pastebéta, kad séklos apdorojimas ultragarsu padidina fibriliy galy skaiciy, prie ku-
riy galéty jungtis baltymo monomero molekulés, o taip pat homogenizuoja suagregavusj
baltyma (Chatani et al., 2009).

1.2.3. Amiloidiniy fibriliy ilgéjimo termodinamika

Norint tirti energetinius barjerus, kurie skiria tirpius baltymus nuo fibriliniy jy formuy,
pirmiausia reikia istirti temperaturos jtaka fibriliy ilgéjimo grei¢iui. Mokslininky grupé
is Kembridzo isnagrinéjo fibriliy ilgéjimo entalpijas tirdama nemazai baltymy ir peptidy.
Paaiskéjo, kad tirpaus baltymo virtimo j fibrilizuota forma energijos barjeras priklauso
nuo tretinés strukturos buvimo. Jai esant aktyvacijos entalpija aminorugséiy liekanai
yra didesné. Sia hipoteze patvirtina eksperimentai su zmogaus lizocimu: disulfidinio
rySio redukcija sumazina aktyvacijos entalpija (daugiau nei 50%). Reikia pazyméti, kad
baltymas praranda tretine struktura, kai disulfidinis tiltelis yra suardomas (Buell et al.,
2012).

1.3. Tioflavino T fluorescencija

Siais laikais amiloidines fibriles jmanoma tirti skirtingais metodais, tokiais kaip tyrimas
rentgeno spinduliy difrakcija (pasikartojanciam S-klostytam motyvui analizuoti), cirkulia-
rinis dichroizmas (CD) ir Furjé transformacijos infraraudonoji spektroskopija (naudojami
amiloidy S-klosciy kiekiui nustatyti), transmisiné elektroniné mikroskopija, atominés jé-
gos mikroskopija (fibriliy morfologijai nustatyti) bei tyrimas panaudojant fibriliy savybe
prisijungti specifinius dazus: Kongo raudonajj ir Tioflaving T (ThT) (Chiti and Dobson,
2006; Maji et al., 2009). Pastarasis tyrimo metodas apzvelgiamas detaliau.

Benzotiazolo dazg Tioflaving T kaip fluorescencine zyme diagnozuojant amiloidines
fibriles ex wvivo ir in vitro pirma karta paminéjo Vassar ir Culling 1959 metais (1.7 pav.)
(Biancalana and Koide, 2010; Khurana et al., 2005).
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1.7 pav. Kairéje puséje pateikta ThT cheminé struktura. Molekule sudaro hidrofobiné
dalis su dimetilamino grupe, kuri prijungta prie fenilo grupés. Si dalis sujungta su labiau
poline benzotiazolo grupe su dviem poliniais atomais: N ir S (Khurana et al., 2005).
Desinéje parodytas ThT fluorescencijos padidéjimas, jam susijungus su amiloidinémis
fibrilemis (pritaikyta i$ Biancalana and Koide 2010).

Junginio tirpumas ir vidutinis giminingumas fibriléms suteikia privalumy, kurie panau-
dojami daugelyje eksperimenty (Biancalana and Koide, 2010). Prie fibriliy besijungiancio
dazo fluorescencijos padidéjimas dazniausiai naudojamas kinetiniams amiloidy tyrimams.

Skirtingy amiloidiniy baltymy ir peptidy suformuoty fibriliy pagrinda sudaro antriné
B klostyta struktura, prie kurios ir jungiasi ThT (Biancalana and Koide, 2010). Vienas is
mechanizmy, aiskinanc¢iy ThT sgveika su amiloidinémis fibilémis, apraso, jog jungimasis
vyksta aminorugsciy Soniniy grupiy, issidésciusiy lygiagreciai fibrilés asiai, suformuoty
grioveliy viduje (1.8 pav.). Laisvoje molekuléje, su maza fluorescencijos kvantine iseiga,
kampas tarp benzotiazolo ir benzeno ziedo gali padidéti nuo 37° iki 90°. Butent mo-
lekuléje vykstancio sukimosi apie C-C rysj slopinimas islaiko suzadintg busena, kurios
fluorescencija zymiai padidéja (Hudson et al., 2009). Kadangi jungimasis tarp dazo ir
amiloidiniy fibriliy yra stechiometrinis ir prisotinamas, po reakcijos gautas fluorescencijos
intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas susidariusiy fibriliy kiekiui (Naiki and Gejyo,
1999).

— == =

—O0=—0—
<<O0—0—

1.8 pav. ThT sgveikos su amiloidinémis fibrilémis modelis. ThT Zymi abipusé rodyklé,
[ juostas — vienpuses rodyklés, o aminorugsciu Sonines grupes — apskritimai (pritaikyta
is Biancalana and Koide 2010).

