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Santrumpos

GUuHCI — Guanidino hidrochloridas

PrP — Priono baltymas (angl. Prion Protein)

PrPS¢ — Priono baltymo skrepi forma (angl. scrapie)
PrP°® — Priono baltymo lgsteliné forma (angl. cellular)

PMCA — Neteisingo baltymy susilankstymo cikliné amplifikacija (angl. Protein Misfolding Cyclic
Amplification)

MOoPIP — Pelés priono baltymas (angl. Mouse Prion Protein)
ePrP — elnio Priono baltymas (angl. elk)

HUPrP — Zmogaus Priono baltymas (angl. Human)

XIPrP — naguotosios varlés Priono baltymas (lot. Xenopus Laevis)
tPrP — vézlio Priono baltymas (angl. turtle)

bvPrP — rudojo peléno Priono baltymas (angl. bank vole)



IVADAS

Baltymo gebéjimas iSlaikyti natyvig struktiirg yra kertinis akmuo jo biologinio aktyvumo
ilgaamziSkumui. Neteisingai sulankstytos baltymo struktiiros bei ty baltymy agregacija yra
tiesiogiai ar netiesiogiai susije¢ su deSimtimis Zinduoliy ligy. Ligy atveju, baltymy agregatai
dazniausiai yra sudaryti i§ vieno tam tikro baltymo ir charakterizuojami kaip ploni ir pailgos
formos, todé¢l dar vadinami amiloidinémis fibrilémis. Geriausiai, nors ne iki galo, iStirtos Su
neteisingu baltymy susilankstymu susijusios ligos yra salygotos smegeny audinio degeneracijos:
Alzheimerio (susij¢ baltymai APis0, Api-42, priono baltymas), Parkinsono (a-sinukleinas),
Huntingtono (huntingtinas) sindromai bei prioninés ligos (priono baltymas). (Gillam et al., 2013,
Younan et al., 2013) Amiloidiniy fibriliy struktiira pasizymi itin dideliu  klos¢iy kiekiu, kurios
tarpusavyje stabilizuotos vandeniliniais rySiais peptidingje grandinéje. Dé¢l Sios priezasties
daugelis baltymy, tarpusavyje neturintys homologiniy ar struktiiros panasumy, tam tikromis

salygomis gali formuoti amiloidinius oligomerus.

Prionai pasizymi unikalia savybe dauginti save, Siame procese nedalyvaujant nukleortigstims. Liga
plinta besidauginant save replikuojanciai patogeninei organizme randamo baltymo izoformai PrP>
(Prion Protein *¢ — scrapie, pagal aviy ligg tuo paciu pavadinimu) kei¢iant nepatogening to paties
baltymo izoforma PrP® (¢ — cellular, lasteliné) j save. PrP®¢ izoformos kiekis kaupiasi centrinéje
nervy sistemoje ir, su laiku, pasiekus patogening baltymo koncentracija, i8sivysto prioniné liga.
Ligos progresavimo metu susiformuojancios amiloidinés struktiiros pasizymi agregacija,
sumazéjusiu tirpumu, B-juosty konformacija ir atsparumu proteazéms. Egzistuojantys vidu- ir
tarprii§iniai barjerai prioninéms ligoms néra iki galo istirti, taciau Zzinoma, kad pirmingés strukttiros

panasumas turi lemiamg jtaka uzkrato stiprumui (Telling, 2011).

Baltymy agregacija taip pat turi neigiamg poveikj gaminant, gryninant, saugant bei naudojant

baltymus bei jy produktus farmacijoje bei maisto pramonéje. (Gillam et al., 2013)

D¢l amiloidiniy fibriliy sgsajos su jvairiomis ligomis, dazniausiai jos yra tiriamos siekiant

nuslopinti ar sumazinti baltymy agregacija, taip tikintis sulétinti patologijos eiga.



Darbo tikslas — Istirti pilno ilgio rekombinantinio pelés priono baltymo agregacijos kinetika.

Darbo uzdaviniai:

1. Paruosti infekcinémis savybémis baltymams pasizyminéig séklg(-as) i$ pilno

ilgio pelés prioninio baltymo;

2. Istirti pilno ilgio pelés priono baltymo séklos(-y) indukuotos baltymy agregacijos
Kinetika;

3. Istirti pilno ilgio pelés priono baltymo séklos(-y) galimybe jveikti tarpriiSinj
barjera.



1. Literatiiros apZvalga

1.1. Priony tyrimuy istorija

Priono baltymas ir jo plitimas yra pirmasis literatiiroje apraSytas baltymy dauginimasis be
nukleortigd¢iy dalyvavimo. (Prusiner, 1982) Baltymy dauginimasis procese nedalyvaujant
nukleortig§tims priestarauja iki tol vyravusiai dogmai, jog genetiné informacija yra perduodama i
DNR i RNR ir tada baltymui, taciau niekad i§ baltymo j baltyma, kaip vyksta priony ligose.
Geriausias $io proceso pagrindimas yra galimybé in vitro sukurti peptidus nenaudojant DNR ar
RNR, kurie pasizymi infektyvumu bei patogeniniy zymiy pasireiskimu in vivo. (Benetti et al.,
2010)

Priono idéja bei sgvoka pasitlyta 1982 metais Stanley B. Prusiner (JAV), kuris buvo apdovanotas
Nobelio premija 1997 uz tyrimus Sioje srityje.
Po pirminiy zmonéms budingy kuru ir Creutzfeldt-Jakob ligy perdavimo bezdzionéms, pradéta
ieSkoti létai veikinanc¢iy virusy, sukelianéiy analogiska ligg scrapie avyse bei ozkose. Tiriant
scrapie uzkréstus Ziurkénus atrasti baltymo Zzymenys, taCiau nebuvo iSskirta virusiniy
nukleortig§¢iy Zymeny. Prusiner pasitlé priono terming apibidinti infekcinémis savybémis
pasizymincius baltymus, sukelianéius scrapie ir Creutzfeldt-Jakob ligas. Netrukus pavyko iSskirti
27 - 30 kDa baltyma, kuris pasizyméjo scrapie infektyvumu. Sacharozés gradiento
ultracentrifugavimo metu i$ scrapie uzkrésty Ziurkény smegeny iSskirtos dvi frakcijos, lengvoji -
mazy 27 - 30 kDa baltymo daleliy (oligomery) ir sunkioji - dideliy, pailgy struktiiry amiloidiniy
fibriliy, sudaryty i8 to paties baltymo.

Pradedant 1985 metais neurodegeneracinémis ligomis serganciy pacienty smegenys po mirties
buvo tiriamos, siekiant identifikuoti ploksteliy, raizginiy ir tarplasteliniy kineliy struktiira bei
kompozicijg. Atrasta, jog visi baltymai, sudarantys Siuos darinius, tam tikromis salygomis
agreguoja ] amiloidines fibriles. Alzheimerio ligos atveju, amilodinése fibrilése aptiktas A
peptidas, kuris yra mazesné dalis pilno amiloidinio pirmtako baltymo (APP). Neurofibriliniai
raizginiai daugumoje neurodegeneraciniy ligy pasiZyméjo t baltymo gausa. Mutacijos tuose
paciuose baltymuose ar jy metabolizme aptiktos ir tiriant paveldimas neurodegeneracines ligas.

Siy mutantiniy geny ekspresija transgeninése pelése atspindéjo daugelj Zzmogaus ligos aspekty. Tai



leido spéti, jog tokiose ligose kaip Alzheimerio ar Parkinsono sindromai gali dalyvauti prioninémis

savybémis pasizymintys baltymai.

Negana to, kol kas néra sukurta metodika pagaminti infektyvy PrP in vitro, pasizymintj visomis
natyvaus PrPS¢ savybémis, kas galutinai patvirtinty baltyminés infekcijos modelj (Legname et al.,
2004, Raymond et al., 2012).

1.2. Prionai ir su jais susijusios ligos

Prionai — baltymai, gebantys jgyti alternatyvias stabilias konformacijas, kurios gali veikti kaip
katalizatorius tolimesnei kity baltymy molekuliy konversijai. Baltymy transformacija i prioning
formg dazniausiai susijusi su B klosCiy struktiry formavimusi ir agregacija j oligomerus bei

amiloidines fibriles.

