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Santrumpos

AJM — atominés jégos mikroskopas;

APP — amiloido beta pirmtako baltymas (angl. Amyloid precursor protein);
APTES — 3-aminopropiltrietoksisilanas;

AP — amiloidas beta;

CNS — centriné nervy sistema;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

FBS — jaucio vaisiaus serumas (angl. Fetal Bovine Serum);

gCJD — genetiné Creutzfeldt-Jakob liga (angl. genetic Creutzfeldt-Jakob disease);
GPI — glikozilfosfatidilinozitolis;

GSS — Gerstmann-Straussler-Schneiker sindromas;

HaPrP — Ziurkéno prioninis baltymas;

HuPrP — zmogaus prioninis baltymas;

MOoPrP — pelés prioninis baltymas;

MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltet-tetrazolio bromidas;

NADH — nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas;

ND — neurodegeneracinés ligos;

PBS — fosfato buferinis tirpalas;

PrP — prioninis baltymas;

PrPC — lastelinés formos prioninis baltymas;

PrPS® — infektyvios formos prioninis baltymas;

sCJD — sporadiné Creutzfeldt-Jakob liga (angl. sporadic Creutzfeldt-Jakob disease);
ThT —tioflavinas T;

TRIS — trisaminometanas.



IVADAS

Neurodegeneracingés ligos, tai nerviniy lgsteliy pazeidimy ir nykimo sukelti mirtini neurologiniai
sutrikimai. Lasteliy, audiniy paZaidos atsiranda dél toksisky fibriliniy agregaty kaupimosi, kuriuos
sudaro amiloidiniai baltymai. Kiekvienas neurodegeneracinis sutrikimas yra asocijuojamas su
atitinkamu amiloidiniu baltymu: Parkinsono liga su a-sinukleinu, Alzheimerio liga su amiloidu-$3

(AP) ir tau baltymu, transmisinés spongiforminés encefalopatijos su prioniniu baltymu (PrP).

Ivairtis pokyciai Igstelinéje aplinkoje (temperatira, pasikeitusios drusky koncentracijos ar pH)
gali inicijuoti natyvaus baltymo strukttiros persitvarkymus. Pakitus baltymo struktirai, toliau yra
paleidziama amiloidinés agregacijos kaskada. Nepaisant to, kad kiekvienam ligos sukéléjui budingi
specifiniai konformaciniai pokyciai, agregaty formavimosi principas visiems baltymams yra gana
panasus. Viskas prasideda nuo pirminiy amiloidinio baltymo struktiiriniy poky¢iy, po kuriy seka
agregaty ilgéjimo stadija. Galiausiai pasiekiama stacionari faz¢, kur gaunami pilnai suformuoti
amiloidiniai agregatai. Taip pat §iy procesy metu gali vykti ir antriné nukleacija. Cia nauji agregacijos
iniciatoriai susidaro skylant amiloidinéms fibriléms atsitiktinése vietose. Tuo tarpu gyvuose
organizmuose agregacijos procesa gali veikti lgsteliy baltymy kompleksai ar susidarancios sgveikos
tarp jvairiy, skirtingas funkcijas atliekanciy, baltymy. Alzheimerio ligos atveju, yra svarbiis rySiai
susidarantys tarp su liga asocijuoto baltymo amiloido-B (AB) ir lastelinio prioninio baltymo.
Pastarasis btidamas didelio afiniSkumo receptorius AP oligomerams, geba reguliuoti tolimesnius
amiloidinés agregacijos procesus. Eksperimentiniy tyrimy metu nustatyta, kad tam tikros sekos
Zmogaus prioninio baltymo mutantai jungdamiesi su AP koagreguoja ir 1étina fibriliy susidaryma.
Deja, slopinamy procesy metu susidarantys tarpiniai/galutiniai produktai pasizymi pasidéjusiu
toksiskumu Iastelems. Siuo metu didelis démesys skiriamas jvairiy potencialiai slopinanéiy junginiy
tyrimams, kurie galéty sumazinti agregaty neurotoksiSkumg. Amiloidiniai slopikliai gali veikti
stabilizuodami baltymo struktiirg ar inhibuodami amiloidiniy fibriliy ilgéjimo procesus. Tai lemia,

kad neurotoksiSkumo mazinimas yra tiesiogiai susijes su amiloidinés agregacijos procesy slopinimy.

Neurodegeneraciniy ligy atveju, svarbiausias veiksnys apsprendziantis ar potencialus gydymo
budas, vaistas bus veiksmingas, yra kraujo-smegeny barjeras (angl. blood-brain barrier). Flavonai yra
biitent tokio tipo junginiai, kurie ne tik pereina tarp kraujo ir smegeny esantj barjera, bet pasizymi ir
kitais farmakologiniais poveikiais. Tai i§ augaly iSskiriami antriniai metabolitai, heterocikliniai
organiniai junginiai, kuriy molekulés pagrindas sudarytas i§ 2-fenil-1-benzopiran-4-ketono. Be
neuroprotekciniy, antioksidaciniy ir prieSuzdegiminiy savybiy, flavonai pasizymi ir anti-amiloidiniu

efektu. Pastarasis pastebimas amiloidiniam baltymui, jo tarpiniams ar galutiniams produktams
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saveikaujant su atitinkamu flavonu. Nors tiksliai néra Zinoma, kokiu buidu polifenoliniai junginiai slopina
amiloiding agregacija, tatiau manoma, kad tai susij¢ su pakaitais prisijungusiais prie trijy pagrindiniy

ziedy.

Darbo tikslas
Esant fiziologinéms salygoms jvykdyti pelés prioninio baltymo MoPrP ir AB42 agregacija veikiant
flavonais ir jvertinti susidaranciy agregaty poveikj lasteléms.
UZdaviniai
1. Ivertinti pelés prioniniy baltymy MoPrP mutanty (MoPrP23-143 ir MoPrP89-230) poveiki
AP42 agregacijos procesui;
2. Atlikti pelés prioninio baltymo MoPrP (MoPrP23-143 ir MoPrP89-230) ir AB42 agregacija
kartu su neoksiduotais/oksiduotais flavonais ir jvertinti flavony jtaka amiloidinei agregacijai;

3. Atlikti pelés prionino baltymo (MoPrP23-143 ir MoPrP89-230), AP42 ir flavony

citotoksiSkumo tyrimus, jvertinti susidaranc¢iy produkty poveikj lasteléms.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Neurodegeneracinésés ligos

Neurologiniai sutrikimai yra grupé ligy kurios gali paveikti tiek centring, tiek perifering nervy
sistema. Sios ligos atsiranda dél daugybés faktoriy: nervy sistemos pazeidimai, oksidacinis stresas,
létiné smegeny iSemija, virusiniai bei prioniniai uZzsikrétimai, nejprastas baltymy kaupimasis
(agregacija) nerviniame audinyje, imuninés sistemos sukeltas (autoimuninis) neurony nykimas,
baltymy strukttry pakitimai. Priklausomai nuo to, kuri nervy sistemos dalis pazeista, galimi trys
fiziologiniai pakitimai — neurony praradimas, gliozé (randinio audinio susidarymas) arba nerviniy
lasteliy mielino dangalo pazeidimai. Visa tai pasireiSkia per Zmogaus elgsenos pakitimus bei

motorikos sutrikimus (Dugger, Dickson 2017; Barnham, Masters, Bush 2004).

Ne visoms nervy sistemos ligoms yra budingi tie patys simptomai. Smegeny neurologinis
sutrikimas gali pasireiksti zmogaus asmenybés pokyciais ar atminties praradimu, budinga sergant
Alzheimerio liga. Sumazejes geb¢jimas judéti ir démesio stoka pasireiSkia Parkinsono ligg turintiems
pacientams, o silpnumas ir aplinkos pazinimo sumaz¢jimas — amiotrofing lateraling skleroze (Li et al.
2013).

1.1.1. Alzheimerio liga

Alzheimerio liga yra viena dazniausiai pasireiSkian¢iy demencijos formy vyresnio amZiaus
Zzmonéms. Ligos eiga susijusi su neurony lgsteliy nykimu ir dviejy rasiy pakitimais smegenyse
(Kumar, Singh, Ekavali 2015). Pirmasis, ekstalgstelinés sankaupos, plokstelés sudarytos i§ amiloido
beta (AP) baltymy agregaty. Antras, vidulgsteliniai neurofibriliniai tinklai (agregatai), kurie sudaryti
i$ tau baltymo fosforilinty formy (Weis et al. 2019). Nors Alzheimerio ligos patogenezé apima abiejy
tipy agregaty neurotoksiska poveikj, manoma, kad pirminis ligos progresavimas yra susijes tik su A
agregatais. Tuo tarpu pakitgs tau baltymas yra atsakingas uz toksiSkuma ir neurony funkcijos
sutrikimus (Kinney et al. 2018; Anwal 2021). Visy §iy pakitimy pasekoje yra sukeliama metaboliné
disfunkcija, neurony bei jy sinapsiy zatis. Ligai progresuojant, pasireiskia kognityviniai simptomai
(atminties, suvokimo, kalbos sutrikimai), elgsenos ir emociniai sutrikimai, simptominé epilepsija
(Joe, Ringman 2019).

1.1.2. Prioninés ligos

Prioninés ligos yra greitai progresuojanciy ir mirtiny neurodegeneraciniy ligy grupé. Ligos

pradzia lemia konformaciniai lgstelinio prioninio baltymo (PrP<) poky¢iai. Pakitimai gali atsirasti dél
8



jvairiy aplinkos veiksniy, fiziologiniy pokyc¢iy ar nervinés sistemos pazeidimy. Ivykus struktiriniams
poky¢iams yra gaunama patogeniska bei infektyvi baltymo forma — PrP*¢ (Sigurdson, Bartz, Glatzel
2019). Pastarasis veikia kaip iniciatorius, kuris skatina tolimesnj PrP® virtima j PrP%. Kitu atveju,
liga gali atsirasti dél genetinés mutacijos prioninio baltymo PRNP gene, kas lemia linkusio agreguoti,
mutantinio baltymo sinteze (Kim et al. 2018). Tokie molekuliniai pakitimai, vykstantys nervinéje
sistemoje, sukelia jvairias fiziologines disfunkcijas: akiy paralyzius, aklumas, smegeny audinio

sumazéjimas, demencija, drebulys, sutrikes miegas (Baldwin, Correll 2019).