Neseniai literaturoje atsirado nauja ThT su amiloidais saveikos hipotezé. Eksperimen-
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tinius duomenis derindami su teoriniais skaic¢iavimais, mokslininkai suformulavo teiginj,

kad dazo fluorescencijos pokytj lemia eksimero formavimasis (1.9 pav.). ThT molekuliy
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1.9 pav. Manoma, kad ThT molekulés, formuojancios eksimerus, orientuotos tarpusavyje
taip, kad sudaro 120° kampa (pritaikyta is Sabate et al. 2013).

suformuoty dimery giminingumas amilodinéms fibrilems yra 70 karty didesnis. Dimerai
taip pat skatina fluorescencijos padidéjima. Remiantis sujungty osciliatoriy teorija, dvie-
ju ar daugiau chromofory artima saveika sukuria nauja molekule (eksimera), kuri jgauna

naujy savybiy: nauja energija ir intensyvuma (Sabate et al., 2013).
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

« Carl Roth: GuHCI (99,7%);
o Fisher Scientific: NaCl, H;PO,, Na,HPO,, NaH,PO,, NaOH, HCI, uranilacetatas;
o Sigma-Aldrich: rekombinantinis Zmogaus insulinas, ThT;

o tMoPrP89-230 gamintas Vilniaus Universiteto Biotechnologijos Institute. Plazmi-

dés gautos is prof. W. Surewicz laboratorijos, Case Western Reserve Universitetas,
Klyvlendas, JAV.

2.2. Metodai

2.2.1. Fluorescencijos matavimas

ThT fluorescencijos priklausomybé nuo laiko buvo stebima naudojant realaus laiko
PGR aparata ,Qiagen Rotor-Gene Q (2.1 pav.). Suzadinimo bangos ilgis 470 nm, o
emisija — 510 nm. Techninés specifikacijos suteiké galimybe prietaisa naudoti ne pagal
paskirti, o butent agregacijos tyrimams. Eksperimento metu j rotoriy patalpinti 36 me-
gintuveéliai sukasi 400 aps./min greiciu. Toks greitis reakcijos miSiniui neleidzia garuoti ir
palaiko jj mégintuveéliy apacioje, kur ir matuojama fluorescencija. Sviesos diodas 4704 10
nm bangos ilgio Sviesa apsviecia misinj ir detektorius matuoja 510 + 5 nm bangos ilgio

sviesa (Qiagen ziuréta 2014 03 03). Viso proceso metu palaikoma pastovi temperatura.

(\ Reakcijos q Aptikimo filtrai

kamera

Rueepp s W LEEE L Emisija
ey %‘_|_ 510 m

. | | . Detektorius

Mégintuvéliai &
9 Sviesos
Saltinis

Suzadinimas
470 nm

I

2.1 pav. ,Qiagen Rotor-Gene Q“ skersinis pjuvis. Irenginys detektuoja visus 36 mégin-
tuvelius per 150 ms.
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2.2.2. Séklos gaminimas

Kiekvieno baltymo fibrilés buvo gaminamos skirtingomis salygomis.

Insulino amiloidinés fibrilés buvo gaminamos tirpinant 5 mg/ml insulina 100 mM pH
2 fosfatiniame buferyje (PB) ir inkubuojant MHR, 23 termomikseryje 24 valandas esant
60°C temperaturai ir 300 aps./min.

Pelés priono baltymo amiloidinés fibrilés buvo paruostos inkubuojant 0,5 mg/ml bal-
tymo tirpala, pagamintag 50 mM pH 6 PB su 2 M GuHCI. Inkubacija buvo vykdoma IKA
KS 4000i purtykléje 37°C temperaturoje purtant 220 aps./min greiciu 3 dienas.

Norint homogenizuoti suagregavusius baltymus ir padidinti fibriliy galy skaiciy, sékla
buvo apdorojama Bandelin Sonoplus 3100 ultragarsiniu homogenizatoriumi ledo voneléje
10 min, kas 30 s darant 30 s pertrauka, esant 20% amplitudei rMoPrP89-230 amiloidinéms
fibrilems (naudojant MS 72 antgalj), 50% — insulino (naudojant MS 73 antgalj).

2.2.3. Sékla inicijuota insulino agregacija

I svieziai paruosta 5 mg/ml insulino monomero tirpala (100 mM pH 2 PB su/be 100
mM NaCl) su 50 pM ThT buvo dedama 10% S$vieziai homogenizuotos séklos. Gauti
reakcijos tirpalai iSpilstomi i 36 mégintuvelius (200 pl talpos), po 20 pL i kiekviena, ir
stebima fluorescencija pastovioje 37°C temperaturoje. Kiekvienam atskirai pagamintam
insulino fibriliy mégintuvéliui (5) matavimai pakartoti po 18 kartu.

Kaip papildomas budas kinetiniams parametrams K, ir v,,4, nustatyti Lineweaver—Burk
koordinatése, buvo paruostos 4 skirtingos insulino koncentracijos 100 mM pH 2 PB su 50
pM ThT: 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml. [ insulino monomero tirpalus,
paruostus eksperimento atlikimo dieng, buvo dedama 10% §vieziai ultragarsu suardytos
seklos ir stebima fluorescencija pastovioje 37°C temperaturoje. Eksperimentai pakartoti

5 kartus, kiekviena karta naudojant atskirai paruosta séklos mégintuvel;.