1.2.1. Priono koncepcija

Prionai yra infektyvis, save replikuojantys baltymai, sukeliantys neurodegeneracines ligas, taip
pat zinomas kaip spongiforminés encefalopatijos. Prioniniy ligy metu, PrPS¢ paveikia aplinkinius
natyvios, funkcija atliekancios formos PrP¢ baltymus, skatindamas infektyvaus konformacinio
izomero formavimasi, stipriai pakreipdamas izomerizacijos pusiausvyra j PrP>® formavimosi puse.
Sie baltymai turi i§ pradZiy susilankstyti j prionine forma ir tada, susikaupus pakankamam jy
kiekiui, prionai galéty dauginti patys save naudodami jprasty baltymy gausg. Tokiu biidu priony
dauginimasis tampa nekontroliuojamu procesu ir galiausiai yra padaroma zala centrinei nervy
sistemai. Pradinis Sios konversijos etapas, tai yra, pirmojo stabilaus PrPS¢ susiformavimas, yra

laikomas pirmuoju ir fundamentaliu jvykiu prioninés ligos vystimgsi. (Sandberg et al., 2011)

Nepaisant to, kad dauguma paveldimas neurodegeneracines ligas sukelian¢iy mutantiniy baltymy
yra ekspresuojami nuo embriogenezes, neurologiniai simptomai néra pastebimi iki organizmo
senéjimo procesy pradzios. Galima manyti, kad sené¢jimas aktyvuoja tam tikrus procesus, kurie
sudaro sglygas ligai biidingiems baltymams tapti patogeniSkais. Yra pasitlyta daug galimy
priezas¢iy paaiSkinanciy vélyva paveldimy neurodegeneraciniy ligy pasireiSkima, pvz. DNR,

lipidy bei baltymy oksidacija, autofagijos sulétéjimas, egzogeniniy toksiny kaupimasis (sunkieji



metalai, hormonai ir kt.), klaidinga Saperony veikla ir kt. Deja, néra pakankamai duomeny
patvirtinan¢iy $iuos mechanizmus. Priony oligomery formavimasis ir amiloidiniy fibriliy
kaupimasis i$ jprasty baltymy leidzia paaiskinti daugelio skirtingy neurodegeneraciniy ligy vélyva

manifestacija, individo amziy bei genetinj polinkj laikant svarbiausiais rizikos faktoriais.

Yra manoma, kad beveik visi baltymai tam tikromis salygomis gali tapti netirpiais ir suformuoti
amiloidines fibriles. (Goldschmidt et al., 2010) Visy su amiloidiniais baltymais susijusiy ligy
atvejais Sis procesas yra létas ir vyksta daugel] mety iki pirmyjy simptomy atsiradimo. Paciy
amiloidiniy fibriliy formavimasis panaSus visiems amiloidiniams baltymams, jiems sudarant
tirpius oligomerus, netirpius prefibrilinius agregatus bei protofibriles. (Dillin et al., 2011)
Nepaisant variacijos baltymo pirmingje struktiiroje, visi amiloidiniai baltymai pasizymi dideliu 3
klos¢iy kiekiu, persidengianc¢iomis hidrofobiniy grupiy sgveikomis ir to salygotu atsparumu
iprastai baltymy degradacijai. | visas $ias prioniniy baltymy savybes galima Zvelgti ir i§ pozityvios
perspektyvos — galima pasitelkti amiloidiniy fibriliy temperatirinj bei konformacinj stabiluma,

saves surinkimag ir kitas savybes kuriant specializuotos funkcijos nanomedziagas.

1.2.2. Priono baltymo biologiné funkcija

Iki Siol néra Zinoma tiksli prioninio baltymo biologiné¢ funkcija. Priono baltymo geno Prnp
abliacija pelése nesukuria i8skirtinio fenotipo, 1§ kurio buity galima spresti apie baltymo funkcija.
Taciau, nepaSalinant viso geno, o tik jvedus tasking mutacija ar delecija centriniame
hidrofobiniame baltymo regione, pelés fenotipe iSrySkéja stiprus neurotoksiSkumas bei
neurodegeneracija. (Weissmann et al., 2003) Dauguma paveldimy prioniniy ligy formy pasizymi
mutantinio priono baltymo raiska, kas leidZia manyti, jog nuokrypis nuo natyvios baltymo formos
néra gerai toleruojamas ir padidina neteisingo priono baltymo sulankstymo tikimybe. (van Rheede

et al., 2003)

Naujausi priony tyrimai natyviai PrP formai priskiria kelias funkcijas: dalyvavimg neurony signaly
tinkluose, neurogenezéje bei embriogenezéje ar net ilgalaikés atminties formavimg. (Fleisch et al.,
2013, Majumdar et al., 2012) Taip pat pasiilytos ir vidulastelinés PrP® funkcijos, tokios kaip
apsauga nuo oksidacinio streso, metaly jony transportas, neurotoksiskumas bei apsauga nuo jo.

(Bhamra, 2014) Visgi, labiausiai tikétina, kad PrP® yra pleiotropinis baltymas, turintis daug
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skirtingy, moduliuojanciy funkcijy, taciau jos atlieka tik pagalbinj vaidmenj, tai yra, néra butinos

organizmo i$gyvenimui. (Singh et al., 2015)

Zinduoliuose identifikuota daugiau nei 10 baltymy, turinéiy prionine forma, panasus skaiGius
aptiktas ir gryby karalystéje. Kai kurie prionai yra naudingi, atlickantys tam tikras Igstelines
funkcijas, tuo tarpu kitos priony formos sukelia neurodegeneracinius efektus. Amiloidinémis
savybémis pasizymintys zinduoliy baltymai atlieka konkrecias funkcijas ir nesukelia jokiy
patologiniy reiskiniy, pavyzdziui citoplazminis poliadenilinimo elementg prijungiantis baltymas
(CPEB), mitochondrinis antivirusinio signalo baltymas (MAVS), T Ilasteléms biuidingas
vidulastelinis antigenas 1 (TIA-1). Tai parodo, kad ne visi amiloidiniai baltymai yra kenksmingi.
Viena i$ jy funkcijy gali biiti neutralizuoti nedideliy nefibriliniy neteisingai sulankstyty baltymy
kompleksy neurotoksiskuma, sujungiant juos j viena grupg, taip sumazinant jy cheminj aktyvuma.

(Bolshette et al., 2014)

1.2.3. Prioniniy ligy patofiziologija

Prioninés ligos gali buiti skirstomos ] tris kategorijas pagal kilmés priezastj: sporadiskai
atsirandancios (nezinomos prieZastys), paveldimos (salygotos genetiniy faktoriy) ir jgytos

(infektyvios baltymo formos perdavimas tarp individy).

Prioninés ligos nepasireiskia iSkart susirgus, kadangi jos pasizymi ilgu inkubaciniu periodu pries
pasireiSkiant pirmiesiems klinikiniams simptomams. Ankstyvieji neurologiniai simptomai yra
plataus spektro: depresija, atminties praradimas, ataksija, epilepsija ir kt. Sie simptomai yra
skirtingi kiekvienam pacientui ir daznai mediky Yyra neteisingai priskiriami Kkitoms
neurodegeneracinéms ligoms. (Brown et al., 1979, Collinge et al., 1992) Prioninés ligos
Siuolaikiskai jvertinamos pasitelkus Klausimynus, magnetinio rezonanso, elektroencefalografijos
metodais. (Thompson et al., 2013) Nepaisant postlimiy jvertinant prioniniy ligy simptomus, iki

Siol néra galimybés iS§gydyti ar tik prislopinti ligos eiga.

Kadangi dél prioniniy ligy mirusiy pacienty smegenys panas¢ja j kemping, $i ligy grupé bendrai
vadinama spongiformine encefalopatija arba tiesiog kempinlige. ,,Skylés* smegenyse atsiranda dél

masiSkos neurony, glijos ir kity lgsteliy ztties. Smegeny audinj iStyrus imunohistochemiskai,
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i$skiriamos tankios amiloidinés plokstelés bei inkliuzijos, kuriy forma bei tipas ryskiai bidingi

prioninio pobiidzio ligai. (Flechsig et al., 2003)

Dauguma neurodegeneraciniy ligy Zmonéms pasireiskia sporadiskai, 10 - 20 % - dél paveldimy
genetiniy faktoriy. Neurodegeneraciniy ligy vélyvas pasireiSkimas tikétina yra nulemtas
stochastiniy priony formavimosi procesy. Priony kiekis turi perzengti tam tikra riba, pirmyjy
stabiliy oligomery susiformavima, po kurios jis gali didéti nesustabdomai ir sukelti patologinius

reiSkinius.

Creutzfeldt-Jakob liga, kempinligé, kuru yra geriausiai istirtos ligos i$ Sios grupés, visos jos yra
mirtinos ir neturin¢ios terapiniy priemoniy. Taip pat egzistuoja hipoteziy, kad j prionus panasis ar
net pats priono baltymas atlieka reik§mingg vaidmenj ir kitose neurodegeneracinése ligose, kaip
Alzheimerio (AP, T peptidai), Parkinsono (a-sinukleinas) sindromai (Prusiner, 2012, Soto, 2012).
Nors didzioji zmoniy prioniniy ligy dalis yra pavieniai atvejai, yra zinoma, kad tam tikrais atvejais

prionais galima uzsikrésti (Klug et al., 2013, Lang et al., 1998).