Nors ligos sukéléjas yra tas pats patogeninis baltymas, taciau esantys minimalis skirtumai tarp
Zmoniy ir gyviny baltymy seky lemia skirtingy ligy atsiradimg. Tokios ligos kaip galvijy
spongiforminé encefalopatija, létiné i§sekimo liga (pasireiskia elniams), aviy skrepi liga yra biidingos
tik gyviinams. Tuo tarpu Zmoniy prioninés ligos skirstomos j spontanines, uzkre¢iamas ir genetines.
Viena pagrindiniy spontaninio tipo ligy yra spontaniné Creutzfeldt-Jakob liga, kuri sudaro didZiausig
dalj prioniniy ligy atvejy. Siek tick maZesn] procentg visy prioniniy zmogaus ligy sudaro genetinés ligos
(genetiné Creutzfeldt-Jakob liga, Gerstmann-Straussler-Schneiker sindromas). Kaip ir minéta ankséiau,
Sio tipo ligas sukelia PRNP geno mutacijos. Reciausiai pasitaikan¢ios yra uzkre¢iamos prioninés ligos,
kurios perneSamos per prionais uzterStus chirurginius instrumentus ar transmisine spongiformine
encefalopatija uzkréstos mésos vartojima (Kuru, jatrogeniné Creutzfeldt-Jakob liga) (Ironside, Ritchie,
Head 2018).

1.2.  Amiloidiniai baltymai
1.2.1. APP baltymas ir Amiloidas 8

Amiloidas beta (AB), tai i§ amiloido beta pirmtako (angl. amyloid precursor-protein) — APP
baltymo — proteolitinio karpymo metu susidarantis peptidas. APP baltymas yra pirmo tipo
transmembraninis glikoproteinas. Siai baltymy eimai taip pat priklauso zinduoliy APLP1 ir APLP2
(angl. amyloid precursor-like protein) baltymai. Pastarieji turi didelius ekstalgstelinius domenus, tik
vieng kartg kerta plazmine membrang, sintetinami pana$iu principu kaip ir APP, tafiau neturi
amiloido beta pirmtako baltymui biidingos AP sekos (van der Kant, Goldstein 2015). APP baltymas
taip pat turi didelj ekstalastelinj domeng ir trumpg citoplazming uodega (AICD). Ekstalastelinj
domeng sudaro vienas nuo kito nepriklausomai susilankst¢ E1 (sudaro a-spiralés, B-klostés) ir E2
(sudaro a-spiralés) subdomenai. Pastaruosius tarpusavyje jungia AcD domenas, kurj sudaro glutamo
ir asparto riigstys. Toliau seka membranos regionas jungiantis E2 ir transmembraninj domenus. Siame

regione yra iSsidesciusios alfa ir beta sekretaziy skélimo sritys. Tuo tarpu y-sekretazés skelimo sritis



yra transmembraniniame domene (Miiller, Deller, Korte 2017; Dawkins, Small 2014). Pilna APP

baltymo struktiira yra pateikiama 1.1 paveikslélyje.

E1 E2 Membrana TMD AICD

1 1 1 1 1
NN S

1.1 pav. APP baltymo struktiira (Miiller, Deller, Korte 2017). TMD — transmembraninis domenas,
AICD — APP baltymo vidulastelinis domenas, AcD — riigstinis domenas (glutamo ir asparto ragstys),
AP — amiloidogeninis fragmentas. a, 3 ir y42 zymi atitinkamos sekretazés skélimo vieta.

Nepaisant to, kad APP baltymas turi amiloidogeninj fragmenta, susidarantis produktas ne visada
bus tas pats amiloidas beta. Kuris proteolitinis kelias bus vykdomas (amiloidogeninis ar
neamiloidogeninis), apsprendzia procese dalyvaujancios sekretazés (1.2 pav.). Amiloidogeninio
brendimo metu APP baltymas pirmiausia yra skeliamas [-sekretazés. Susidaro tirpi APP forma
(sAPPpB) ir C-galinis fragmentas (BAPP-CTF). Po to BAPP-CTF fragmentas yra kerpamas y-
sekretazés, ko pasekoje yra gaunamas amiloidogeninis A peptidas ir vidulgstelinis APP domenas —
AICD. Tuo tarpu neamiloidogeninis kelias vyksta APP baltymg kerpant a-sekretazei. Skélimas
vyksta AP sekos srityje, gaunamas tirpus sAPPa fragmentas ir | membrang jsiterpes aAPP-CTF.
Pastarasis toliau yra kerpamas y-sekretazés ir susidaro P3 peptidas ir AICD (Chen et al. 2017;
Wilkins, Swerdlow 2017; Dawkins, Small 2014).

Vykstant nuosekliam B ir y-sekretaziy APP baltymo karpymui gali buti gaunami dviejy rasiy
amiloido P peptidai — AB40 (40 aminortigsciy) ir Ap42 (42 aminoriigstys). AB40 pasizymi mazesniu
toksiskumu nei AP42. Tuo tarpu AP42 yra tirpus, bestruktiris, ypa¢ neurotoksiSkas, linkes
spontaniskai agreguoti bei skatina tolimesne tiek A, tiek tau baltymo agregacija. Vykstant
APB40/AB42 agregacijai yra blokuojami jony kanalai, padidéja mitochondrijy oksidacinis stresas,
pakinta kalcio homeostazé, sutrinka lgsteliy energetiniai procesai. Visi Sie pakitimai galiausiai sukelia

nerviniy Igsteliy mirtj (Niu et al. 2018; O’Brien, Wong 2011).
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1.2 pav. Zmogaus APP baltymo proteolizé, amiloidogeninis ir neamiloidogeninis kelias (Chen et al.
2017).

1.2.2. PrPC ir PrPs:

Tiek zmogaus, tiek gyviino centrin¢je nervy sistemoje gali biiti aptinkami dviejy izoformy
prioniniai baltymai. Vienas jy - daugiafunkcinis lgstelinis prioninis baltymas (PrP®),
sialoglikoproteinas. PrP® yra uzkoduotas PRNP gene ir susideda apytiksliai i§ 253 aminoriigi¢iy
lickany. Dél baltymo brendimo metu vykstanc¢iy modifikacijy, peptido 1-22 dalis identifikuojama
kaip signaliné seka, kuri yra nukerpama. Tuo tarpu aminoriigd¢iy sekos 232-253 fragmentas
modifikuojamas j glikozilfosfatidilinozitolio inkarg (GPI). Po visy $iy modifikacijy yra gaunamas
pilnai subrendgs baltymas, kurj sudaro 23-231 aminoriigs¢iy seka ir GPI (Mahabadi, Taghibiglou
2020; Hughes, Halliday 2017). Pilnai susintetintas baltymas aptinkamas neuronuose: isorinéje
lastelés plazminéje membranoje, sekrecinése piislelése (sinapsinés membranos), Goldzio komplekse.
Pagrindinés atliekamos PrP° funkcijos yra neuroprotekcija, jony homeostazés palaikymas, nerviniy

lasteliy augimo reguliavimas, efektyvios cheminés bei elektrinés sinapsés uztikrinimas (\Watts,
Bourkas, Arshad 2018; Terry, Wadsworth 2019).

Kita prioninio baltymo izoforma, yra siejama su neurodegeneracinémis ligomis. Tai infektyvus
prioninis baltymas PrP%¢, dar vadinamas ,,scrapie” izoforma. Sis baltymas formuojasi i§ lastelinio
PrP¢, vykstant struktiiriniams baltymo poky¢iams (Wille, Requena 2018). Infektyvaus PrP

susidarymas gali priklausyti nuo sgveikos vykstancios tarp lgstelinio prioninio baltymo B-klostés
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srities ir PrPS¢ segmenty. Vis délto tiksli §iy konformaciniy poky¢iy prieZastis néra zinoma. PakKites
PrP pasizymi atsparumu proteinazei K, yra netirpus, o struktiira sudaryta i§ p-klos¢iy (~ 47 %), kali
tuo tarpu PrPC struktiiroje dominuoja a-spiralés. Dél pakitusios baltyminés struktiiros PrP tampa
toksiskas, sutrikdomos jprastai Igstelinio prioninio baltymo atliekamos funkcijos (Baral et al. 2019;
Kresl et al. 2019).

1.2.2.1. MoPrP89-230 ir MoPrpP23-143

Prioniniy baltymy tyrimams daZniausiai yra naudojami bakterijose ekspresuojami
rekombinantiniai prioniniai baltymai. Sie prionai yra pranasesni uz zinduoliy baltymus dél keliy
struktriniy priezaséiy. Pirma, jy struktiroje iSlieka disulfidinis rySys tarp C179 ir C214. Antra,
nebelieka C-galui budingo GPI inkaro ir glikozilinimo tarp N181 ir N193. Biitent tai lemia, kad
rekombinantiniai PrP yra pladiai naudojami tiriant molekulinius mechanizmus vykstanéius PrP°¢

virstant j PrPS¢ (Groveman et al. 2014; Charco et al. 2017)

Vienas populiariausiy ir dazniausiai pritatkomy PrP modeliy yra pelés prioninis baltymas
(MoPrP). Kaip ir visi kiti prioniniai baltymai, MoPrP turi du domenus: nestruktirizuotg N-galinj
regiong, kurj sudaro aminoriigséiy seka 23-120 ir struktiirizuotg C-galinj, apimantj sekg 121-231 (1.
3 pav.). Laboratoriniuose tyrimuose dazniausiai yra naudojama ne pilna, o tik tam tikra dalis visos
baltymo sekos. Pastarosios gali biiti identifikuojamos kaip C-galiné (MoPrP 89-230) arba N-galiné
(MoPrP 23-143) (Kim, Lee, Ryou 2014; Aguzzi, Calella 2009).
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1.3 pav. Lastelinis pelés prioninis baltymas (Kupfer, Hinrichs, Groschup 2009).