2.2.4. Priono baltymo fibriliy ilgéjimo kinetikos tyrimai

Buvo ruosiami 0,5 mg/ml rMoPrP89-230 monomero tirpalai 50 mM pH 6 PB su 50
pM ThT ir 5 skirtingomis GuHCI koncentracijomis: 0,5 M, 1 M, 1,5 M, 2 M, 25 M. [ 5
skirtingus tirpalus pridedama po 5% $vieziai ultragarsu suardytos séklos ir stebima ilgéji-
mo kinetika skirtingose temperaturose (40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C) matuojant
ThT fluorescencija. Kiekvienoje temperaturoje bandymai pakartoti po 18 karty.

2.2.5. Meéginiy paruosimas elektroninei mikroskopijai

Norint pademonstruoti, jog tikrai susidaro fibriliniai agregatai, 3 pl 20 karty su dejo-

nizuotu vandeniu praskiesto méginio buvo uznesami ant anglimi dengty vario tinkleliy ir
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30 s dazomi 3 pl 2% uranilacetatu. Insulino ir rMoPrP89-230 agregaty vaizdai buvo gauti
naudojant FEI Morgagni 268 elektroninj mikroskopa.

2.2.6. Baltymo denaturacijos tyrimai

Pelés priono baltymo denaturacija buvo tirta naudojant Jasco J-815 cirkuliarinio di-
chroizmo spektrometra. Matavimai buvo atliekami su 2 mm storio kvarcine kiuvete.
Eksperimento eigoje temperatura buvo keliama kas 2,5°C, 1°C per minute grei¢iu. Eks-
perimentai buvo atliekami su 0,05 mg/ml baltymo koncentracija 50 mM pH 6 PB ir
jvairiais GuHCI kiekiais. Kiekvienai temperaturai 10 CD spektry prie 221-223 nm Sviesos
buvo vidurkinami.

Stebimi eksperimentiniy duomeny vienetai buvo perskaiciuojami j molinio eliptiskumo
vienetus:

0 = (4)

¢ia [f] yra apskai¢iuoti molinio eliptiSkumo vienetai (°cm?/dmol, angl. deg-cm?/dmol),

05 — stebimi CD vienetai (mililaipsniais, angl. millidegrees), M — baltymo moliné masé
(g/mol), ¢ — baltymo koncentracija (mg/ml), [ — kiuvetés ilgis (cm), n — baltyma suda-

ranciy aminorugsciy skaicius.

2.2.7. PrP fibriliy stabilumo tyrimai

0,5 mg/ml priono baltymo fibriliy méginys centrifuguojamas 20 min 16000 x g naudo-
jant Technico Maxi mikrocentrifugg. Atskyrus fibriles nuo buferio, kuriame jos susidare,
supernatantas pasalinamas, o fibrilés suspenduojamos 50 mM PB (pH 6) su 0,5 M GuHCL.
Norint homogenizuoti gauta misinj, fibrilés buvo apdorojamos ultragarsiniu homogeniza-
toriumi ledo voneléje 10 min (30 s/30 s ultragarsinimo/poilsio ciklai ir 20% amplitudé)
naudojant MS 72 antgalj. 1 turis paruosto pavyzdzio buvo maisomas su 4 turiais bufe-
rio su skirtinga GuHCI koncentracija, kad gautume eile méginiy su galutine denaturanto
koncentracija nuo 0,5 M iki 6,25 M. Gauti méginiai buvo valandg inkubuojami 25°C arba
60°C temperaturoje. Toliau kiekvienas iS méginiy buvo maisomas su 50 ptM ThT tirpalu
santykiu 1:20. Tiriamy bandiniy ThT fluorescencija buvo matuojama 480 nm bangos ilgio
sviesoje (suzadinimo bangos ilgis 440 nm). Tyrimai buvo atliekami su 1 cm storio kvar-
cine kiuvete naudojant Varian Cary Eclipse fluorescencijos spektrofotometra. Bandymai

pakartoti 12 karty 25°C temperaturoje ir 8 kartus 60°C temperatiiroje.

2.2.8. Duomeny apdorojimas

Gautos fluorescencijos kreivés buvo normalizuojamos kiekviena taska dalinant is di-

dziausios intensyvumo reikSmes kreivéje.
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Reakcijos su rMoPrP89-230 greiciai buvo nustatyti panaudojant tiesine aproksimacija
tarp 0,4 ir 0,6 intensyvumo nuo kreivés maksimumo (2.2 pav.). 6 pakartojimy standar-

tinés paklaidos buvo skaic¢iuojamos naudojant Stjudento t-skirstinj su 0,95 patikimumo

lygmeniu.
1,0
0,8 -
> 06
[
X
©
E
= 04 -
O  eksperimentiniai duomenys
tiesineé aproksimacija
024 N
0,0 T T T T T 1
0 200 400 600

Laikas, min

2.2 pav. 0,5 mg/ml priono baltymo tirpalas 50 mM pH6 PB su 2 M GuHCI. Bandymas
atliktas 50°C temperaturoje su 5% seklos.