Patogeniniai Zinduoliy prionai apima prioninj baltymg (PrP), B - amiloidini peptida (AB), T
baltyma, a - sinukleing, superoksido dismutaz¢ 1 (SODI) ir kitus. Visi jie sukelia ar dalyvauja
specifinése neurodegeneracinése ligose. Zinduoliy prioniniai baltymai formuoja B kloséiy
struktiiras ir oligomerizuojasi tarpusavyje, stabilizuodami $ig struktiirg ir paspartindami tolimesng
saves dauginimo reakcijg. Priony saves dauginimo reakcijos kontrolé néra iki galo iStirta, taciau
yra kritiSkai svarbi organizmo gerbiiviui. Patogeniniy zinduoliy priony dauginimasis yra paremtas
eksponentine kinetika, tuo tarpu tikslis mechanizmai, kuriais prionai sukelia atitinkamas ligas néra

Zinomi.

1.2.4. Prioniniy ligy lasteliniai reiSkiniai

Po transkripcijos ir transliacijos susidares baltymas susilanksto ar yra sulankstomas ] natyvia,
dazniausiai treting ar ketvirting, forma, gebancia atlikti tam tikrg funkcija. Konkretaus baltymo
jgijama forma §io proceso metu yra daugiausia nulemta paties baltymo amino riig§¢iy sekos.
Transliacijos metu surinkta polipeptidiné grandiné yra veikiama dviejy pagrindiniy jégy -
hidrofobiniy sgveiky, vykstanciy tarp grandinés hidrofobiniy segmenty su dideliu hidrofobiniy

amino riig8§¢iy skai¢iumi ir hidrofiliniy sgveiky dél jkrauty ar poliniy amino riig§¢iy Soniniy
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grandiniy, kurios sgveikauja su citozolio aplinka. Yra ir daugiau sgveiky, biidingy tam tikriems
baltymams, pavyzdziui integraliniai baltymai, turintys hidrofobiniy ir/ar hidrofiliniy sgveiky su
lipidiniu dvisluoksniu. Visoms Sioms sgveikoms susidaryti tiksliai ir greitai padeda Saperony
baltymy klas¢, kurios baltymai dalyvauja beveik visy baltymy lankstyme. Kaip ir kiekvienas
biologinis procesas, baltymy lankstymas néra tobulas ir kartais baltymai yra sulankstomi
neteisingai. Tokiy nefunkcionaliy baltymy kaupimasis 1gsteléje yra reguliuojamas proteosomingés
sistemos, skaldancios Siuos bei kitus, nebereikalingus lastelei baltymus. Jei neteisingo baltymy
susilankstymo bei agregacijos greitis virSyja proteosominés sistemos veikimo greitj, baltymai gali
suformuoti nesuskaidomus vidulastelinius ar uzlgstelinius kompleksus, kuriy kaupimasis gali
nulemti lastelés apoptoze. (Eisenberg et al., 2012) Tai i§ esmés apibuidina amiloidy kaskados
hipoteze, pasitilyta 1992 apibiidinti molekulinius reiskinius, vykstancius Alzheimerio ligos metu.
(Hardy et al., 1992) Siuo metu yra zinoma, kad dauguma baltymy yra tirpis ir nors jie turi gebéjima
susilankstyti neteisingai, lastelése vyrauja homeostazé. Tai taip pat galioja ir ligoms, susijusioms
su neteisingu baltymy lankstymusi, kurios dazniausiai sglygojamos organizmo senéjimo ir su juo

neiSvengiamai susijusio baltymy agregaty kaupimosi.

Deja, vis dar néra aiSku ar patogeninés baltymo formos tiesiogiai pazeidZzia nervinio audinio
lasteles, dalyvauja sudétingesnése biocheminése sgveikose ar yra tik Salutinis prioniniy ligy
veiksnys. Pasitlyti ir dalinai iStirti variantai yra amiloidiniy fibriliy sglygotos praduriamos lasteliy
membranos, glutamato homeostazés panaikinimas, vedantis ] ekscitotoksiSkuma, endoplazminio
tinklo veiklos sutrikdymas padidinant vidulgstelinj Ca®* lygj, proteaziy slopinimas, toksisky
uzlasteliniy baltymy pagaus¢jimas, reaktyviy deguonies formy gamyba, aksoninio transporto
sutrikdymas, sinapsiniy pisleliy defekty pasireiSkimas bei glaudziyjy jungciy sunaikinimas.
(Bubeck, 2014). Taip pat jmanoma, kad butent oligomerinés patogeniniy zinduoliy prioniniy
baltymy formos yra toksiSkos supancioms lasteléms ir oligomery sujungimas ] didesnius

polimerus, pavyzdziui, amiloidines fibriles, gali biiti vienas i$ natiiraliy apsaugos mechanizmy.

Néra zinoma ar priony neurotoksiskumas yra nulemtas PrP® sumazéjimo, vedancio j pokycius
signaliniuose keliuose, ar PrPS¢ formavimosi ir plitimo. Tadiau dabartinis priony replikacijos
modelis sufleruoja, jog susiformavusios fibrilés turi isirti, kad susidaryty naujas PrPS¢ §ablonas ir

formuotysi naujos fibrilés.
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1.2.4.1. Priono baltymo degradacija in vivo

Lasteléje PrPC, kaip ir dauguma kity Igstelés pavirSiaus baltymy, yra skeliamas keliais biidais,
sukuriant naujg baltymo funkcija ar ja panaikinant. PrP® proteolizés svarbg nurodo tai, kad
lastelése ir audiniuose pilno ilgio priono baltymo yra maziau nei jo daliy sumos. (Kuczius et al.,
2007) Visais priono baltymo degradacijos atvejais, baltymo C galas lieka prijungtas prie
membranos ir gali biiti endocituojamas, tuo tarpu nukirptas baltymo N galas lieka uZzlastelinéje

erdvéje. (Haigh et al., 2016, Liang et al., 2012, Mangé et al., 2004)

» o skélimas, tarp 109 — 110 amino ragsciy, veikiant ADAM grupés proteinazéms. Tai yra
pagrindinis baltymo skélimo btidas centrinéje nervy sistemoje, generuojantis C1 ir N1
fragmentus. Si post-transtliaciné modifikacija gali biiti laikoma kaip turinti apsauging
funkecija, kadangi apsaugo nuo potencialiai zalingo B skélimo;

» P skélimas, netiksliai skeliamas tarp 74 ir 103 amino rugs¢iy, generuoja C2 ir N2
fragmentus. In vivo dalyvaujantys baltymo skélimo fermentai neZzinomi, manoma, kad gali
veikti aktyvios deguonies formos, kalpainas, katepsinas. (Dron et al., 2010) Jdomu tai, kad
B skélimas vyksta tik PrPSC ir nevyksta esant PrPC baltymo izoformai. (Altmeppen et al.,
2012) Nors manoma, kad §is skélimas sukuria nefunkcing patogening baltymo forma,
genetiné modifikacija i§jungianti [ skélimo veikimg padidina lgsteliy imlumg
oksidaciniam stresui (Watt et al., 2005);

> v skélimas, vykstantis tarp 176 ir 200 amino riigi¢iy goldzio komplekse. Sis skélimas gali
Ivykti prie§ baltymo migracijg |} plazming membrang (iSkart po transliacijos) arba jj
endocitavus. Si post-transliaciné modifikacija vyksta pakankamai retai ir kol kas yra
maziausiai istirta (Lewis et al., 2016);

» Baltymo membranos inkaro pasalinimas, skeliant netoli glikofosfatidilinozitolio inkaro.

Procese veikia pagrindinai ADAM10 metaloproteazé.

1.3. Priono baltymo struktiira

Nors didZiausia priono baltymo dalis yra neurony vidulastelingje dalyje, jis yra ekspresuojamas
visoje centringje nervy sistemoje ir ekspresijos lygis priklauso nuo CNS regiono, lastelés tipo bei

kity biocheminiy Zymeny. (Prusiner, 2013) Natyvus priono baltymas yra lokalizuotas lgstelés
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pavirsiuje, prijungtas iSorin€je lipidinio bisluoksnio dalyje, per glikofosfatidilinozitolj baltymo C
gale. Pilnas priono baltymas N gale turi signaling seka, skirtg lokalizuoti baltymg iSorinéje
membranos dalyje prijungus glikofosfatidilinozitolj. Subrendusi zinduoliy priono baltymo forma
yra gaunama nukirpus N (1 — 22 amino ragstys) ir C (231 — 254 amino riigstys) signalinius galus
ir turi 208 amino ragstis. (Puig et al., 2014) Galutiné natyvaus priono baltymo forma gali biiti
glikozilinta Asn180 bei Asn196. Fakultatyvus glikozilinimas sukuria priono baltymui biidinga
trijy juosty Zymenj analizuojant meéginius Western blot metodika, atitinkancius dvigubai,

viengubai glikozilintus ir neglikozilintus baltymus.