MoPrP23-143. Tai analogas zmogaus baltymui PrP23-144 (dar zinomam kaip Y145Stop PrP).
Lastelinei formai biidinga bestruktiiré dalis ir B-klostyta struktiira regione nuo 110 iki 143. Taip pat
geba spontaniSkai formuoti amiloidines fibriles fiziologinémis sglygomis ir sukelia Gerstmann-
Straussler-Schneiker sindroma. Siame fragmente daZniausiai aptinkamos dviejy tipy genetinés

mutacijos: iskritos (delecijos) ir intarpai (insercijos). Tyrimy metu nustatyta, kad spontaniskai
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susidariusiy amiloidiniy fibriliy (i§ MoPrP23-143) p-struktiring Serdj sudaro trys [-klostés
i§sidésciusios regione nuo 112 iki 139. Nors §ioS pelés prioninio baltymo fibrilés turi nedidelg Serdies
sritj, ta¢iau geba inicijuoti net pilnos sekos PrP¢ virtima infektyvia forma PrPS¢ (Bernardi, Bruni 2019;
Hara, Sakaguchi 2020).

MoPrP89-230. Tai C-galo fragmentas, kuriam prieSingai nei 23-143 fragmentui, biidingos
taskinés mutacijos. Lasteling formg sudaro trys a-spiralés, trigrandé, trumpa antiparaleli B-klosté, o
tarpusavyje jas stabilizuoja disulfidinés jungtys. Galiausiai gaunamos dvi dalys, pl-al-f2 ir a2-a3,
kurios sudaro hidrofobing Serdj (Bernardi, Bruni 2019; Abskharon et al. 2019).

Laboratoriniams tyrimams gali bati naudojami jvairlis prioniniai baltymai: zmogaus (HuPrP),
triuSio (RaPrP), ziurkéno (HaPrP) ir t.t. Nepaisant to, didzioji dalis eksperimenty atliekami
pasitelkiant pelés modelinj organizmg. Tai lemia lengvai manipuliuojamas pelés genomas, kitiems
zinduoliams ir peléms buidinga panasi ligos patologija bei molekuliniai procesai. Viena svarbiausiy
Sio modelio savybiy yra tarprusinis pelés-zmogaus priony barjeras (Igel-Egalon et al. 2018). Pastarajj
gali apspresti daugelis veiksniy: biologinis riSiy barjeras, rusiai biuidinga prioninio baltymo
aminoriigd¢iy seka (skirtumai tarp risiy), infektyvaus PrP*¢ ir naujo Seimininko PrP® struktiirinis
nesuderinamumas (Ma et al. 2019). Visa tai pasireiskia pailgéjusiu infektyvaus baltymo inkubacijos
laiku ir atidéta ligos iniciacija ar progresavimu (Pérez, Damberger, Wiithrich 2010; Taguchi, Nishida
2017).

1.3. Amiloidinés agregacijos mechanizmas

Ivairlis agregatai, susidarantys i$ neteisingai susilankstanciy lgsteliniy baltymy, yra pagrindiné
neurodegeneraciniy ligy priezastis. Priklausomai nuo to, koks baltymas formuoja agregatus, skiriasi
ir sukeliama liga: amiloidas beta (AP) sukelia Alzheimerio ligg (AD), tau baltymas atsakingas uz AD
ir demencijg, alfa-sinukleinas (a-Syn) uz Parkinsono liga, prioniniai baltymai (PrP) — prionines ligas
(CJD, TSE ir t.t.) (Hoglund, Salter 2013). Visi Sie baltymai tarpusavyje skiriasi savo aminoragsciy
sekomis, funkcijomis, dydziu bei struktiromis. Kiekvienas amiloidinis baltymas pasizZymi savitais
konformaciniai pokyc¢iais, po kuriy seka ir baltymui specifiniai tolimesni agregacijos procesai:
oligomery formavimas, branduoliy susidarymas, oligomery ilg¢jimas (protofibriliy formavimas),
fibriliy susidarymas ir t.t. (Scheckel, Aguzzi 2018). Visi Sie pokyciai gali atsirasti tick dél genetiniy
mutacijy, tiek dél aplinkos veiksniy (temperatiira, pH, tam tikry junginiy koncentracijy poky¢ciai)
(Lévy et al. 2019; Devi et al. 2022).
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Baltymy struktiiriniai poky¢iai ir tolimesnis agregacijos mechanizmas susideda i$ keliy zingsniy
(1.4 pav.). Pirmiausia vyksta léta ir termodinamiskai nepalanki branduolio susidarymo stadija. Cia
reakcijos greit] lemia stabilaus pirminio branduolio susidarymas. Pirminé nukleacija vyksta
nenatyvios struktiros monomerams jungiantis j oligomerus. Toliau seka greita ilgéjimo stadija. Prie
pirmoje stadijoje susiformavusio branduolio jungiasi monomeriniai baltymai, formuojamos fibrilés
(Willbold et al. 2021). Susidariusios polimerinés struktiiros gali skilti (fragmentuotis) atsitiktinése
vietose taip sukurdamos naujus agregacijos branduolius (1.4 pav. C). Pastarieji toliau ilgéja
prijungdami monomerus, ko pasekoje taip pat suformuojamos amiloidinés fibrilés (Zaman et al.
2019). Kitas galimas fibriliniy agregaty susidarymo kelias (1.4 pav. D) yra antrinis branduoliy
susidarymas: ankstesnio proceso metu gauti agregatai skatina naujy branduoliy formavimasi ant jau
esamy fibriliy pavirSiaus (Linse 2017). Taigi agregacijos procesas yra tiesiog natyvios baltymo
struktiiros pasikeitimas j struktiirg turin¢ig daugybe B-klos¢iy. Visas susidariusias amiloidines

struktliras stabilizuoja vandeniliniai ry$iai bei hidrofobinés saveikos (Lukiw 2022).
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1.4 pav. Amiloidinés agregacijos mechanizmas (Verma, Vats, Taneja 2015). (A) — natyvus baltymas
keicia savo konformacija, formuoja protofibriles ir galiausiai amiloidines fibriles. (B) — nenatyvus
baltymas formuoja oligomerus, kurie nelinkg formuoti amiloidiniy agregaty. (C) — fibriliy
fragmentacija, naujy branduoliy susidarymas. (D) — antriné nukleacija, naujy branduoliy susidarymas
ant fibriliy pavirSiaus.
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1.3.1. Tioflavinas T

Fibriliy susidarymas yra vis dar iki galo neistirti procesai, kurie glaudziai susij¢ su
neurodegeneraciniais sutrikimais. Pastaruoju metu atsiranda naujy metody, kuriy pagalba galima tirti
baltymy struktiiriniy pokyc¢iy ir fibriliy susidarymo mechanizmus tiek in vitro, tiek in vivo. Vienas
populiariausiy metody yra fluorescenciniy dazy, besijungianciy prie amiloidiniy fibriliy, naudojimas.
Pirmosios medziagos, 1875 metais pritaikytos agregaty nustatyme, buvo sieros riigstis ir jodas. Nuo
1922 mety amiloidiniy fibriliy tyrimuose plac¢iai naudotas Kongo raudonasis (diazotinés kilmés
dazas). Laikui bégant, buvo pastebéta, kad Kongo raudonasis jungiasi ir prie kity aplinkoje esanciy
molekuliy (Howie 2019). Galiausiai, nuo 1989 mety, baltymy agregacijos kinetikai stebéti, pradétas

naudoti fluorescencinis dazas tioflavinas T (ThT) (Gade Malmos et al. 2017).
CH
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1.5 pav. Fluorescencinio dazo tioflavino T molekuliné struktiira (Qin et al. 2017).

Dél savo specifiskumo amiloidinéms fibriléms §is dazas vis dar yra placiai naudojamas in vitro
tyrimuose (Sebastiao, Quittot, Bourgault 2017). ThT molekul¢ sudaro laisvai apie bendrg C-C rys;j
besisukantys benzotiazolio ir benzilamino ziedai (1.5 pav.), kas molekul¢ padaro optiskai aktyvig.
Kadangi vykstant Ziedy sukimuisi sunaudojama didzioji dalis suzadinto fluoroforo energijos, ThT
fluorescencija biina nezymi. ISaugus fluorescencijos intensyvumui, ThT molekulei buidingas 440-450
nm suzadinimas ir 460-500 nm emisija. Vykstant dazo sgveikai su amiloidiniais agregatais,
fluorescencija padidéja: B-klostés struktiiros fibriliy pavirSiuje suformuoja griovelius, | kuriuos
pateke ziedai sustabdomi (nebegali suktis) (Ziaunys, Smirnovas 2019; Verma, Ravichandiran, Ranjan
2021).