Fibriliy ilgéjimo aktyvacijos energijos buvo apskaiciuotos naudojant Arrhenius koor-
dinatése isdéstytus reakciju grei¢ius (reakcijos greic¢io konstanta tiesiskai priklauso nuo

temperaturos). Aktyvacijos energija galima gauti is lygties:
E,=—-zR (5)

kur x — tiesés nuolinkio koeficientas, E, — reakcijos aktyvacijos energija ir R — universalioji
dujy konstanta.

Duomenys, gauti tiriant PrP fibriliy stabiluma, buvo aproksimuojami naudojant dviejy
buseny depolimerizacijos modelj (angl. a two state depolymerization model). Pusiausvyros
konstanta K, kai kiekviena baltymo molekulé egzistuoja arba monomero arba fibrilés
busenoje, iSreiskiama:

1=

h= fi )

kur f yra fibriliy dalis. Jei depolimerizacijos laisvoji energija AGy tiesiskai priklauso nuo

denaturanto koncentracijos

AGy = AG,0 + m[D) (7)

tai naudojantis sarysiu su pusiausvyros konstanta

AGy = —RTInK (8)
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imanoma gauti fibriliy dalies priklausomybe nuo GuHCI koncentracijos

1
Ir= e~ (AGH0+m[D])/(RT) 4 1 9)

Pakartoty eksperimenty standartinés paklaidos buvo skai¢iuojamos naudojant Stjudento
t-skirstinj su 0,95 patikimumo lygmeniu (Milto et al., 2014).

Insulino kinetinés kreivés apdorotos darant prielaida, jog ThT fluorescencijos kreiveés
atspindi fibriliy masés pokytj per tam tikra laika. Lygtis, pagal kuria buvo aproksimuoti

matavimo duomenys, yra:

Umaz(Mb - E) i
Ky + (Mb — E)

Fi.,=F+ (10)
kur F; yra fibrilizuoto baltymo koncentracija laike ¢, F;,; — fibrilizuoto baltymo koncent-
racija laike t + 4, 1 — iteracijos laiko intervalas ir M, — bendra baltymo koncentracija.

4 konstantos (Vmae, Kar, Fo, My) gali buti suskai¢iuotos panaudojant maziausiy kvad-
raty metoda. Modelio panaudojimas pateikia konstanty israiskas sutartiniuose vienetuo-
se. Kadangi M, yra zinoma (5 mg/ml), kitos konstantos gali buti suskai¢iuotos panaudo-
jant proporcija.

Papildomai K ir v, reikSmés bandytos nustatyti kitu metodu — pritaikant Line-
weaver—Burk koordinates. Taip gaunama linijiné 1/v priklausomybé nuo 1/c. Abscisiy
asyje tiesé susikerta taske, atitinkanc¢iame -1/K};, o ordinaciy asyje — taske 1/vp,4z-

Visi gauti duomenys apdoroti naudojant Origin 8 programing jranga.
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3. Eksperimenty rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Michaelio-Menten modelio pritaikymas amiloidiniy fibriliy
ilgéjimui aprasyti
3.1.1. Ultragarsinio dezintegratoriaus panaudojimas eksperimentuose su in-

sulinu

Darbo pradzioje ThT fluorescencijos matavimo metodu buvo istirta ultragarso jtaka
eksperimentams su rekombinantinio zmogaus insulino sékla. Gauti rezultatai pateikti 3.1
paveiksle. Gautos insulino ThT fluorescencijos kreivés byloja, kad séklos apdorojimas
ultragarsu turi didelj poveikj fibriliy ilgéjimo greiciui. Pirmiausiai matyti, kad tokiomis
salygomis néra spontaninés agregacijos. Tai jrodo eksperimentas, kai j baltymo mono-
mero tirpala nebuvo pridéta fibriliy (3.1 pav. A grafiko roziné kreivé). Gauti duomenys
aiskiai parodo, kad naudojant ultragarsu nesuardytas fibriles kaip sékla, agregacija vyks-
ta léciau. Ardymo ultragarsu laikas taip pat svarbus reakcijos greiciui, taciau kiekvienos
papildomos 30 s yra maziau efektyvios, galbut dél to, kad trumpesnés fibrilés yra me-
chaniskai stabilesnés. Tolimesniems eksperimentams su insulinu nuspresta naudoti po 10

trisdesimties sekundziy cikly.