Tiriant infektyvaus priono baltymo konformacija, iSkyla bendros problemos, bidinga visoms su
neteisingu baltymy susilankstymu susijusioms ligoms — tirpaus vienaly€io méginio iSgavimas.
Nepaisant to, vienas sékmingiausiy struktiiriniy PrPS° tyrimy atliktas panaudojant elektrony
mikroskopa, kuris leidzia jvertinti baltymo konformacinio izomero 3D forma. (Serpa et al., 2013)
Priono baltymas pagal amino riig§¢iy sekos ypatumus bei struktiirg gali biiti suskirstytas 1 3, dalinai

persiklojan¢ius domenus (Bhamra, 2014):

e lanksty, daug glicino amino riig§¢iy turintj N galo domena (23 — 120 amino riigstys),
kuriame du jkrauti CC1 ir CC2 regionai bei penki oktapeptido pasikartojimai (OPR
regionas);

¢ hidrofobinj regiong, pasiZymintj membrang pereinancios spiralés seka (PTM) (110 — 134
amino ragstys);

e globulés formos domenas (121 — 230 amino rtgstys), kuris yra pagrindinis su kitais priony

baltymais sgveikaujantis komponentas prioninése ligose.

Amino proksimalingje baltymo dalyje (23 — 120 amino rtigstys) yra daug glicino amino rugsciy,
kurie padidina baltymo gebéjimag lankstytis Sioje dalyje. Tai patvirtina branduoliy magnetinio
rezonanso tyrimai, kurie yra itin sudétingi tiriant $ig baltymo dalj dél didelio galimy priono
baltymo konformacijy skai¢iaus. (Giachin et al., 2013) In vivo ir in vitro tyrimai parodé, kad dalis
lankstaus N domeno (23 — 88 amino riigstys) gali biiti pasalinta nuslopinant PrPS¢ formavimosi
efektyvuma. Lanksti priono baltymo dalis dalyvauja tiek vidumolekulinése, tiek tarpmolekulinése

saveikose, reikalingose formuotis PrP*¢, dalinai per oktapeptido fragmenta. (Supattapone et al.,
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2001) Priono baltymo N galas yra multifunkcinis ir, nepaisant savo lankstumo, néra atsitiktinai
susilankstes in vivo. Kadangi N galas yra tiesiogiai prijungtas prie lipidinio dvisluoksnio, tikétina,
kad lipidiné mikroaplinka stabilizuoja tam tikra apibrézta natyvia domeno struktara. (Di Natale et
al., 2010) Sio domeno delecija transgeninése pelése sukelia ataksijas ir smegenéliy pazaidas.
(Weissmann et al., 2003) Kadangi viename tyrime priono baltymo fibriliy disociacija stebéta tik
pilno ilgio baltymo agregatuose (23 — 230 amino rtgstys), o ne baltymo mutante be 23 — 90 amino
rugsciy N galo peptido, manoma, kad priono baltymo N galas gali dalyvauti kruviy sgveikoje tarp
baltymo regiony. (Qi et al., 2012)

Kaip ir amiloido pirmtako baltymo atveju, priono baltymo N-galas yra nuskeliamas, o mutacijos
aplink skélimo vieta yra siejamos su pagreitintu amiloidiniy fibriliy formavimusi. (McDonald et
al., 2014) D¢l sios priezasties, dauguma tyrimy naudoja priony baltymus su nukirptu N galu (89 —
230 amino rugstys ar trumpiau), kadangi prarandamos amino riigStys néra biitinos amiloidinéms
fibriléms formuotis. Taciau dalis N galo peptidinés grandings taip pat formuoja maziau stabilias
struktiiras oligomeruose, kas gali biiti susije su PrPC stabilumu ar PrP*¢ agregacija. (Chatterjee et
al., 2013)

PrP€ C galo regionas turi dvi p klostes, tris a spirales ir glikofosfatidilinozitolio inkara, prikabintg
prie paskutinés (230) amino rugsties. a2 ir a3 spiralés sujungtos formg ir funkcijg stabilizuojanc¢iu
disulfidiniu tilteliu per cisteino amino rugstis. (Ning et al., 2014) Manoma, kad C galo regionas
yra fundamentali PrP® konversijos dalis, procese dalyvaujant pagalbinéms sritims bei faktoriams.
Konversijos metu didZiausias konformacinis pokytis jyksta biitent C galo regione, kur a spiralés
tampa P klostémis. (Chen et al., 2013) IS trijy priono baltyme esanciy a spiraliy, stabiliausia yra
al, maziau stabili a3 ir maziausiai 02, kuri pakitus sglygoms geba greiCiausiai i$sivynioti ir

pakeisti struktiirg j B klostes. (Yamaguchi et al., 2013)

Kadangi kol kas néra nustatyta pakankamai aukstos rezoliucijos oligomerinés PrPS¢ formos
struktiira, ieSkant terapiniy priemoniy tenka remtis PrP¢ - PrPS reakcijos molekuliniu
mechanizmu. Yra pasiiilytos tvi galimybés nuslopinti ar sustabdyti ligos eiga. Abi jos remiasi
agregacijos eigai esminiy baltymo PrP® formos a spiraliy (al ir 02) stabilizavimu cheminiais
metodais (antiktinai, ligandai). (Singh et al., 2014) Tokiu budu yra potencialiai sumazinama
natyviy proteaziy apkrova, leidZiant joms sunaikinti neteisingai besilankstancius baltymus ir taip

sustabdant tolimesnj PrP%° fibriliy ilgéjima. (Singh et al., 2015)
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Egzistuoja minimalus priono baltymo segmentas, kuris gali uzkrésti kitus, pilno ilgio baltymus,
vadinamas miniprionu. (Bonetto et al., 2002) Pilno ilgio pelés priono baltymo atveju, esminé
peptidiné grandiné suformuojanti minipriong nustatyta kaip baltymo 127 — 143 amino rugsciy
peptidas. (Chatterjee et al., 2013) Nors miniprionas ir yra naudingas modelis jvairiems kinetiniams

tyrimams, jo negalima tiesiogiai lyginti su pilno ilgio PrP¢ baltymu bei jo kinetika.

1.3.1. TarpriasSinis barjeras

Priono baltymas yra evoliuciskai konservatyvus zinduoliuose. Specifiskai, labiausiai
konservatyvios yra baltymo glikozilinimo vietos, hidrofobinis regionas bei disulfidinj tiltel;
formuojancios cisteino Sonineés grupés. Tai leidzia manyti, kad Sios lokacijos yra itin svarbios
normaliai priono baltymo funkcijai palaikyti arba, kad bet kokia mutacija baltyma padaro itin
infektyviu. (van Rheede et al., 2003) Jdomu tai, kad tarprusinis barjeras vis tiek egzistuoja,

nepaisant didelio sekos homologijos lygio.

Nors manoma, kad tarpriiSinj barjerg PrP sukuria paciy baltymy seky skirtumai, barjero stiprumo
nejmanoma nustatyti priony baltymy seky palyginimu. Tiriant tarprisinj barjera biitina naudoti in
vitro ar in vivo technikas. (Castilla et al., 2008) Savaime suprantama, kad nors in vivo tyrimai
pateikia labiau realybe¢ atspindincius rezultatus, taciau be juos supanciy etiniy jsipareigojimy,
nejmanomi ir kai kuriy organizmy atsparumy prionams tyrimai, pavyzdZiui, Zmogaus. Istoriskai 1§
klinikiniy atvejy zinoma, kad galvijy smegeny encefalopatijos yra perduodamos Zmonéms ir joms

tirti privalomi in vitro tyrimai su Zmogaus priono baltymu. (Castilla et al., 2008)

Nors rekombinantinis priono baltymas néra glikozilintas bei neturi glikofosfatidilinozitolio inkaro,
jo tretiné struktiira yra identiSka natyviam, i§ organizmo smegeny iSskirtam priono baltymui.
(Moda et al., 2015) Negana to, skirtingomis sglygomis paruosti amiloidogeniniai rekombinantinio
priono baltymo méginiai geba sukurti skirtingus kamienus ir neuropatologinius Zymenis in vivo.
(Moda et al., 2015) Visa tai leidZia manyti, kad patologinés priono baltymo savybés nepriklauso
nuo jo postransliaciniy modifikacijy ir tai jgalina daugelj priono baltymo funkcijg, kinetikg bet

struktiirg aiSkinanciy tyrimy atlikti in vitro salygomis.
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1.3.2. Priony kamienai

PrP¢ susiformuoja po konformacinio PrP€ poky¢io, kurio metu susidaro daugiau B klos¢iy turinti
struktiira. (Eisenberg et al., 2012) Vienas konkretus amiloidinémis savybémis pasizymintis
baltymas gali sukurti kelis skirtingus savo erdvine konformacija besiskirian¢ius kamienus ir jie

gali biti skirstomi pagal $ias savybes (Morales et al., 2007):

Geb¢jima uzkrésti kitus baltymus, Iasteliy kultiiras;
Baltymo glikozilinimo lygj (neglikozilintas, mono- ir di- glikozilinti);

Inkubacijos laikg (uzkrétimo proceso greitj bei kinetikg);

YV V VYV V

Atsparumg proteinazei K (kai kuriy kamieny amiloidinés fibrilés visiskai atsparios

degradacijai).