1.3.2. Atominés jégos mikroskopija

Ivairiy amiloidiniy baltymy struktiiros, morfologija, tarpusavio sgveikos yra svarbiis aspektai
siekiant pilnai suprasti agregaty formavimasi bei ieSkant veiksniy, galin¢iy paveikti §j procesg. Tam
gali buti naudojami jvairis metodai. Antriniy struktiry (B-klos¢iy) tyrimams dazniausiai yra
naudojama Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija, 0 amiloidiniy baltymy
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struktliry dinaminiai pokyciai gali buiti stebimi pasitelkiant didelio grei¢io atominés jégos
mikroskopija (angl. high-speed atomic force microscopy) (Li, Lantz, Du 2019; Konno et al. 2020).
Morfologiniam bei fibriliniy agregaty kiekybiniam jvertinimui placiausiai yra naudojama atominés
jégos mikroskopija (AJM). Dél paprasto méginiy paruo$imo, metodas yra lengvai pritaikomas
jvairioms sistemoms (méginiai gali buti analizuojami fiziologinémis salygomis). AJM pagalba
galima nustatyti jvairiy baltymy formuojamas amiloidines fibriles bei tarpines jy struktiiras (1.6 pav.)
arba i$ to paties baltymo kilusias skirtingas agregaty konformacijas (Ruggeri et al. 2019). Taip pat
AJM pagalba yra tiriami ir Kiti biologiniai objektai: membranos, audiniai, biomolekulés, lastelés,
kitos neamiloidinés fibrilinés sistemos (kolageno, fibronektino ir §ilko baltymy fibriliy susidarymas)
(Stylianou et al. 2019).

.) )g(, 1 é

o £
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Tarpiné baltymo struktira X X n

NeHatyVUs Oligomeras/ Amiloidinés protofibrilés
/ baltymas agregacijos branduolys
Natyvus baltymas w o i
(fibrilés)

1.6 pav. Skirtingy amiloidiniy struktiiry atvaizdavimas atominés jégos mikroskopijos budu (Kumar,
Udgaonkar 2010).

Atominés jégos mikroskopijos ir kity, skenuojancio zondo mikroskopijos rasiy, veikimo
principas — mikroskopo adatos ir méginio sgveika. Smaili zondo antgalio vir§tné (adata) sudaro
kontaktg su tirlamuoju pavirSiumi, generuojamas signalas, kuris yra pateikiamas pavirSiaus

nuotraukos formatu. Visi matavimai yra atlickami nanoskaléje (Adamcik, Mezzenga 2012).
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1.4. Baltymy koagregacija

Atitinkamo baltymo struktiiriniai poky¢iai ir tolimesné agregacija lemia citotoksisky amiloidiniy
formy susidaryma, kurios sukelia baltymui specifines neurodegeneracines ligas: Alzheimerio liga
(AB), Parkinsono liga (a-sinukleinas) ir t.t. Gyvuose organizmuose baltymai funkcionuoja jvairiose
lastelés dalyse, kur juos supa atitinkama mikroaplinka, vyksta sgveikos tarp ty paciy ar skirtingy
baltymy, formuojasi baltymy kompleksai. Tokios baltymy tarpusavio sgveikos yra gana svarbios
siekiant suprasti amiloiding agregacija ir jos galutiniy/tarpiniy produkty toksiskumg. Vis daugiau
agregacijos tyrimy yra atlickami naudojant ne viena, o kelis skirtingus baltymus, t.y. tiriama baltymy
koagregacija (Dubey et al. 2014). Skirtingi amiloidiniai baltymai (sukeliantys skirtingas ND ligas)
veikdami tarpusavyje gali vienu ar kitu budu paveikti amiloiding agregacija. Kai kurie baltymai
veikdami tarpusavyje gali veikti kaip agregacijos iniciatoriai ir amiloidiniy produkty susidarymas bus
pagreitintas. Kitu atveju, sgveika tarp dviejy skirtingy peptidy gali lemti agregacijos proceso
slopinimg. Nepriklausomai kurio keliu vyks koagregacija, toks tarpusavio veikimas rodo skirtingy
energijos barjery egzistavimg vykstant heterogeninei agregacijai (Chaudhuri et al. 2019; Sarell,
Stockley, Radford 2013).

Koagregacijos procesas yra susij¢s su konkuruojancios struktiiros jgavimu ir tarpusavio rysiy
sudarymu tarp tos pacios rusies (X-X) ir tarp keliy skirtingy rasiy (X-Y) baltymy (Bondarev et al.
2018). Nepaisant to, fibriliy formavimuisi vis vien yra biidinga su spontanine agregacija asocijuojama
sigmoidiné kreivé. Eksperimentiniy tyrimy metu pastebéta, kad kai kuriais atvejais, vykstant
koagregacijai, gaunama sigmoidiné kreivé gali buti dviguba ar net triguba (Sneideris, Milto,
Smirnovas 2015).

Skirtingi amiloidiniai baltymai pasiZymi skirtingomis agregacijos ir konformaciniy poky¢iy
kinetikomis. Tai lemia, kad vienos rasies amiloido baltymas gali sudaryti didesnj kiekj agregaty
(,,séklos*), kurie agregacijos (tick homologinés, tick heterologinés) metu inicijuoja kito baltymo
agregaty formavimasi Pavyzdziui, AP agregatai veikia kaip ,,sékla* skatinant a-sinukleino ir priono
agregacija. Tuo paciu, prionas ir a-sinukleinas taip pat greitina AP agregacija. Taip pat yra atvejy, kai
sgveika tarp skirtingy baltymy lemia agregacijos slopinimg. Manoma, kad toks procesas vyksta
konkurencinio slopinimo principu, biiddingu fermentinéms reakcijoms (1.7 pav). Kas apsprendzia tokj

veikimo mechanizma, néra aisku (lvanova et al. 2021).
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1.7 pav. Fermentinés reakcijos slopinimo grafikas (A) ir konkurencinio slopinimo veikimo principas
(B) (Blanco, Blanco 2017).

1.4.1. AB ir PrP sgveika

Kaip ir minéta ankstesniame skyriuje, neurodegeneracinés ligos atsiradimui bei progresavimui
gyvame organizme yra svarbds ir kiti lgstelése aptinkami baltymai. Vieni tokiy baltymy yra lastelinis
prioninis baltymas PrPC€ ir amiloidas-p. Jy sudaromi tarpusavio rysiai yra svarbiis Alzheimerio ligos
atsiradimui ir patogenezei. Veikimas pagrjstas dideliu prioninio baltymo afiniskumu amiloido-3
formuojamiems oligomeriniams agregatams (Jarosz-Griffiths et al. 2016). Siekiant nustatyti baltymy
tarpusavio sgveikas ir sukeliamg neurotoksiSska poveikj, prioninio baltymo seka patogu analizuoti
dalimis. Tyrimy metu nustatyta, kad C-galo ir N-galo prioninio baltymo domenai skirtingai
sgveikauja su AP42, kas lemia ir susidariusiy agregaty toksiSkuma (Honda 2018). N-galo PrP23-143
dalis stabdo fibriliy susidarymg jungdamasi su AP oligomerais ir neleisdama jiems dalyvauti
agregacijos procese. Sios saveikos lasteliy tyrimai parodé sumazéjusj toksiskuma, taip pat kaip ir
pilnos sekos PrP baltymas (Konig et al. 2021). Tuo tarpu C-galo mutanty tyrimy rezultatai rodo, kad
PrP121-230 su AP nesudaro heteroagregaty (kaip PrP23-143 atveju) ir nekei¢ia AP oligomery
toksiskumo lgsteléms. Taciau lastelinio PrP fragmentai 99-107 ir 112-134, kaip ir N-galas, mazina
AP agregaty toksiska poveikj (Zhang et al. 2019).
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1.5. Slopikliai
1.5.1. Flavonai

Flavonoidai, tai biologiniu aktyvumu pasizymin¢iy polifenoliniy junginiy $eima, literatiiroje dar
jvardinama kaip flavonai. Sie i§ augaly i§skiriami antriniai metabolitai saugo juos nuo biotiniy ar
abiotiniy veiksniy, veikia kaip ultravioletiniy spinduliy filtrai, signalinés molekulés. Maisto racione
flavonoidai aptinkami vaisiuose, darzovése, i§ augaly gautuose maisto produktuose — kakavoje,
arbatoje, kavoje (Yonekura-Sakakibara, Higashi, Nakabayashi 2019; Jiang, Doseff, Grotewold 2016).
Nepaisant to, Sie junginiai pasizymi jvairiomis farmakologinémis ir biologinémis funkcijomis:
dalyvauja neuroprotekcijoje, turi antioksidaciniy, antimikrobiniy ir antialerginiy savybiy, naudojami
véziniy susirgimy prevencijai, saugo nuo uzdegiminiy procesy. PrieSuzdegiminis poveikis pasireiskia
per reguliaciniy baltymy slopinima, uzdegiminiy citokiny veiklos reguliavimg bei transkripcijos
faktoriy aktyvacijos blokavimg (Farhadi et al. 2019; Wang, Li, Bi 2018).

Kiekvienai flavonoidy klasei budinga savita struktiira, kurios pagrindg sudaro du aromatiniai ir
vienas heterociklinis Ziedas. Cia benzeno Ziedas (A) jungiasi su pirono Ziedu (C), kurio antroje arba
treioje pozicijoje kaip pakaitas prisijungusi fenilo grupé (1.8 pav). Remiantis prie ziedy
prisijungianciais pakaitais, jy iSsidéstymu ir kiekiu, flavonoidai yra skirstomi j: flavonus, flavononus

(dihidroflavononus), flavonolius, izoflavonus ir antocianidinus (Alseekh et al. 2020).

1.8 pav. Molekuliné flavono struktara (Barreca et al. 2020).

Didziausia jvairove augaly karalystéje pasizymi flavonoidai. Struktiiros pagrinda sudaro 2-fenil-
1,4-benzopironas (1.8 pav) prie kurio (dazniausiai) 5- ir 7- pozicijoje, 3’- ir/arba 4’- pozicijoje btina
prisijungusios hidroksilo grupés. Lyginant su kitomis flavony grupémis, $i laikoma viena efektyviy
(biologiniu pozitiriu). Vis délto prieSuzdegimings flavony savybés ypac priklauso nuo jy struktiiros —

prie A ir B Ziedy prisijungianéiy grupiy iSsidéstymo ir kickio (Wang et al. 2021).
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1.5.2. Flavonai amiloidinéje agregacijoje

Nuolat vykstan¢iy paieSsky, nukreipty j neurodegeneraciniy ligy atsiradimo ar progresavimo
stabdymg, metu vis didesnis démesys skiriamas augalinés kilmés junginiams. Vieni tokiy junginiy,
kurie potencialiai galéty veikti kaip amiloidinés agregacijos slopikliai, yra flavonai (Ayaz et al. 2019).
Farmakologiniu pozitriu, Sie junginiai yra lengvai prieinami, nebrangis, stabiliis, biidinga maza
Salutiniy poveikiy rizika, esant mazoms junginio koncentracijoms pasizymi nedideliu toksiSkumu.
Viena svariausiy flavony savybiy — gebéjimas Kirsti kraujo-smegeny barjera (Solanki et al. 2015).