A
1,0 H
0.8+ O be séklos
O ultragarsu neardyta sékla s
: o
> 06 O 1x30s
- 2x30 s v
x -
g 0 4x30's E
< 04+ O 6x30s i
/f
8x30 s :
© 10x30 s 5 A
0,2 478 A
A

1Y
(o

T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

<
o
<l

Laikas, min

3.1 pav. Ultragarso jtaka sékla inicijuotai fibrilizacijai pateikta A grafike. Pries paruos-
ty insulino fibriliy panaudojima kaip sékla buvo naudojami skirtingi 30 s pulsy kiekiai
fibriléms fragmentuoti. Fibriliy ilgéjimo kinetika stebima matuojant ThT fluorescencija
37°C temperaturoje. Desinéje pateiktos elektroniniu mikroskopu gautos nuotraukos: in-
sulino fibrilés pries (B) ir po (C) desimties 30 s trukmes ultragarsinimo pulsy. Mastelis
pazymetas baltu bruksneliu.
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3.1.2. Insulino fibriliy ilgéjimo kinetiniai tyrimai

Eksperimentiniy duomeny aproksimacijai pagal Michaelio-Menten modelj patikrinti
sekla inicijuota insulino agregacija buvo taip pat stebima matuojant ThT fluorescencijg.
Pirmiausia buvo padaryta daug pakartojimy su atskirai paruostais seékly meégintuvéliais.
Yra zinoma, kad NaCl buvimas turi jtakos amiloidy kinetikai (Nielsen et al., 2001b). Tam,
kad papildomai patikrintume, ar siulomas modelis atitinka eksperimentinius duomenis,
buvo leidziama daug pakartojimy su sékla, i monomero tirpala pridéjus 100 mM NaCl.
Normalizavus pirmines ThT fluorescencijos kreives, joms buvo pritaikyta (10) lygtis. 3.2
paveiksle esantys grafikai rodo, kad Michaelio-Menten modelis gerai atitinka gautasias
kreives. Nors eksperimentinés kreivés su NaCl buvo blogesnés kokybeés (kai ThT fluores-
cencija jau nebekito, buvo matyti eksperimentiniy tasky zeméjimas), gauta pakankamai
geros kokybés aproksimacija. Koreliacijos stiprumg parodo tasky koreguotas determina-
cijos koeficientas R?>0,996. Palyginimui modelio ir eksperimentiniy tasky be druskos
R?>0,999. I§ gauty duomeny matyti, kad druskos buvimas paspartina procesy. A grafi-
ke pavaizduoty pakartojimy rezultatai rodo, kad duomeny issibarstymas yra minimalus.

Reikia pazymeéti, kad grafike vaizduojami rezultatai naudojant vieng séklos mégintuvélj.

0,8 0,8

> i > i
s 08 © be NaCl s 08 o beNaCl
é é aproksimacija
S 04 Osu100mMNaCl =, | ©  su 100 mM NaCl
aproksimacija
0,2 0,2 4
0,0 —¥FFF 0,0 -—
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Laikas, min Laikas, min

3.2 pav. A grafike pateiktos vieno bandymo visos 36 kreivés: 18 pakartojimy be NaCl ir
18 pakartojimy su 100 mM NaCl. B grafike pavaizduotos abiejy atveju — be ir su druska
kreivés ir jy aproksimacija pagal Michaelio-Menten modelj.

Abiem atvejais — kai insulino monomero baltymo molekulés istirpintos 100 mM fos-
fatiniame buferyje pH 2 ir tame paciame buferyje su 100 mM NaCl — 5 bandymy K, ir
Umaz Vertés pateiktos 3.1 lenteléje. Nors kiekvieno bandymo pakartojimy kreivéms nepri-
klausomai buvo pritaikytas Michaelio-Menten modelis, ¢ia pateikiami bandymy vidurkiy

rezultatai.
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3.1 lentelé. Gautos K ir 0,4, reikSmeés

be NaCl su 100 mM NaCl
bandymas Ky [1M] Umag [BM/min] Ky [pM] vy, [tM/min)
1 327,19 + 4,83 21,99 + 0,22 97,12 +4.63 19,96 4+ 0,34
2 256,90 + 13,55 11,54 + 0,23 58,39 £+ 1,65 12,97 + 0,19
3 246204+ 722  15714+024  58,09+4,44  14,71+0,14
4 432,09 £ 21,98 20,50 £ 0,65 182,93 +£8,55 20,27 + 0,49
5 242 87 + 6,05 15,38 £ 0,18 71,41 £2,18 16,08 £+ 0,29

vidurkis 301,05 4+100,49  17,02£5,24 93,59 £65,07 16,80 4,00

® Lenteléje pateikty duomeny standartines paklaidos buvo skaiciuojamos naudojant
Stjudento t-skirstinj su 0,95 patikimumo lygmeniu.