Bet kuris kamienas iSlaiko savo struktiiros unikalumg uzkrésdamas kitus baltymus. D¢l Sios
priezasties, visi tam tikros prioninés ligos metu susidarg baltymy agregatai yra to paties kamieno

ir pasizymi analogiSkomis savybémis. (Mahal et al., 2007)

Pagal apibrézima, PrPS¢ yra proteinazei K atsparti baltymo forma, tagiau prioninése ligose gali
dalyvauti ir proteinazei K neatsparios oligomerinés baltymo formos, pasizymincios identiska ar
panasia j PrP®¢ struktiira. (Sajnani et al., 2012) Patogeninés oligomerinés PrP formos gali biiti
i§skiriamos tiesiogiai i§ smegeny audinio, neveikiant jo proteazémis, taip pat aptinkamos lasteliy

kultiry vidulgstelingje aplinkoje. (Singh et al., 2015)

Vienas i§ budy tirti amiloidiniy fibriliy kinetika yra naujy kamieny paieska. Panaudojant tg patj
baltyma, taCiau varijuojant kitomis sglygomis (temperatiira, denatiirantais bei jy koncentracija,
tirpikliais) galima sukurti skirtingomis savybémis (infektyvumu, kinetiniais parametrais)
pasizymin¢ius amiloidinius kamienus. Tai rodo, kad aplinkos faktoriai nulemia amiloidinio
kamieno prigimtj pirminés nukleacijos metu, tuo tarpu elongacijos metu kamienas iSlaiko savo

unikaluma. (Sneideris et al., 2015)

1.3.3. Amiloidinés fibrilés

D¢l savo dydzio, amiloidiniy fibriliy struktira daZniausiai vizualizuojama transmisinés

elektroninés mikroskopijos arba atominés jégy mikroskopijos metodais. IStyrus jvairiy baltymy
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amiloidiniy fibriliy struktiirg pastebéta, kad jos formuoja nesiSakojancias linijinés gijas,
pasizymincias jvairiu sukimo lygiu. Fibriliy diametras varijuoja tarp 2 — 20 nm, ilgis gali siekti
kelis mikronus. (Gillam et al., 2013) Keiciant aplinkos faktorius (pH, drusky bei denattiranty
koncentracijas) galima iSskirti skirtingo ilgio fibriles. Bendru atveju, trumpesnés fibrilés

(oligomerai) pasizymi didesniu toksiSkumu amiloidinése ligose. (Tycko et al., 2013)

Teoriniai skai¢iavimai rodo, kad egzistuoja 20 — 25 kcal energijos barjeras, reikalingas PrP¢ >
PrPS¢ reakcijai vykti. (Singh et al., 2017) Padidinus priony agregacijos reakcijos temperatiira
susidaro metastabilios baltymo struktiiros, kurios gali skatinti netvarkingg baltymo susilankstyma.
Metastabilios priono struktiiros stabilizuojamos daugiausia vidumolekuliniy jégy — terminaliniy
domeny sagveikos, globulinés formos, vidumolekuliniy vandeniliniy rysiy, didesnio B klosciy

skaiCiaus. (Singh et al., 2017)

Amiloidiniy fibriliy termodinaminj stabiluma lemia tai, kad jy sukurta baltymo konformacija
pasiZymi Zemiausia laisvaja energija ir yra stabilesné uz natyvigja baltymo struktiirg. (Gillam et
al., 2013) Amiloidinés fibrilés iSlaiko savo konformacinj stabilumg esant itin aukStoms stipriy
baltymy denatiiranty koncentracijoms. Priklausomai nuo kamieno, priony amiloidinés fibrilés gali

islikti stabilios esant net 7,5 M guanidino hidrochlorido koncentracijai. (Cobb et al., 2014)

1.4. Priony agregacijos Kinetika

Fibriliy formavimosi mechanizmo bei kinetikos suvokimas yra esminis norint sukurti biidus
slopinti ar sustabdyti fibriliy augima. Mazai daliai baltymy iSsilankstant ir atveriant
amiloidogeninius segmentus, kurie tarpusavyje suformuoja stabily branduolj, gali prasidéti
grandininé reakcija, kurios metu kitos dalinai i$silankséiusios baltymy molekulés yra
stabilizuojamos ir formuojamos protofibrilés. Siam procesui pasikartojant ir toliau stabilizuojant
branduolj susidaro tvarkingos struktiiros amiloidinés fibrilés. (Goldschmidt et al., 2010) Vienas
gerai iStirtas neurodegeneracinés ligos pavyzdys, kuriame dalyvauja amiloidinés fibrilés, yra
Huntingtono sindromas, kur huntingtino baltymas turi keletg poli-Glu pasikartojimy, o jy skaicius

nulemia ligos simptomy pasireiskimo amziy.
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1 pav. Amiloidiniy fibriliy formavimosi kinetika bendru atveju. Isskiriam0s uzdelsimo,

elongacijos ir reakcijos pabaigos (pusiausvyros) fazes.

Viena dazniausiai taikomy metodiky, baltymy neteisingo susilankstymo ciklinis amplifikavimas
(PMCA, protein misfolding cyclic amplification), naudoja trumpus ultragarso intervalus, skirtus
suskaldyti besiformuojantiems PrPS¢ agregatams j mazesnius amplifikacijos centrus, "séklas" (Pav.
1) (Soto et al., 2006). Vis délto, maza iSeiga, PMCA reakcijy sudétingumas esant natyviems
baltymams 1§ smegeny homogenato neleidZia daryti griezty iSvady apie infektyviy baltymy
lankstymosi mechanizma (Timmes et al., 2013).
Nepaisant to, §iuo metu yra pasitilyta nuostata keturiems etapams fibriliy formavimesi (Pav. 2)

(Meisl et al., 2014, Sneideris et al., 2015, Soto et al., 2006):

» Pirminé nukleacija — dalies reakcijos terpéje esanciy baltymo molekuliy stochastinis
spontaniSkas erdvinés struktiiros pakeitimas, sujungiant tuos baltymus tarpusavyje |
pirminius reakcijos branduolius. Sis procesas yra itin létas, galintis uztrukti nuo dieny iki
desimtmeciydél stochastinio etapo prigimties (pav. 1).;

» Elongacija — susidare nukleacijos branduoliai veikia kaip pamatai daug greitesnei reakcijai
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laiko atzvilgiu, pakeisdami ir prijungdami tirpius PrPC baltymus. I§ kelias baltymy
molekules turin¢io oligomero elongacijos metu gali susiformuoti tikstancius baltymy
turin&ios fibrilés. Sis procesas yra daug karty greitesnis uz pirming nukleacija (pav. 1). Taip
pat, elongacija greitina didesnio branduoliy skaifiaus buvimas, kas rodo, jog patys
branduoliai tam  tikru  biidu  skatina  neteisingg  baltymy  lankstymasi.
Pirminés nukleacijos etapg jmanoma praleisti ir pradéti reakcijg nuo elongacijos j sistemg
jvedant s¢kla — i§ anksto susiformavusiy amiloidiniy branduoliy (pav. 2);

» Fibriliy fragmentacija — susidariusiy fibriliy suskaldymas, sukuriant naujus branduolius ir
potencialias jungimosi vietas. D¢l $ios priezasties fibriliy ilgis yra ribotas, o tolimesné
fibriliy elongacija gali vykti grei¢iau dél antrinés nukleacijos salygoto reaktyvaus
pavir$iaus padidéjimo;

» Antrin¢ nukleacija — pagreitintas monomery jungimosi procesas, sukurtas fibriliy
pavir$iaus ploto padidéjimo. Monomerai geba jungtis ne tik fibriliy galuose, bet ir jy

viduryje.

Susiformave prioniniy baltymy branduoliai gali vykdyti veiklg ir ne natyviose salygose (Milto et
al., 2014). Dazniausiai amiloidinés fibrilés in vitro sudaromos esant gana didelei denatiiranto
koncentracijai. Tokiomis salygomis didZioji dalis natyvaus baltymo yra iSsivyniojusi ir tai
potencialiai palengvina jungimasi prie nukleacijos branduoliy. Taip pat nustatyta jvairiy prioniniy
baltymy infektyvumo priklausomybé nuo pH, reduktoriy jtakos, séklos koncentracijos,
temperatiiros, lipidy, RNR ir kity medziagy (Imamura et al., 2011, Milto et al., 2014, Sneideris et
al., 2015, Timmes et al., 2013). Bendra $iy ir kity tyrimy i$vada teigia, kad aplinka apibtdina

pirminés séklos konformacija, o toliau, net pakeitus aplinka, yra veikiama tik elongacijos kinetika.