Pastarasis yra ypac svarbus ieSkant bei kuriant farmacinius preparatus neurodegeneraciniy sutrikimy
gydymui.

Tikslus flavony veikimo mechanizmas amiloidinéje agregacijoje néra iki galo suprastas. Ne visi
flavonai sukelia vienoda efektg fibriliy formavimuisi, kas leidzia manyti, kad kiekvienas polifenolinis
junginys gali buti labai specifiSkas atitinkamam taikiniui. Potencialtis flavoniniai slopikliai
agregacijos procesa gali paveikti labai skirtingai: neleisti susidaryti pirminiam branduoliui, slopinti
fibriliniy agregaty formavimasi, toksiska baltymo konformacija gali pakeisti | netoksiSkus agregatus
(Choi et al. 2020; Singh, Kaur, Silakari 2014). Tiriant amiloidiniy baltymy (a-syn, AP, tau) ir
flavonoidy sgveikas daugelis tyrimy atlickama naudojant oksiduotus polifenolius. Oksidacijos
procesas pradeda vykti pakitus aplinkos salygoms (temperatiirai, pH), ko pasekoje gaunama pakitusi
flavono molekuliné struktiira. Dalinai iSardoma ziedy sistema ar net susidarantys tarpiniai oksidacijos
produktai gali visiSkai pakeisti polifenoliniy junginiy savybes, atliekamas funkcijas (Sakalauskas et
al. 2021). Tyrimy metu nustatyta, kad oksiduota kvercetino forma neleidzia vykti baltymo
konformaciniams pokyc¢iams ir stabdo fibriliy ilgéjimo procesa. PanaSiu agregacijos slopinimo
mechanizmu pasizymi ir fisetinas (Zhu, Han, Fink 2013; Akaishi et al. 2008). Tuo tarpu morinas geba
destabilizuoti susidariusias fibriles, ko pasekoje susidaro agregacijos procese toliau nedalyvaujantys
tarpiniai produktai (Lemkul, Bevan 2012). Nors dalis polifenoliniy junginiy in vitro geba slopinti
agregaty formavima, in vivo eksperimentai nepasizymi tokiu paciu efektyvumu. Vienas i§ literatiiroje
daugiausiai minimy flavony, kuris efektyviai veikia Ap42 agregacijos procesa, 0 gauti produktai rodo
sumazgjusj citotoksiSkuma, yra kempferolis. Manoma, kad $io flavono veikimo mechanizmas susijgs
su baltymo hirofobinés dalies ir flavono sgveika, kas lemia baltymo toksiskos konformacijos

susidaryma (Sharoar et al. 2012).
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1.6. CitotoksiSkumas

[vairius gyvus organizmus paveikus tam tikromis medziagomis, lastelémis ar pakeitus aplinkos
salygas gali atsirasti jvairios organy, audiniy pazaidos, sutrikti metaboliniai procesai, kas bendrai yra
vadinama toksiSkumu. Konkreciai lasteliy atveju, toksisky veiksniy jtaka jvardijama kaip
citotoksiSkumas. Citotoksinés medziagos gali sukelti Igsteliy pazaidas ar mirtj, vykdant nekroze ar
apoptoze, arba sumazinti lasteliy gyvybinguma (stabdomi augimo ir dalijimosi procesai) (Freshney
2005).

CitotoksiSkumo tyrimai farmacijoje yra vienas pirmyjy etapy nustatant potencialiy vaistiniy
medziagy (sintetiniy), augaly ekstrakty ar 1§ augaly gauty biologiskai aktyviy junginiy toksiSkuma.
Siems biologiniams tyrimams naudojami jvairlis metodai bei lasteliy linijos. Tai gali biiti tokie
metodai kaip pazeisty lgsteliy morfologiniy pokycCiy stebéjimas, toksiSkais junginiais paveikty
lasteliy gyvybingumo ar metaboliniy poky¢iy matavimas (Celik 2018). Vienas populiariausiy ir
paprasc¢iausiy yra kolorimetrinis MTT gyvybingumo testas (1.9 pav.). Jo pagalba galima registruoti
lasteliy dauginimasi, gyvybinguma ir citotoksiSkuma. MTT tyrimo principas pagristas geltonos
spalvos tetrazolio druskos (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltet-tetrazolio bromido) skilimu iki
galutinio produkto — purpurinés spalvos formazano, veikiant nikotinamido adenino dinukleotido
fosfatui (NADH). Susidares formazano kristaly Kiekis yra tiesiogiai proporcingas gyvy, nepazeisty
lasteliy Kiekiui (Stockert et al. 2012; Grela, Koztowska, Grabowiecka 2018).

1.9 pav. Fermentiné MTT redukcija iki formazano (Prébst et al. 2017).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

2.1 lentelé. Medziagos, naudotos darbo metu.

Gamintojas Medziagos ir reagentai
NaOH;

NaH2POg;
NaxHPOg;
HCI;
NaC12H25S04;
NaCl;

KCI;
KH2POsg.

Tioflavinas T;

Acros Organics

Sigma — Aldrich Jaucio vaisiaus serumas (FBS).

CH3COOH;
Carl Roth CH3COONa;

C2HeOS.
DMEM auginimo terpé;

Penicilinas-streptomicinas;
PBS (1x);

Tripsinas.

Gibco

Fisher Scientific MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltet-tetrazolio bromidas).

Baltymai:
Tyrimams naudoti baltymai — amiloidas-p, MoPrP89-230 ir MoPrP23-143 — gauti i§ Vilniaus

universiteto, Amiloidy tyrimy grupés.
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2.1.2. Tirpalai

A. 10 mM acetatinis buferinis tirpalas (pH 4). 1 M CH3COOH ir 1 M CH3COONa buferiniai tirpalai
sumaiSomi santykiu 3:1. Tirpalas skiedziamas dejonizuotu vandeniu. pH koreguojamas atitinkamai

HCI arba NaOH tirpalu. Filtruojama per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

B. 10 mM natrio fosfatinis buferinis tirpalas (pH 8). pH koreguojamas atitinkamai HCI arba NaOH
tirpalu. Filtruojama per 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

C. 20 mM natrio fosfatinis buferinis tirpalas (pH 8). pH koreguojamas atitinkamai HCI arba NaOH
tirpalu. Filtruojama per 0,22 pum pory dydzio, 47 mm diametro filtrg.

D. 10x PBS buferinis tirpalas (pH 6,8). NaCl, KCI, Na,HPO; ir KH2POy4 istirpinami naudojant
dejonizuotg vandenj. pH koreguojamas atitinkamai HCI arba NaOH tirpalu. Filtruojama per 0,22 um

pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

E. 1x PBS buferinis tirpalas (pH 7,4). 10x PBS buferinis tirpalas skiedziamas dejonizuotu vandeniu
santykiu 1:10. pH koreguojamas atitinkamai HCI arba NaOH tirpalu. Filtruojama per 0,22 um pory
dydzio, 47 mm diametro filtra.

F. 10 % natrio dodecilsulfato su 0,01 N HCI buferinis tirpalas. NaCi2H25SO4 tirpinamas
dejonizuotame vandenyje. Pridedama HCI, kad galutiné koncentracija tirpale baty 0,01 N.

Filtruojama per 0,22 um pory dydZio, 47 mm diametro filtra.
G. 5mg/mL MTT reakcijos misinys. MTT milteliai tirpinami naudojant 1x PBS (Gibco). Filtruojama

per 0,22 um pory dydZio, 47 mm diametro filtra.

2.1.3. Mitybinés terpés

Lasteliy auginimo terpé. Sterili DMEM auginimo terpé papildoma 10 % jaucio vaisiaus serumu ir
1 % penicilino-streptomicino antibiotiku. ] 500 mL DMEM auginimo terpe pilama 50 mL jaucio

vaisiaus serumo (FBS) ir 5 mL antibiotiko.

2.1.4. Laboratoriné jranga ir priemonés

e Filtrai ,,Fisher Scientific*: 0,22 um pory skersmens, 47 mm diametro;
e pH metras ,,Thermo Scientific Orion DUAL STAR meter*;
e Svarstyklés: ,,Kern PCB 1000-2 ir ,,Denver Instruments TP-214%;
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Ultragarsinis homogenizatorius ,,Bandelin Sonopuls*;

Ploksteliy skaitytuvas ,,CLARIOstar Plus®;

96 sulinéliy mikroplokstelés (ThermoFisher, kataloginis numeris: 10438082);

96 sulinéliy plokstelés lasteliy auginimui (TPP, kataloginis numeris: 92196);
Magnetinés maisyklés: ,,VARIOMAG Maxi Direct® ir ,, VELP Scientifica® ARE®;
Spektrofotometras ,,Nanodrop 2000”;

Vakuuming filtravimo sistema ,,Sigma-Aldrich;

Liofilizatorius ,,FreeZone Triad Freeze Dry Systems®;

Laminariné traukos spinta ,,Nuaire Class Il type;

Vakuuming filtravimo sistema ,,Sigma-Aldrich*;

Laboratoriniai inkubatoriai: ,,Medline Scientific™ AAH21172K* ir ,,NuAire DHD AutoFlow
5510 Air Jacketed CO2 Incubator,

Mikroskopas ,,Olympus CKX31%;

Vandens vonelé ,,VWB2 series”;

Atomings jégos mikroskopas ,,Dimension Icon Bruker*.