Reikia atkreipti démesj, kad skai¢iavimuose buvo naudojama moliné insulino koncent-
racija (5 mg/ml atitinka 860,88 pM). Lyginant visus 5 bandymus su atskirai paruosta
sekla, matyti v,,., verciy issibarstymas. Tai galima paaiskinti nevienody galy skaic¢iumi
seklos mégintuveliuose kiekvieno atskiro bandymo metu. Nors apdorojimas ultragarsu
padeda homogenizuoti séklos tirpala, fibriliy ilgiai ir kiekiai gali skirtis. Be to, po ardymo
fibrilés linkusios artéti viena prie kitos (3.1 pav.), o tai gali buti papildomas veiksnys,
lemiantis skirtumus tarp pakartojimy. K, verciy barstymasi paaiskinti daug sunkiau.
Rezultatai demonstruoja, kad druskos buvimas tirpale neturi jtakos v, lyginant su grei-
¢iais, kai buferyje druskos nebuvo. Tai reiskia, kad joniné jéga visiskai neveikia FM
komplekso virtimo j ilgesnes fibriles grei¢io. Tirpale esant 100 mM NaCl, pusiausvyra
pastumta FM kompekso formavimosi kryptimi. Apie tai byloja ~ 3 kartus sumazéjusi
Ky Zemame pH insulinas egzistuoja kaip teigiamai jkrautos molekulés. Tokia biisena
néra palanki sgveikai monomeras-fibrilé. Didinant jonine jéga mazinama kruvio jtaka ir
monomero-fibrilés asociacijos daznis padidéja.

Norint papildomai nustatyti K ir v, reikSmes, toks pat séklos kiekis buvo jdétas j 4
skirtingas insulino monomero koncentracijas. Bandymo metu gauti taskai buvo pazymeéti
Lineweaver-Burk koordinatése (3.3 pav.), per juos nubraizyta tiesé, kertanti koordinaciy
asis. IS tiesés susikirtimo su X ir Y asimis viety atitinkamai apskaic¢iuojamos Kp; ir v,,q.
reikimeés. Siuo metodu gauti kinetiniai parametrai yra labai panasiis j parametrus, gautus

aproksimuojant kreives pagal Michaelio-Menten modelj.
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3.3 pav. Fibriliy ilgéjimo greicio priklausomybé nuo insulino koncentracijos Linewe-
aver-Burk koordinatése. R*=0,992. Eksperimento metu gauti taskai paZymeéti mélyna,
spalva, tiesiné tasky aproksimacija — raudona spalva.

3.2. Aplinkos veiksniy jtaka priono fibriliy ilgéjimui

3.2.1. Ultragarsinio dezintegratoriaus panaudojimas eksperimentuose su pe-

lés priono baltymu

Darbo pradzioje tMoPrP89-230 fibriliy buvimas buvo jrodytas padarius nuotrauka

elektroniniu mikroskopu (3.4 pav.).

1o, D

£L8 : >, 2 —
3.4 pav. Pelés priono baltymo suformuoty fibriliy TEM vaizdas. Baltas bruksnelis zymi
mastelj.

Toliau ThT fluorescencijos matavimo metodu, kaip ir insulino atveju (3.1.1), buvo
istirta ultragarso jtaka eksperimentams su sekla (3.5 pav.). Insulino amiloidinéms fibri-
léms ardyti naudotus parametrus bandyta optimizuoti ir priono baltymy fibriléems ardyti.
Nustatyta, jog priony fibriléms suardyti reikia maziau energijos nei insulino fibriléems
(energijos kiekis perduodamas priony fibriléms per cikla ~ 0,36 kJ, o insulino fibrilems ~
0,56 kJ).
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3.5 pav. rMoPrP89-230 fibriliy ilgéjimo kinetikos priklausomybé nuo apdorojimo ultra-
garsu laiko. Eksperimentas atliktas 37°C temperaturoje 50 mM pH 6 PB su 2 M GuHCI.
Buvo pridéta 5% séklos.

Is 3.5 grafike pateikty duomeny aiskiai matyti, kad j baltymo monomero tirpalg ne-
pridéjus fibriliy agregacija nestebima. Tai rodo, kad, kaip ir insulino atveju, tokiomis
salygomis spontaniné agregacija nevyksta. Suskaldytos fibrilés padidina reakcijos greitj,
lyginant su ultragarsu neapdorotomis fibrilemis. Agregacijos greitis siek tiek priklauso
nuo ardymo laiko, tac¢iau didinant cikly skaiciy priklausomybé mazéja. Ilgas (10 min)
ultragarsinimas yra pats efektyviausias, o trumpos fibrilés yra geriausia sékla. Visiems
tolimesniems tyrimams su rMoPrP89-230 nuspresta naudoti 10 min ultragarsinima (30
s/30 s ultragarsinimo/poilsio ciklai). Ultragarsu apdoroti fibriliniai agregatai esant saly-
goms, kuriomis nestebimi antrinés nukleacijos procesai, suteiké galimybe stebeéti ir tirti

fibriliy ilgéjimo faze.