PrPS¢ izoliacija ir tyrimas naudojant biologinius audinius, dazniausiai galvos smegeny audinj, yra
sudétinga dél paties baltymo savybiy — atsparumo proteinazei K, susidariusiy oligomery netirpumo
bei problematiSkumo, susijusio su paties audinio gavimu bei panaudojimu. D¢l §iy priezasciy,
dazniausiai tyrimuose yra naudojami sintetiniai prioniniai baltymai, uzauginti bakterijose in vitro.
Tai leidzia saugiai ir lengvai tirti jvairias patogenines Prnp geno mutacijas bei amiloidinés
reakcijos ypatybes. PrP baltymo agregacijos kinetika in vitro yra stipriai nulemta reakcijos

eksperimentiniy saglygy — pH, laiko, denattranty bei baltymo koncentracijos, temperatiiros, PrP
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2 pav. Amiloidiniy fibriliy agregacijos kinetikos pokytis praleidus pirminés nukleacijos etapq,

reakcijq pradedant su is anksto suformuota sékla

disulfidinio tiltelio stabilumo, oksidanty, buferinio tirpalo kompozicijos, baltymo ilgio ir kity

faktoriy. (Kim et al., 2014, Milto et al., 2014, Singh et al., 2015)

D¢l didelés fibriliy formavimuisi jtaka daranciy salygy jvairovés yra svarbu palaikyti pastovias
aplinkos salygas tiriant PrP agregacija, siekiant iSvengti heterogeniSkumo fibriliy dydyje bei
konformacijoje. Nepaisant to, skirtingomis salygomis uzauginti PrP%° oligomerai pasizymi

citotoksisSkumu. (Singh et al., 2015)

Tioflavino-T prijungima apibtidinancios kinetinés kreivés daznai geriausiai apibiidinamos kaip
sigmoidinés kreivés, kurios amplitudé (susijungimo ] fibriles laipsnis) didéja dél gauséjanciy P
klos¢iy kiekio bei greitéjancios monomerinés priono baltymo formos agregacijos. Kai kurios
priony agregacija apiblidinanéios kreivés pasizymi varijuojancios trukmés uzdelsimo faze
(Twdelsimo (S)), po kurios seka greita akumuliacija j fibriles (rmax (s%)). Baigiantis baltymo

monomerui reakcijos aplinkoje, reakcijos greitis slopsta ir pasiekiama galutiné pusiausvyra tarp
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amiloidiniy fibriliy ir natyvaus baltymo kiekio. Toks sigmoidinis kinetinis profilis buidingas

daugeliui fibriliniy procesy in vitro. (Gillam et al., 2013)

Baltymy kinetiniai mechanizmai yra itin jautris aplinkos sglygoms. Néra jmanoma in vitro pilnai
atkurti mikroaplinkos salygy, baltymo patiriamy in vivo. Baltymy bei jy oligomery sgveika su
pavirsiais, unikaliais in vitro salygoms, gali pakeisti reakcijos kinetika bei mechanizmg. Nors
antriniai procesai dominuoja tiriant amiloidiniy fibriliy formavimasi in vitro, pirminé nukleacija,
suformuojanti séklg tolimesnei reakcijos eigai, gali biiti svarbiausias zingsnis norint uzkirsti kelig

prioninéms ligoms (Gillam et al., 2013)

Nukleacijos procesai yra stochastiskos prigimties, todél mazéjant monomerinés formos baltymo
koncentracijai, kartu mazéja ir tyrimo atsikartojamumas, net iSlaikant kitas reakcijos salygas

identiSkomis. (Sneideris et al., 2015)

Kol kas néra sukurto matematinio modelio, puikiai ir be i§im¢iy aprasancio amiloidiniy fibriliy
formavimosi kinetikg. Tai gali biiti tiek dél matematinio modelio netobulumo, tiek dél
eksperimentiniy duomeny netikslumo, kada yra neatsizvelgiama | agregacijoje vykstancius
procesus. D¢l Siy priezasCiy, norint tiksliai atlikti kinetinius matavimus yra rekomenduotina
grieztai kontroliuoti reakcijos sglygas, norint uztikrinti Salutiniy procesy nebuvima. (Milto et al.,

2013)

Ivertinant amiloidinés reakcijos greit] bei ribing fluorescencijos verte, atsitiktiniai ir mazai
kontroliuojami jvykiai amiloidiniy sékly paruo$imo metu yra svarbesni nei jvykiai matuojant

elongacijos procesa. (Milto et al., 2013)
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Reagentai
» Visi baltymai, jskaitant MoPrP (23 — 230) pagaminti ir iSgryninti i§ E. Coli VU
Gyvybés Moksly centre;
» Guanidino chloridas (GUHCI) (>99,7 %) (Carl Roth GmbH);
» Tioflavinas-T (Fisher Scientific)

» NaH2PO; ir kitos medziagos buferinio tirpalo ruosimui (Fisher Scientific);

2.1.1. Naudota aparatira
» Bandelin Sonopuls 3100 Ultragarsinimo homogenizatorius su MS 72 antgaliu
(Bandelin);
> Rotor-Gene Q PGR platforma (QIAGEN);

» Cary Eclipse Fluorescencijos spektrofotometras (Agilent Technologies).

2.2. Metodai

» Priono sékly ruoSimas

Pilno ilgio pelés priono baltymo méginiai paruosti esant skirtingoms 0,5 M, 2 M ir 4 M
guanidino chlorido koncenctracijoms 1 mL 50 mM fosfatiniame buferyje. Visy méginiy baltymo
koncentracija buvo 0,5 mg/mL. Sutrumpintos formos pelés priono baltymo (89 — 230 amino
ragstys) agregacijos metu, trumpiausia uzdelsimo fazé registruota pH = 6. (Colby et al., 2009) Dél
nedideliy struktiiriniy skirtumy tarp baltymy bei jy funkcionalumo, Siame darbe apra§ytam tyrimui
taip pat pasirinkta eksperimentus atlikti esant Siai pH verteli.
Kiekvienos guanidino chlorido koncentracijos ruos$iniai padalinti j dvi grupes siekiant sukurti
skirtingas spontanines fibrilizacijos salygas — purtymo ir maiSymo.
Maisyti méginiai patalpinti j sukamojo tipo inkubatoriy, kuriame jie buvo sukti ir maiSyti aplink
horizontalig meégintuvelio as] 8 apsisukimy per minute greiciu.
Purtyti méginiai patalpinti j purtomojo tipo inkubatoriy, kuriame jie buvo purtyti ir maiSyti aplink

vertikalig meégintuvélio as] 220 apsisukimy per minute greiciu.
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Fibriliy agregacijos procesas jvertintas paimant 10 puL kiekvieno méginio (trumpam sustabdant

inkubacijg) ir atskiedziant jj 90 uL 50 uM tioflavino T tirpalu.

Vienas dazniausiai naudojamy spektroskopiniy metody tiriant amiloidines fibriles yra tioflavino T
prijungimo analizé. (Kumar et al., 2017) Tioflavinas T, dél Siuo metu iki galo gerai nezinomy
priezasCiy, specifiSkai jungiasi prie fibrilinés baltymy formos, tuo paciu padidindamas savo
fluorescencijos intensyvuma. Fluoresencijos suzadinimas standartiSkai laikomas 440 nm bangos
ilgiu, fluoscencija — apie 485 nm. Dél savo specifiSkumo jungiantis tik prie agregaty, tioflavinas T

puikiai tinka jvairiy fibriliy formavimosi kinetiniams tyrimams. (Kumar et al., 2017)

Sio méginio fluorescencija tirta fluorescencijos spektrometru, suzadinant 440 nm bangos ilgiu ir
registruojant 465 — 500 nm intervale; smailé registruota apie 485 nm. Tiek maiSyti, tiek purtyti
méginiai inkubuoti 37 °C temperatiiroje kol nenustatyta, kad fibriliy agregacija nebevyksta, tai

yra, nedidéja fluorescencijos intensyvumas per 24 valandas.

» Séklos méginio veikimas ultragarsu
Pries atliekant kinetinius amiloidiniy baltymy tyrimus, pradiné sé¢kla daznai yra veikia ultragarsu.
Tokiu biidu nepakeifiant bendro baltymo kiekio amiloidinés fibrilés yra dalinai suardomos j
trumpesnius fragmentus, kurie pagreitina tolimesnés elongacijos reakcijos eigg i reakcijg pridéjus
monomerinés baltymo formos. Veikimas ultragarsu taip pat sukuria homogeniskesnius prioniniy

baltymy oligomerus, kas potencialiai padidina tyrimy atsikartojamumg. (Milto et al., 2013)

Paruosta sékla skiedZiama 10 (uZkrec¢iant pelés priono baltymo 23 — 230 monomera) arba 2,5
(uzkreciant kitus baltymus) karty iki 1 mL tirpalo tiirio, i§laikant s¢klai natyviag guanidino chlorido
koncentracijg. Tuomet, séklos ruosinys veikiamas ultragarso pulsais 10 karty po 30 sekundziy su
30 sekundziy pertraukomis naudojant Bandelin Sonopuls homogenizatoriy su MS 72 antgaliu,
esant 20 % homogenizavimo amplifikavimui. Bendra sistemai suteikta energija ~4.216 kJ.
Ultragarsinimo metu meéginys laikytas lede, 0 °C temperatiiroje, siekiant i§vengti ultragarsinimo

sukelto temperatiiros pakilimo.