2.2. Metodai

2.2.1. Neoksiduoty flavony paruoSimas

Neoksiduoti flavonai ruosiami taip, kad galutiné koncentracija mégintuvélyje biity 20 mM. Tam

pasiekti, kiekvienas atsvertas flavonas tirpinamas atitinkamame dimetilsulfoksido triyje. Dél tirpumo

sumazéjimo, flavonas liuteolinas buvo skiedziamas iki 15 mM.

2.2.2. Flavonuy oksidacija

Kiekvienas 20 mM flavono tirpalas oksidacijai ruosiamas skiedziant jj su 10 mM fosfatiniu

buferiniu tirpalu ir 10 mM dimetilsulfoksidu (DMSO). Galutiné flavono koncentracija paruoStame

tirpale — 200 uM. Oksidacija vykdoma 37 °C. Po oksidacijos flavony tirpalai liofilizuojami.

Po liofilizavimo gauti flavonai tirpinami tokiame 1x PBS buferinio tirpalo tiiryje, kad galutiné

koncentracija biity 400 uM.
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2.2.3. Spontaniné baltymuy agregacija

Agregacijos tyrimams naudoti trys baltymai: amiloidas-p (Ap), MoPrP89-230 ir MoPrP23-143.
Spontaninés agregacijos tyrimui i§ viso ruoSiami penki reakcijos miSiniai: tik amiloidas-p, tik
MoPrP89-230, tik MoPrP23-143, AB+MoPrP89-230 misinys ir AP+MoPrP23-143 misinys.
Kiekvienas baltymo tirpalas/tirpalai sumaiSomi su 1x PBS buferiniu tirpalu ir 10 mM ThT, kad
galutiné ThT koncentracija biity 20 uM, o baltymy koncentracijos atitinkamai: Ap —2 uM, MoPrP89-
230 — 10 uM ir MoPrP23-143 — 10 uM. Spontaninés agregacijos procesas stebimas matuojant ThT
fluorescencijos pokytj laike. Procesas vykdomas 37 °C temperatiiroje, be purtymo. Matavimai

atliekami kas 5 minutes, esant 440 nm suzadinimo ir 480 nm emisijos bangos ilgiams.

2.2.4. Spontaniné agregacija veikiant flavonais

Spontaninés agregacijos tyrimas vykdomas veikiant AB+MoPrP misinj neoksiduotais arba

oksiduotais flavonais.

Tyrimas su neoksiduotais flavonais. Monomeriniai baltymai (Ap ir MoPrP) ir kiekvienas
neoksiduoto flavono tirpalas sumaiSomas su 1x PBS buferiniu tirpalu, 10 mM ThT ir DMSO, kad
galutiné flavono koncentracija btity 50 pM, ThT koncentracija — 20 pM, amiloido  — 2 uM, MoPrP
—10 uM ir 0,25 % dimetilsulfoksido.

Tyrimas su oksiduotais flavonais. Monomeriniai baltymai (AB ir MoPrP) ir kiekvienas
oksiduoto flavono tirpalas sumaiSomas su 1x PBS buferiniu tirpalu ir 10 mM ThT, kad galutiné
flavono koncentracija bty 50 uM, ThT koncentracija — 20 uM, amiloido f — 2 uM ir MoPrP — 10
uM.

Agregacijos procesas vykdomas 2.2.4 skyriuje nurodytomis saglygomis.

2.2.5. Lasteliy auginimas

Tyrimams naudojamos Zmogaus neuroblastomos lgstelés SH-SY5Y jsigytos is ,,American Type
Culture Collection (ATCC)* (Manasas, Virdzinija, JAV).

Lastelés auginamos DMEM mitybinéje terpéje, papildytoje 10% jaucio vaisiaus serumo ir 1 %

antibiotiko, CO; inkubatoriuje (37 °C temperatiiroje ir augimo aplinkoje esant 5 % CO).
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2.2.6. Lasteliy gyvybingumo testas — MTT

Zmogaus neuroblastomos lastelés (SH-SY5Y) uzséjamos j 96 3ulinéliy plokstele, po 15000
Iasteliy kiekviename Sulinélyje. Plokstelé su lgstelémis paliekama augti per naktj. Po inkubacijos
augimo terpé pakeiCiama j terpg, kurioje yra atitinkamas monomeriniy baltymy (AP ir MoPrP) ir
flavono miSinys. Kaip kontrolés, naudojamos terpés, kuriy sudétyje yra: abiejy tiriamyjy baltymy ir
flavono buferiniai tirpalai; vienas i baltymy, kito baltymo ir flavono buferinis tirpalas; abu
monomeriniai baltymai ir flavono buferinis tirpalas. Inkubuojama 48 valandas, CO. inkubatoriuje.
Po 48 valandy inkubacijos | kiekvieng Sulinélj pilama paruos$to 5 mg/mL koncentracijos MTT
reagento (tirpalas G), kad galutiné jo koncentracija Sulinélyje biity 10 uM. Inkubuojama 2 valandas.
Po dviejy valandy susidare formazano kristalai tirpinami j kiekvieng Sulinélj jpilant po 100 pL tirpalo

F. Galiausiai matuojama sugertis naudojant 570 nm ir 690 nm bangos ilgj.

2.2.7. Atominés jégos mikroskopija

Ant $vieziai nulupto zérucio uzneSama 0,1 % v/iv APTES (3-aminopropiltrietoksisilano).
Inkubuojama 2 minutes. Po inkubacijos zérutis nuplaunamas 2 mL milli-Q vandens ir $velnia oro
srove nudziovinamas. 20 pL fibrilinio méginio uznesama ant APTES reagentu padengto Zérucio ir
inkubuojama 2 minutes. Po dviejy minuéiy zérutis yra nuplaunamas 2 mL milli-Q vandens, $velnia
oro srove nudZiovinamas. Paruo$ti méginiai yra atvaizduojami naudojant atominés jégos mikroskopa
,Dimension Icon Bruker“. Naudoti parametrai: 10 um plotas, auks$ta rezoliucija (1024 x 1024

pikseliy), matavimo greitis 0,5 Hz.
Vaizdiniai analizuojami programine jranga ,,Gwyddion®.

2.2.8. Kinetikos duomeny normalizavimas

Agregacijos proceso kinetinés kreivés yra gaunamos atitinkamame laiko intervale registruojant
tioflavino T fluorescencijos intensyvumo pokyti. Gauti duomenys naudojami santykiniy agregacijos

puslaikiy apskaic¢iavimui. Duomeny normalizavimas atliekamas pagal 2.1 formule:

(X = Xmin)

(xmax - xmin)

Inorm -

2.1 lygtis. Duomeny normalizavimo formulé kinetikai. X — fluorescencijos reik§mé x laiko momentu, Xmin —

maziausia fluorescencijos reik§mé, xmax — trylikos didZiausiy/paskutiniy fluorescencijos reikSmiy vidurkis.
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Po duomeny normalizavimo apskai¢iuojamas santykinis agregacijos puslaikis. Si verté gaunama
kiekvieno méginio agregacijos puslaikiy vidurkj padalinus i§ kontrolinio méginio agregacijos
puslaikiy vidurkio. Agregacijos puslaikiy vidurkio apskaic¢iavimui pasirenkami trys nepriklausomi

pakartojimai.
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3. EKSPERIMENTU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Rekombinantiniy MoPrP mutanty ir Ap agregacijos tyrimas

Fiziologinémis sglygomis neurodegeneracinius procesus gali nulemti lgstelés mikroaplinka:
lasteliniy ir amiloidiniy baltymy sgveika. Bitent tai skatina manyti, kad uz neurodegeneraciniy ligy
atsiradimg ir progresavimg néra atsakingas tik vienas baltymas, bet keliy baltymy kompleksai.

Alzheimerio ligos atveju su agregacijos procesu siejamas AP ir pelés prioninis baltymas.

Sio tyrimo metu buvo siekiama jvertinti kaip amiloidas-B ir pelés prioninis baltymas veikia
vienas kito agregacijos procesa. Tam buvo naudojamas Ap42 ir du pelés prioninio baltymo mutantai:
MoPrP23-143 ir MoPrP89-230. Spontaniné baltymy agregacija vykdyta fiziologinémis sglygomis,
kaip aprasyta 2.2.3 skyriuje. Gauti kinetikos duomenys panaudoti apskaiciuojant agregacijos
puslaikiy vertes (3.1 pav. C). Tiek i§ gauty kinetikos kreiviy (3.1 pav A-B), tiek remiantis puslaikiy
vertémis, matoma, kad AP baltymo agregacijos puslaikis yra apie 20 minuc¢iy. Tuo tarpu MoPrP23-
143 agregacijos puslaikio verté yra apie 1000 minuc¢iy, o MoPrP89-230 spontaniskai neagregavo.
Sumaisius AB42 su MoPrP23-143 pastebétas agregacijos puslaikio padidéjimas amiloido-f} atzvilgiu,
bet sumaz¢jimas — MoPrP23-143 atzvilgiu. Reakcijos miSinyje esant AB42 ir MoPrP89-230 matoma
tokia pati agregacijos proceso tendencija kaip ir AB+MoPrP23-143 atveju. Lyginant abu reakcijos
miSinius tarpusavyje, AB+MoPrP89-230 pasiZymi maZesne agregacijos puslaikio verte ir maZesniu
fluorescencijos intensyvumu (3.1 pav B). Manoma, kad vykstant AP ir MoPrP23-143 koagregacijai
baltymai linke sukibti, kas lemia koncentracijos sumazéjimg. Sie pokyciai gali buti susije su
sulétéjusiu AP agregacijos procesu, o sudare agregatai skatinti kartu procese dalyvaujan¢io MoPrP23-
143 fibriliy formavimasi (Honda 2018).Tuo tarpu AP ir MoPrP89-230 koagregacijos procesas ir jo

metu susidarancios sgveikos néra iki galo nustatyti.
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3.1 pav. Pelés prioninio baltymo mutanty (MoPrP23-143 ir MoPrP89-230) ir AP amiloidinés
agregacijos tyrimas. A — Ap ir MoPrP23-143 agregacijos kinetikos grafikas, B — Ap ir MoPrP89-230
agregacijos kinetikos grafikas, C — agregacijos puslaikiy diagrama, D — lgsteliy gyvybingumo
diagrama.