3.2.2. Temperaturos ir denaturanto koncentracijos jtaka fibriliy ilgéjimo ki-

netikai

Aplinkos veiksniy (temperaturos, denaturanto koncentracijos) poveikj fibriliy ilgéji-
mui iStirti agregacijos kinetika buvo stebima skirtingose temperatiurose su 5 skirtingomis
GuHCI koncentracijomis. 3.6 paveikslélyje pateikti gauti rezultatai. Didinant temperatu-
ra, reakcija visais atvejais pagreitéja. Greic¢io priklausomybé nuo GuHCI koncentracijos
yra sudétingesné. 65°C ir 60°C temperaturose grei¢iai mazeja tirpale esant 1 M, 0,5 M,
1,6 M, 2 M, 2,5 M GuHCI atitinkamai. 55°C ir 50°C temperaturose grei¢io mazéjimo
tvarka esant skirtingai denaturanto koncentracijai pasikeic¢ia: 1 M, 1,5 M, 0,5 M, 2 M,
2,5 M GuHCI atitinkamai. Esant 45°C temperaturai greiciy issidéstymas atrodo taip: 1,5
M, 1M, 2M, 0,5 M, 2,5 M GuHCI. Zemiausioje temperatiiroje (40°C) reakcijos greiciai
mazeéja tokia tvarka: 1,5 M, 2 M, 1 M, 0,5 M, 2,5 M GuHCI. Nagrinéjant grafikus matyti,

kad GuHCI koncentracija turi jtakos fibriliy ilgéjimo energetiniam barjerui.
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3.6 pav. rMoPrP89-230 agregacijos kinetika skirtingose temperaturose su skirtingomis
GuHCI koncentracijomis: 0,5 M (A grafikas), 1 M (B grafikas), 1,5 M (C grafikas), 2 M
(D grafikas), 2,5 M (E grafikas). Bandymai atlikti 50 mM pH 6 PB su 5% séklos.

Procesy aktyvacijos energijai rasti is eksperimentiniy duomeny gauti reakcijy greiciai
skirtingose temperaturose esant skirtingai GuHCI koncentracijai atidedami Arrhenius ko-
ordinatése. Salia parodytos rMoPrP89-230 denatiiracijos kreivés, gautos i§ CD spektry

atitinkamose GuHCI koncentracijose (3.7 pav.).
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3.7 pav. Reakciju grei¢iy Arrhenius koordinatése (mélyni apskritimai) palyginimas su
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denaturacijos kreivémis (juodi apskritimai): 0,5 M (A grafikas), 1 M (B grafikas), 1,5 M
(C grafikas), 2 M (D grafikas), 2,5 M (E grafikas) GuHCIl. Raudona kreivé zymi tiesine
reakcijy greiciy aproksimacija.

Kai GuHCI koncentracija méginiuose buvo maziausia, t. y. 0,5 M (A grafikas), reakci-

jos greiciai nuo 40°C iki 60°C tiesiskai priklauso nuo temperaturos. Baltymo denaturacijos

kreive Siuo atveju rodo, kad 40°C-60°C temperaturos intervale daugiau negu pusé baltymo

yra natyvioje busenoje. Didéjant temperaturai, dauguma baltymo yra islankstytos for-
mos, deél to néra tiesinés priklausomybeés. Esant 1 M GuHCI (B grafikas), rMoPrP89-230
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pradeda issilanksyti Zemesnéje temperatiroje, lyginant su A grafiku. Siuo atveju tiesiné
greicio priklausomybé nuo temperaturos yra nuo 40°C iki 55°C. Méginiuose esant 1,5 M
GuHCl, didzioji baltymo dalis yra praradusi erdvine struktirg 50°C-65°C temperaturos
intervale ir butent Siose temperaturose matoma tiesiné greic¢iy priklausomybeé (C grafi-
kas). D grafike tiese pavyko gauti i$ 5 temperaturos tasky. E grafike, kai denaturanto
koncentracija didziausia (2,5 M), baltymas yra visiskai iSsivyniojes. Visi gauti reakcijos
greiciai tiesiskai priklauso nuo tirty temperatury.

Remiantis Siais duomenimis pavyko apskaiciuoti aktyvacijos energijas dviem skirtin-
giems procesams: fibriliy ilgéjimui prijungiant natyvias baltymo molekules ir fibrilizacijai
panaudojant erdvine struktura praradusj baltyma. Pirma procesa apraso 3.7 paveikslélio
A ir B grafikai, o antrajj — C, D ir E grafikai. E, buvo apskaiciuotos pagal 5 lygti. Rezul-
tatai pateikiami 3.2 lenteléje. Apibendrinant galima teigti, jog fibriliy ilgéjimo prijungiant
natyvias PrP molekules energijos barjeras yra daug didesnis (~ 170 kJ/mol), lyginant su

reakcija, kai fibrilés ilgéja prijungdamos issivyniojusio baltymo molekules (~ 50 kJ/mol).