» Sékly uzkrétimo tyrimas
Homogenizuotos ultragarsu séklos gebéjimas uzkrésti monomering pelés priono baltymo forma

tirtas 20 uL tariuose, 60 °C temperatiroje, esant 0.5 mg/mL bendrai baltymo koncentracijai.
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Méginys buvo patalpinamas j PGR jrenginj, kuris buvo naudojamas vienu metu ir kaip
inkubatorius, ir kaip reakcijos eigos matavimo jrenginys. Méginys buvo pasildomas vieng minute
inkubatoriaus viduje, viso tyrimo metu centrifuguojamas. Reakcijos eiga tirta matuojant méginio
fluorescencijg pagal tioflaving T, kurio koncentracija buvo 0,15 mM. Priklausomai nuo tyrimo,
amiloidinei agregacijai leista vykti 15 h arba 65 h.

Méginyje buvo procentaliai nuo monomero kiekio jdéta homogenizuotos séklos, kurios santykinis
procentalus kiekis buvo varijuojamas nuo 2 % iki 0.00625 %. Negana to, tyrimuose buvo kei¢iama
guanidino hidrochlorido koncentracija, reakcijos temperatiira.

Kiekvienam méginiui atlikti 3 — 4 pakartojimai. Kadangi amiloidiniy fibriliy formavimosi kinetika
yra stochastinis procesas, registruotas kiekvieno méginio fluorescencijos intensyvumas kartais
skyresi iki 3 karty. Nepaisant to, kinetiné kreive, kartu su susijusiu pusamziu nekito per visus
pakartojimus, kas rodo, kad méginiai nesiskiria, todél rezultatuose pateikiami aritmetiniai kreiviy

vidurkiai.

» KryZminis séjimas
Tiriant pilno ilgio pelés priono baltymo amiloidinés séklos gebéjima infekuoti kitus priono
baltymus, buvo atliekamos identiSkos procediiros kaip apraSyta s¢kly uzkrétimo tyrime auksciau.
Metodiniai skirtumai buvo: pastovi santykiné séklos koncentracija, 2 %, visi tyrimai atlikti 15 h

laikotarpyje esant 60 °C temperatiirai.

2.2.1. Duomeny analizé
» Rotor-Gene Q programiné jranga (Agilent Technologies) preliminariai rezultaty
analizei;
» Excel (Microsoft) duomeny apdorojimui;

» Origin 8.0 (OriginLab) duomeny atvaizdavimui, paveiksléliy karimui.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Priono baltymo séklos auginimas
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3 pav. Priono baltymo amiloidiniy fibriliy auginimas

Siekiant iSvengti 1lgos uZdelsimo fazés ir padaryti tyrimo eigg efektyvesne, nuspresta uZauginti
amiloidogenine sékla i§ pilno ilgio pelés priono baltymo. Sio proceso metodika aprasyta
metodinéje skiltyje. Rezultatai (pav. 3) parodo, kad jau po savaités inkubacijos periodo yra
matomas nusistovéjimas intensyvumo amplitudéje. Tai reiSkia, kad yra pasiekta pusiausvyriné
busena (pav. 1), kada oligomery susidarymo ir skilimo greiiai yra lygis.
Idomu tai, kad beveik visi skirtingomis sglygomis paruosti méginiai po 7 dieny i$sidésté daugmaz
tame paciame fluorescencijos intensyvumo lygmenyje, nepaisant daug greitesnio agregavimo jau
antrg dieng. (pav. 3). Itin iSsiskiria 0,5 M ir 2 M guanidino hidrochlorido turé¢j¢ purtyti méginiai,

lyginant juos su atitinkamos denatiiranto koncentracijos suktais méginiais, kuriy elongacijos
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procesas iSsrySkéja véliau, po 3 — 4 dieny. Tai leidzia manyti, kad skirtingais btidais ir saglygomis
susiformavusios amiloidinés fibrilés pasizymi skirtinga kinetika, taciau ne afiniSkumu, kadangi 6
— 7 dienos metu po reakcijos pradzios pusiausvyra yra pasiekta daugmaz tame paciame taSke.
Galima daryti prielaida, kad svarbi yra ne denattiranto koncentracija, i§vyniojanti monomerines
baltymo formas, bet pacios s¢klos konformacija ir prigimtis, kadangi greita (po 2 dieny) agregacija
stebéta tiek esant vidutinei, tiek Zemai denatiiranto koncentracijoms. Aukstos, 4 M, denatiiranto
koncentracijos purtytas méginys buvo panaSesnis savo agregacijos grei¢iu i sukty méginiy, nes
tokia guanidino hidrochlorido koncentracija galimai destabilizuoja baltymy tarpusavio sgveikos

domenus.

Esantis ~20 % fluorescencijos intensyvumo veréiy skirtumas bei paciy kreiviy tolygumo
nebuvimas toleruotinas dél stochastiniy procesy jtakos, tokiy kaip skirtingas fibriliy kiekis paimtas
fluorescencijos méginiui, fibriliy nusédimas nat mégintuvelio sieneliy inkubacijos ar
fluorescencijos matavimo metu. Taip pat verta pastebéti, atrodyty, nesustojamg 0.5 M purtytos
séklos skatinamg fibrilizacija, taciau tai gali biiti salygota ty paciy stochastiniy procesy — vienas
didelis amiloidiniy fibriliy kompleksas gali stipriai pakelti bendrg méginio fluorescencijos

intensyvuma.

Po 7 dieny inkubacijos periodo kai kuriy méginiy mégintuveliy dugnuose galima buvo vizualiai
pastebéti balkSvas amorfines nuosédas, kurios intensyviai papurtytos iStirpdavo, o nestipriai
centrifuguotos nenusésdavo. Dél Sios priezasties ir dél fluorescencinio intensyvumo
nusistovejimo, nuspresta, kad buvo sékmingai susintetintos pelés priono baltymo amiloidinés

fibrilés.
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3.2. Amiloidogeniniy sékly indukuota baltymy agregacija
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Pav. 4 2 M GuHCI sékly kamieny palyginamosios kinetinés kreivés. A — 2 M GuHCI Sukta sékla,
B —2 M GuHCI Purtyta sékla.

Norint iStirti ar skirtingos pirminés nukleacijos salygos salygoja skirtingy sékly kamieny
atsiradima, buvo iSmatuoti ir palyginti skirtingas séklos koncentracijas turintys méginiai (Pav. 4).
Pasirodo, kad maZinant prading séklos koncentracija méginyje, iSrySkéja antrinés nukleacijos
reiSkinys, kada esantys branduoliai yra reakcijos pradZioje linke ne ilgéti, o skilti, sudarydami
daugiau branduoliy, ir, pasiek¢ kriting mase pradeda elongacijos procesg. Tokiu biidu iSsiskiria
dviejy skirtingy savybiy séklos (Pav. 4 C), Siomis saglygomis pasizymincios itin skirtinga kinetika.
Panasu, kad purtyta sékla pasizymi trumpesnémis fibrilémis, kadangi esant maZesnei séklos
koncentracijai ji sugeba pradéti elongacijos reakcija grei¢iau uz suktg séklg. Tai atrodyty logiska
1§ globalios perspektyvos, kadangi intensyvus purtymas turéty sukurti daugiau ,,astresniy galy
pasizymincias struktiiras, nei létas sukimas inkubacijos metu. Taciau, norint patvirtinti Sig

hipotezg, reikety atlikti atominés jégos mikroskopijos tyrimus fibriliy vizualizavimui.
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Pav. 5 4 M GUHCI sékly kamieny palyginamosios kinetinés kreivés. A — 4 M GuHCI Sukta sékla,
B — 4 M GuHCI Purtyta sékla.

AnalogiSkai iStyrus 4 M GuHCI seklas tokiy ryskiy kinetiniy skirtumy nepastebéta (5 pav.)
Tiketina, kad tokiomis salygomis susiformavusios amiloidinés fibrilés yra itin atsparios
denatiiranty sukeltai degradacijai. (Sneideris et al., 2015) Visai jmanoma, kad § atsparumg
salygoja unikalus struktiirinis elementas, kuris privalo susidaryti tiek purtymo, tiek sukimo

inkubacijy metu.

b
@
1
b
@
1

[ Séklos koncentracija, %
2.00E-02

Seklos koncentracija, %
= 2.00E-02

o
[N}
N
o
[N}
N

Intensyvumas, salyginiai vnt.
o
=
)
n

Intensyvumas, salyginiai vnt.
o
=
)

e 1.00E-02 ® 1.00E-02
4 500E-03 4 500E-03
0.04 v 2.50E-03 0.0 v 2.50E-03
T v T ¥ T M T v T v 1 T v T ¥ T T T v 1
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 00 800 1000
Laikas, min Laikas, min

Pav. 6 0,5 M GuHCI sékly kamieny palyginamosios kinetinés kreivés. A — 0,5 M GuHCI Sukta
sékla, B — 0,5 M GuHCI Purtyta sékla.