Atlikus spontaning agregacija, buvo tiriamas agregaty toksiSkumas lgsteléms. Tyrimo metu,
lastelés buvo auginamos esant dviems sglygoms. Pirmu atveju, ant Iasteliy uznesus jau suformuotus
agregatus (3.1 pav. D, rudos spalvos stulpeliai). Antru atveju, agregacijos procesg vykdant lastelinéje
aplinkoje, t.y. lasteles inkubuojant su atitinkamais monomeriniais baltymais. Paveikus lgsteles
suformuotais agregatais, gauti rezultatai tarpusavyje yra gana panaSis. Matoma, kad Igsteliy
gyvybingumas apytiksliai sumazéja tik iki 70 %. Tuo tarpu ant lasteliy uzneSus monomerinius
baltymus (agregacija vykdant lgstelinéje aplinkoje) matomi dideli skirtumai tarp rezultaty. AP ir
MoPrP miSiniai pasizymi didziausiu toksiskumu — Igsteliy gyvybingumas sumazéja 50 %. Didesnj
atsparumg fibriliniams agregatams lemia struktiiros stabilumas lyginant su oligomerais, paciy fibriliy

dydis (riboja i$plitimg j kitus audinius ar organeles) (Verma et al. 2015).
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Tolimesniems lgsteliy gyvybingumo tyrimams buvo nusprgsta nenaudoti jau suformuoty

agregaty, o agregacija vykdyti auganciy lasteliy aplinkoje.

3.2. Rekombinantiniy MoPrP mutanty ir Ap morfologijos tyrimas

Agregacijos metu susidariusiy fibriliy morfologiniai skirtumai vertinti pasitelkiant atominés
jégos mikroskopija. Méginiai mikroskopavimui buvo ruosSiami pavirSiy modifikuojant taip, kad prie

jo prisijungty neigiamg kriivj turintis Ap baltymas (2.2.7 skyrius).

AJM bidu gauti AB42 ir MoPrP23-143 vaizdiniai pateikti 3.2 paveikslélyje. Cia matoma, kad
AP42 formuoja daug trumpy agregaty, kurie linke susitelkti j nedideles sankaupas (3.2 pav. A ir 3.3
pav. A). Lyginant su AB42, MoPrP23-143 sudaro Siek tiek aukstesnes, ilgesnes fibriles (3.2 pav. C).
D¢l modifikavimo APTES reagentu, teigiamai jkrautas MOPrP silpnai jungiasi prie zérucio
pavirSiaus, ko pasekoje matomas sumazéj¢s agregaty tankis. Tuo tarpu AP42 ir MoPrP23-143
koagregacijos metu susidariusios fibrilés yra ilgesnés nei pavieniy baltymy ir morfologiskai
panasesnés | MoPrP23-143. Tai gali reiksti, kad amiloidiniy agregaty pagrinda sudaro MoPrP
baltymas. Taip pat Siems koagregacijos produktams btidingas didelis agregaty tankis (jungimasis prie
modifikuoto pavirSiaus), ka galéty lemti prie MoPrP fibriliy pavirSiaus prisijunge AP baltymo
fragmentai (Konig et al. 2021).

\ 50

3.2 pav. AP42 ir MoPrP23-143 amiloidiniy agregaty AJM vaizdiniai. A — AB42, B — AP42 ir
MoPrP23-143, C — MoPrP23-143.

Toliau buvo analizuojami AP ir MoPrP89-230 meéginiai. Gauti AJM rezultatai pateikti 3.3
paveikslélyje. Kaip ir buvo nustatyta agregacijos tyrimo metu, MoPrP89-230 spontaniskai
neagreguoja. MoPrP89-230 méginj analizuojant AJM pagalba néra matoma susidariusiy amiloidiniy
fibriliy, ta¢iau yra pavieniy mazy fragmenty, kurie galéty bati baltymo monomeriné ar oligomeriné

forma (3.3 pav. C). Gautuose AP42 ir MoPrP89-230 koagregacijos vaizdiniuose (3.3 pav. B) néra
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aiskiai iSreiksty amiloidiniy fibriliy. Cia matomos nedidelés agregaty sankaupos ir pavieniai nedideli

ju fragmentai. Norint tiksliai nustatyti, kokiy baltymy agregatai tai yra, reikalingi tolimesni tyrimai.

. 2 oSt -5.0
3.3 pav. AP42 ir MoPrP89-230 amiloidiniy agregaty AJM vaizdiniai. A — AB42, B — AP42 ir
MoPrP89-230, C — MoPrP89-230.

3.3. Flavonuy jtaka MoPrP mutanty ir AP agregacijai

Didéjant supratimui apie amiloidiniy fibriliy susidaryma, vis daugiau tyrimy atlieckami ieSkant
veiksniy galinéiy paveikti agregacijos proceso eigg. Didelis démesys skiriamas junginiams, kurie
potencialiai slopinty amiloidiniy agregaty formavimasi. Vieni tokiy junginiy, kuriy anti-amiloidinis

efektas minimas literatiiroje, yra flavonai.

Sia tyrimo dalimi siekta jvertinti oksiduoty ir neoksiduoty flavony jtaka AB42 ir MoPrP mutanty
koagregacijos procesui. Pilnas, tyrime naudoty flavony sgrasas nurodytas skyriuje ,,PRIEDAI*.

3.3.1. MoPrP23-143 ir Ap

Neoksiduoty flavony poveikis AP42 ir MoPrP23-143 bendram agregacijos procesui buvo
vertinamas registruojant ThT fluorescencijos intensyvumo verciy pokyt; laike. IS gauty kinetikos
duomeny apskaiciuotos santykinés agregacijos puslaikiy vertés (3.4 pav. A). Didziausia santykinio
agregacijos puslaikio verté nustatyta 5,6-dihidroksiflavonui (Nr. 1), o Siek tieck mazesné — 7,8-
dihidroksiflavonui (Nr. 2). Tarpusavyje panaSiomis santykinémis agregacijos puslaikiy vertémis
pasizyméjo keturi flavonai: 3,7,8,2’-tetrahidroksiflavonas (Nr. 13), 6,2”,3’-trihidroksiflavonas (Nr.
5), 3”,4’-dikidroksiflavonas (Nr. 3) ir 7,8,3’-trihidroksiflavonas (Nr. 8). Kiekvienam i$ $iy junginiy
esant reakcijos misinyje, pastebétas santykinio agregacijos puslaikio padidéjimas lyginant su
kontoliniu reakcijos misiniu (AB+MoPrP23-143).
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Tolimesnei analizei pasitelktos agregacijos kinetikos kreivés. 3.4 paveikslélio B-G dalyse
pateikiami SeSiy didziausiomis santykiy agregacijos puslaikiy vertémis pasizyminciy flavony
ThT

fluorescencijos intensyvumo vertés yra mazesnéS nei kontrolinio méginio (AB+MoPrP23-143).

kinetikos kreivés. Matoma, kad vykstant AP+MoPrP23-143+flavono agregacijai,
APB+MoPrP23-143+3’,4’-dikidroksiflavono (Nr. 3) atveju, ThT fluorescencijos intensyvumas yra du
kartus didesnis lyginant su kitais flavonais: fluorescencijos intensyvumas lygus MoPrP23-143
kontrolei (3.4 pav F). Agregacijos procesui vykstant su flavonu ir be flavono, pastebimi skirtumai
tarp gauty kinetikos kreiviy. Konkreciai, agregacijai vykstanciai su flavonu, biidingas eksponentinis

kitimas laike.
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3.5 pav. Neoksiduoty flavony jtakos APB42 ir MoPrP23-143 agregacijai citotoksiSkumo tyrimas.
LK — lIagsteliy kontrol¢, BF — baltymy buferinis tirpalas, M23 — MoPrP23-143, AB+M23 — AP ir
MoPrP23-143 baltymy kontrolinis méginys. Skaiciai 1-21 zymi AB+MoPrP89-230 ir atitinkamo
flavono reakcijos misinj. Naudoty flavony sarasas pateiktas skyriuje ,,PRIEDAI*. Tamsesni stulpeliai
(1,2, 3,5, 8, 13) zymi reakcijos misinius pateiktus 3.4 pav.

Véliau buvo tiriama, kaip keiciasi lasteliy gyvybingumas, amiloidinei agregacijai vykstant su ir
be flavono. Pastebéta, kad ne visi didziausios santykinés agregacijos puslaikio vertés AB+MoPrP23-
143+flavono agregacijos miSiniai turéjo ir lasteliy gyvybingumg didinanciy savybiy. Ap+MoPrP23-
143+5,6-dihidroksiflavono (Nr. 1) misiniu paveikus lgsteles yra matomas maziausias citotoksiSkumas
Lasteliy gyvybingumas siekia apie 85 %, kas yra lygu baltymy kontrolei. Analogiskas rezultatas
budingas ir junginiui Nr. 11 (5,6,7,4’-Tetrahidroksiflavonui). Tuo tarpu didZiausiu citotoksiSkumu
lastelems pasizyméjo AP+MoPrP23-143+flavonas Nr. 7 (6,3’,4’-Trihidroksiflavonas). Siek tiek
didesnis gyvybingumas stebimas esant flavonui Nr. 3 (~ 40 %), su kuriuo AB+MoPrP23-143

agregacija vyksta léCiausiai.