3.2 lentelé. Apskaiciuotos aktyvacijos energijos (E,)
GuHCL, M E,, kJ/mol 3.7 paveikslélio grafikas (A-E)

0,5 165,8 & 10,0 A
1 1775 &+ 3,3 B
15 C
2 D
2,5 E

E, reikalingos fibriliy ilgéjimui prijungiant natyvias PrP molekules, arba
nestrukturizuota baltyma pazymeétos atitinkamai tamsiai raudona ir spalvomis.

Buvo iSmatuotas fibriliy stabilumas skirtingose temperaturose ir esant skirtingoms
denaturanto koncentracijoms (3.8 pav.). Lyginant abiejose temperaturose atliktus ban-
dymus, 25°C temperaturoje (A grafikas) fibrilés yra stabilesnés. Tac¢iau net ir 60°C tem-
peraturoje (B grafikas) fibrilems esant iki 2 M GuHCI aplinkoje, jos islieka pakankamai
stabilios (esant 2 M GuHCI, ThT fluorescencija sumazéja maziau nei 4%). Kadangi prio-
ny fibriliy ilgéjimas buvo stebimas esant 2,5 M GuHCI, stabilumas Sioje denaturanto
koncentracijoje irgi svarbus. IS grafiky matyti, kad esant siai GuHCI koncentracijai, 25°C
temperaturoje ThT fluorescencija sumazéja ~ 5%, o 60°C temperaturoje ~ 11%. Reigkia,
grei¢io matavimo paklaidos aukstoje temperaturoje galéty buti iki 11% didesnés, bet tai

neturi jtakos iSvadoms.
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3.8 pav. rMoPrP89-230 amiloidiniy fibriliy stabilumy palyginimas, esant skirtingai tem-
peraturai: A — 25°C, B — 60°C. Eksperimentinius taskus vaizduoja juodi rutuliukai, o

dviejy buseny depolimerizacijos modelj — Zalia kreiveé.
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4.

ISvados

. Istyrus fibriliy ilgéjimo kinetikos priklausomybe nuo ultragarsinio apdorojimo lai-

ko nustatyta, kad reakcijos greitis priklauso nuo ardymo laiko, taciau kiekvienas

papildomas ardymo ciklas Sig priklausomybe mazina.

. Parodyta, kad Michaelio-Menten modelis, pagal kurj aproksimuoti eksperimentiniai

duomenys (kai reakcijos metu nevyksta pirminé ir antriné nukleacija), puikiai tinka

insulino fibriliy ilgéjimui aprasyti.

. Pavyko atskirti ir apskaic¢iuoti dviejy procesy aktyvacijos energijas. Priono balty-

mo fibrilés gali ilgéti prijungdamos strukturizuotg arba islankstyta PrP monomera.
Pastarosios reakcijos aktyvacijos energija yra daug mazesné, lyginant su energija,

reikalinga prijungti natyvias PrP molekules.

. Is fibriliy stabilumo tyrimy nustatyta, kad amiloidinés fibrilés yra stabilios, kai

tirpale yra iki 2,5 M GuHCI. Temperatura fibriliy stabilumui jtakos beveik neturi.
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TERMODINAMIKA

SANTRAUKA

Amiloidy sankaupos siejamos su daugeliu neurodegeneraciniy ligy. Tokiy agre-
gaty susidarymo pagrindas yra amiloidiniy fibriliy ilgéjimas.

Siame darbe buvo tiriamas dviejy baltymy: rekombinantinio Zzmogaus insulino
ir rekombinantinio pelés priono baltymo amiloidiniy fibriliy ilgéjimas. Sékla inicijuotos
agregacijos kinetika buvo stebima matuojant Thioflavino T fluorescencijg. Baltymo de-
naturacija buvo tirta naudojant cirkuliarinj dichroizma.

Buvo parodyta, kad gautiems insulino fibriliy ilgéjimo eksperimentiniams duome-
nims aprasyti gali buti pritaikytas Michaelio-Menten fermenty kinetikos modelis. Priono
baltymo fibriliy ilgéjimo tyrimy metu skirtingose temperaturose su skirtinga denaturan-
to koncentracija pastebeéta, kad fibriles gali ilgéti prijungdamos tiek issivyniojusio, tiek

strukturizuoto PrP monomero molekules.
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BACHELOR THESIS

KINETICS AND THERMODYNAMICS OF AMYLOID-LIKE

FIBRIL ELONGATION

SUMMARY

Amyloid deposition is an event characteristic for a range of fatal neurodegenera-
tive disorders. The main driving force of formation of such deposits is fibril elongation.

In this work the amyloid-like fibril elongation of two proteins (recombinant human
insulin and recombinant murine prion protein) was studied. Seeded fibrillation kinetics at
quiescent condition was followed using Thioflavin T fluorescence assay. Circular dichroism
was used to monitor thermal denaturation curves.

It was demonstrated that obtained experimental data of insulin fibril elongation
could be described by Michaelis-Menten enzyme kinetics. The study of prion fibril elon-
gation at a range of temperature and different denaturant concentrations revealed that

fibril growth could occur by unfolded and folded PrP monomers addition.

VILNIUS, 2014
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