IStyrus 0,5 M GuHCI suformuotas séklas taip pat pastebétas tas pats elementas, kaip ir analizuojant
2 M GuHCI s¢klas — purtyta sékla greiciau ir efektyviau pradeda elongacijos etapg ir tai geriau

pastebima esant mazoms pradinéms séklos koncentracijoms (Pav. 6).
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Taip pat buvo atlikti kontroliniai tyrimai, siekiant iSsiaiSkinti, ar denattiranto koncentracija neturi
visapusiSkos jtakos reakcijos eigai. Atlikti tyrimai su 0,5 M (Priedas, pav. 1 B,D) ir 2 M (duomenys
neparodyti) GuHCI formuotomis séklomis, atliekant amiloidinés fibrilizacijos reakcijas
skirtingose denatiiranto koncentracijose, parodé, kad kiekviena sékla atliecka reakcija
efektyviausiai (stebima intensyviausia tioflavino T fluorescencija = yra daugiau fibriliy) esant

artimoms reikSméms ] jy pradines sglygas.

3.3. Homologiniy baltymy agregacijos indukcija MoPrP sékla

Norint istirti keliy pelés priono baltymo sé¢klos kamieny gebéjimg jveikti tarprising barjera, buvo
pasirinktas sagraSas jvairiy gyviny priono baltymo homology su varijuojanciais ilgiais bei
specifinémis mutacijomis. Siekiant tyrima atlikti efektyviai, buvo pasirinkti du heterogeniski pelés
priono baltymo séklos kamienai — 0,5 M purtytos ir 2 M purtytos séklos. Pasirinkta tyrimus atlikti
tik su viena séklos koncentracija, 0,02 s¢klos ir baltymo santykiu, kuri efektyviausiai salygoja

elongacijos procesg bendru pelés priono baltymo atveju.

Atlikus tyrimus pastebéta, kad egzistuoja rySkus heterogeniskumas tarp pasirinkty sékly gebéjimo
paspartinti fibriliy formavimgsi baltymy homologams. Kadangi tioflavino T fluorescencijos
intensyvumas dalinai apraSo baltymy fibriliy kiekj méginyje, pasirinkta sudaryti dvi rezultaty
grupes: seékminga tarpriiSinio barjero jveikimg, kai maksimalus pasiektas fluorescencijos
intensyvumas buvo didesnis nei 2 (pav. 7) ir kitg grupe, mazesnio maksimalaus intensyvumo nei
2, kur amiloidogeninéms sékloms nepavyko perkopti Sio barjero (Priedas, pav. 2). Reguliariai
matuojamos tokios séklos koncentracijos salygotos pelés priono baltymo agregacijos maksimalus

fluorescencijos intensyvumas biina didesnis nei 80.

I8 visy tirty baltymy, s€kmingiausiai tarprisinj barjera jveikeé ShaPrP (Sirijos ziurkéno) (90 — 231

amino ragstys) ir bPrP (jaucio) pilno ilgio baltymams.

Bendru atveju galima pastebéti, kad i$ tirty baltymy, 0,5 M guanidino chlorido purtyta s¢kla jveike
6 tarprasinius barjerus, tuo tarpu 2 M purtytas kamienas — tik 2 (Pav. 7). Tai leidzia teigti, kad Sie
kamienai fundamentaliai skiriasi savo gebéjimu ne tik prisijungti j save identiskus baltymus, bet
ir jy homologus. Negana to, 0,5 M purtytas kamienas buvo efektyvesnis, sujungdamas daugiau

baltymo monomery | fibriles ir saglygodamas didesn;j fluorescencijos intensyvumg. Vélgi, tai gali
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buti nulemta per didelio baltymy iSsyviniojimo esant aukStoms denattiranto koncentracijoms, kas

gali nulemti baltymy sgveikos tretinés struktiiros suardyma.
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Pav. 7 Pelés priono sékly 0.5 M GuHCI purtyta (juoda) ir 2 M GuHCI purtyta (raudona) paveikty
tarprisiniy homology kinetinés kreivés. Mélyna — kontrolé be pridétinés séklos. A, B —

Intensyvumo sqlyginiai vienetai ordinaciy asyje nuo 0 iki 20, C, D, E, F —nuo 0 iki 5.
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4. ISVADOS

1. Sékmingai paruosStos dviejy kamieny pilno ilgio rekombinantinio pelés priono
baltymo séklos;

2. Amiloidiniy fibriliy antrinés nukleacijos procesas iSryskéja mazéjant pradinei séklos
koncentracijai ir yra apsprestas séklos prigimties;

3. Pilno ilgio rekombinantinio pelés priono baltymo prioniniai kamienai pasizymi

skirtingais tarprisinio barjero jveikimo gebéjimais.
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SUMMARY

Kuliesius J (2017). Pelés priono baltymo prioniniy savybiy tyrimas, VU (Vilniaus Universitetas).

Mano baigiamojo darbo tikslas yra pagerinti priony baltymy agregacijos kinetikos supratimg, tokiu
biidu sukuriant naujus biidus ie§koti su prionais susijusiy ligy gydymo metody ateityje. Siame
tyrime tirtas pilno ilgio pelés priono baltymas, kuris yra pagrindinis veiksnys ar dalyvauja
deSimtyse neurodegeneraciniy ligy ir yra zmogaus priono baltymo homologas. Darbe pristatyta
detali naujausiy priony tyrimy apzvalga. Rezultaty skiltyje parodytas unikalus biidas pakeisti
priono baltymo amiloidogeninés reakcijos kinetika, pakeic¢iant maiSymo biidg séklos paruosimo
metu. Taip pat parodyta, kad skirtingi amiloidiniy fibriliy kamienai gali bti sukurti i§ vienos
baltymo struktiiros, tai parodant skirtingomis baltyminio infektyvumo galimybémis struktiiriSkai
skirtingiems priono baltymo homologams. Siame darbe pristatyti tyrimai gali bati pagrindu

efektyviai ieSkant cheminiy veiksniy, slopinan¢iy amiloidiniy fibriliy augima.
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SUMMARY

Kuliesius J (2017). A study of prionic properties of the mouse prion protein, VU (Vilnius

University).

The purpose of my thesis is enhance the understanding of the kinetics of prion protein aggregation
for potential possibilities to find a treatment to prion diseases in the future. The work is focused
on the full length Mouse Prion Protein, which is known to participate in multiple
neurodegenerative disorders and is a direct relative to the Human Prion Protein. A thorough review
of the current state of research on the prion protein is presented. In the results section, an unique
way of altering the kinetic properties of the amyloidogenic reaction is shown, by inducing a
different kind of rotation during the preparation of seeds. Furthermore, multiple strains of
amyloidogenic fibrils have been created from a single protein structure, proven by cross-seeding
studies to structurally different prion proteins. This research paves the way for an efficient process

of developing chemical agents that would inhibit the growth of amyloid fibrils.

40



PRIEDAS

.[0,5M GuHCI

40 4 |Seklos dalis B
A 1 = 2%
0
s * 1%
4 05%
o € a0l v 025%
> >
g g
£ E 254
o o
= =
% 204 3 204
@ '}
© ©
£ E 154
; 154 ;
g ] J— Z 10
2 10 £
) /’ T3
054 s 0
L ————————— . . . . : .
0 200 400 800 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Laikas, min Laikas, min

35+
304
] e
c c
> >
g T 254
c c
F S 20
Egr 40 ruu;
E E 154
5 ER 2 M GuHCl
s = Seklos dalis
c a c o
% 20 g 104 - ?‘;’D
= - . o
4 05%
054 f
0 v 025%
T T T r 1 ! r 1 r T T \
4] 200 400 600 800 1000 o 200 400 600 800 1000
Laikas, min Laikas, min

Pav. 1 0.5 M GuHCI Suktos séklos kinetiniai duomenys, keiciant aplinkos denatiiranto GuHCI

koncentracijq. GuHCI koncentracija nurodyta legendose.

41



xIPrP 90 - 222

A tPrP 121 - 227 B
4 4
E g
g 3
c c
£ 3] = 3
2 =
3 E
v o
E 24 E 24
=] =4
> =
> >
[} %]
3 g
E™ = EM :
0 T T T T T 1 0 T T T T T T T T 1
] 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Laikas, min Laikas, min
ShaPrP 23 - 177 D ShaPrP 23 - 159
s- C 5-
4 4
= <
s s
g 3
c [=
£ 3] = 34
2 2
3 3
g g
g 24 £ 2
2 =]
s s
s >
0 [u]
5 5
E £ 11
0 T T T T T T T T 1 0 T T T T T 1
a 200 400 600 800 1000 0 200 400 500 800 1000
Laikas, min Laikas, min
E HuPrP 23 - 230 F HuPrP 23 - 231 E219¢
5 5
4 4
< =
c =4
s >
k= =
c c
£ 34 S 3
= =
@ @
w [}
g g
£ 27 E 27
E E]
> >
P =
[u] 2]
3 s
E ' £ 11
0 T T T 1 0 -7 - T1r T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 500 800 1000

Laikas, min Laikas, min

Pav. 2 Pelés priono sékly 0.5 M GuHCI purtyta (Juoda) ir 2 M GuHCI purtyta (raudona) paveikty

tarprusiniy homology kinetinés kreivés. Mélyna — kontrolé be pridétinés séklos.
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