Identiski eksperimentai buvo atlieckami naudojant oksiduotus flavonus. Siuo atveju, gautos
kinetikos kreivés visiskai skiriasi nuo gauty paveikus neoksiduotasi flavonais. Pastebéta, kad tiek
kontrolinio (AB+MoPrP23-143), tiek AB+MoPrP23-143+flavono méginio agregacijos procesui
budinga dviguba sigmoidiné kreivé. Tai rodo agregacijos metu vykstancig antring nukleacija, kuri
susijusi su skirtingy struktiiry — kamieno — susidarymu (Sneideris et al. 2015). IS tokiy kinetikos
duomeny yra sudétinga nustatyti tikslius agregacijos puslaikius, todél bendram oksiduoty flavony

jtakos vertinimui pasitelktos kinetikos kreivés.
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3.6 pav. Oksiduoty flavony jtaka Ap42 ir MoPrP23-143 agregacijai. A-F — atrinktos Ap, MoPrP23-
143, su atitinkamais fenoliniais junginiais, agregacijos kinetikos kreivés.

IS 3.6 paveikslélio grafiky matoma, kad vykdant Ap+MoPrP23-143+oksiduoty flavony
agregacija, ThT fluorescencijos intensyvumo vertés nesumaz¢ja kaip 3.4 pav. B-G atveju. Tai gali
reiks$ti, kad oksiduotos (stabilesnés) flavony formos neturi didelés jtakos ThT fluorescencijos
intensyvumui, lyginant su tais paciais neoksiduotais flavonais. Taip pat 3.6 pav. B ir D grafikuose
matoma, kad AB+MoPrP23-143+flavono (atitinkamos) agregacijos kinetiniy kreiviy vertés nustoja
Kisti anks¢iau nei baltymy kontrolinio méginio kinetikos kreivés (AB+MoPrP23-143). Tai gali
paaiskinti keli procesai: B ir D atveju nevyksta antrasis agregacijos etapas arba greiiau yra

pasiekiama dinaminé pusiausvyra — greitinamas agregacijos procesas (Cukalevski et al. 2015).

3.3.2. MoPrP89-230 ir Ap

Neoksiduoty flavony poveikis Ap42 ir MoPrP89-230 bendram agregacijos procesui vertintas
kaip ir AB+MoPrP23-143, t.y. registruojant ThT fluorescencijos intensyvumo verciy pokytj laike.
Gauti kinetikos duomenys panaudoti santykiniy agregacijos puslaikiy apskai¢iavimui (3.8 pav. A).
Cia didziausia santykine agregacijos puslaikio verte pasizyméjo tik vienas APB+MoPrP89-
230+flavono reakcijos miSinys. Sulétéjes agregaty formavimasis budingas AB+MoPrP89-
230+kvercetino (Nr. 19) misiniui. Pastarojo kinetikos grafikas pateiktas 3.8 paveikslélio B dalyje.

34



Lyginant su kontroliniu méginiu (AB+MoPrP89-230), matomas sumaze¢jes ThT fluorescencijos
intensyvumas ir eksponentinis veréiy kitimas laike. Tokie kvercetino sukeliami agregacijos poky¢iai
siejami su agregacijos proceso slopinimu (Wang, Wang, Zeng 2011).

0 MoPrP89-230 I AB+MoPrpPg9-230

AB+MoPrP89-230+Kvercetinas (Nr. 19) Il AB+MoPrP89-230+5,6-Dihidroksiflavonas (Nr. 1)

I AB+MoPrP89-230+3,7,8,2’-Tetrahidroksiflavonas (Nr. 13)
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3.8 pav. Neoksiduoty flavony jtaka AP42 ir MoPrP89-230 agregacijai. A — santykiniy agregacijos
puslaikiy grafikas (raudona linija Zymi kontrolinio méginio santykinio puslaikio paklaidos virSuting
riba), B — slopinancio junginio agregacijos kinetikos kreives, C-D — agregacija greitinanciy junginiy
kinetikos kreives.

Tyrimo metu taip pat buvo nustatyti ir keli polifenoliniai junginiai, kuriy jtaka Ap+MoPrP89-
230 koagregacijai issiskyré mazomis santykinémis agregacijos puslaikiy vertémis. Tai 5,6-
dihidroksiflavonas (Nr. 1) ir 3,7,8,2’-tetrahidroksiflavonas (Nr. 13). AB+MoPrP89-230 paveikus tiek
vienu, tiek kitu junginiu, matomas aiSkus ThT fluorescencijos intensyvumo sumaz¢jimas, taciau
vertés nebekinta pra¢jus pirmam 100 minuciy. Tokie kinetikos poky¢iai gali reiksti, kad agregacijos
eigoje flavonas oksiduojasi sudarydamas chinong, kuris jungiasi su AB42, stabilizuoja baltymag ir taip
létina agregacija (Park, Yi, Lim 2021). Taip pat, agregacijos metu vykstant flavony oksidacijai
atsiranda tamséjimo efektas, kurio metu ThT fluorescencija yra sugeriama $iy oksidacijos proceso
metu susidaranc¢iy junginiy (Bijlsma et al. 2022; Tan et al. 2020).
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3.9 pav. Neoksiduoty flavony jtakos AP42 ir MoPrP89-230 agregacijai citotoksiSkumo tyrimas.
LK — Igsteliy kontrol¢, BF — baltymy buferinis tirpalas, M23 — MoPrP89-230, AB+MoPrP89-230 —
AP ir MoPrP89-230 baltymy kontrolinis méginys. Skai¢iai 1-21 zymi AB+MoPrP89-230 ir
atitinkamo flavono reakcijos miSinj. Naudoty flavony sarasas pateiktas skyriuje ,,PRIEDAI".
Tamsesni stulpeliai (1, 13, 19) Zymi reakcijos miSinius pateiktus 3.8 pav.

Neoksiduoty flavony kartu su AB+MoPrP89-230 poveikis tirtas lasteliy gyvybingumo metodu.
Didziausios santykinés agregacijos vertés — Ap+MoPrP89-230+kvercitino (Nr. 19) — misinys Iasteliy
gyvybingumg sumazino iki 65 % (3.9 pav.). Tuo tarpu AB+MoPrP89-230+5,6-dihidroksiflavonas
(maziausia agregacijos puslaikio verté) gyvybinguma sumazino tik iki 90 %. Matoma, kad
APB+MoPrP89-230+5,6-dihidroksiflavonas (Nr. 1) yra vienas i§ maziausig toksiskumg sukelianciy
kompleksy. Dar vienas polifenolinis junginys sumazings AB+MoPrP89-230 toksiSkuma lasteléms yra
2’,3’-dihidroksiflavonas (Nr. 4). Manoma, kad flavonams jungiantis su AP oligomerais skatinami
pastaryjy konformaciniai pokyciai — suardomi hidrofobiniai ir - rySiai, kas létina AP agregacija ir
mazina citotoksiskumg (Zeng et al. 2018). IS visy testuoty junginiy pats didZiausias toksiSkumas
matomas lasteles veikiant Ap+MoPrP89-230+7,8,3",4’-tetrahidroksiflavonu (Nr. 16). Siuo atveju

gyvybingumas sumazéja iki 37 %.
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3.10 pav. Oksiduoty flavony jtaka AP42 ir MoPrP89-230 agregacijai. A — santykiniy agregacijos
puslaikiy grafikas (raudona linija Zymi kontrolinio méginio santykinio puslaikio paklaidos vir§uting
ribg), B-F — slopinan¢iy junginiy agregacijos kinetikos kreivés (grafikai isdéstyti pagal santykinés
agregacijos puslaikio vertés maz¢jima).

Oksiduoty flavony tyrimo metu, nustatyta 11 junginiy, kurie lyginant su kontrole, pasizyméjo
didelémis santykinio agregacijos puslaikio vertémis. 3.10 paveikslélyje pateikiamos penkiy flavonais
paveikty méginiy kinetikos kreivés, kuriems budingas 1éCiausias agregacijos procesas. Didziausia
verté budinga Ap+MoPrP89-230+3,6,2°,4”,5’-pentahidroksiflavono (Nr. 18) kompleksui. Lyginant
su AB+MoPrP89-230 kontroliniu méginiu, esant 3,6,2°,4’,5’-pentahidroksiflavono (Nr. 18) matomas
sumazgjes fluorescencijos intensyvumas. Panasi tendencija stebima ir agregacija vykdant su 7,8,2’-
trihidroksiflavonu (Nr. 6), taciau Siuo atveju, i$§ kinetikos duomeny nustatytas mazesnés agregacijos
puslaikio verté (lyginant su Nr. 18). Kiti polifenoliniai junginiai, 1étinantys amiloidinius procesus,
yra 2’,3’-dihidroksiflavonas (Nr. 4), 7,8,3’-trihidroksiflavonas (Nr. 8) ir 3,7,3°,4°,5’-
pentahidroksiflavonas (Nr. 20). Agregacijos metu esant $iy oksiduoty flavony, ThT fluorescencijos
intensyvumai yra artimi AB+MoPrP89-230 kontrolei. Tyrimo metu pastebéta, kad visiems penkiems
baltymy-flavony reakcijos misSiniams biidinga konkurencinj fermentinés reakcijos slopinimo

mechanizma apibtidinanti kreivé (Whidden et al. 2014).

37



110

100
90
» 80 F
§ &
5 70+ -
g &
= 60 =l & e ]
S, 504 o W
o ==
S 40
g
n 304
o’
-
20 +
10
0'|||||||TT|||||||||TT
¥YLAOA TN ITNDOMNOOAO T~ NMTNONONO ™
- M0 < R 0 T e NN
==
+
<

3.11 pav. Oksiduoty flavony jtakos APB42 ir MoPrP89-230 agregacijai citotoksiSkumo tyrimas.
LK — lasteliy kontrol¢, BF — baltymy buferinis tirpalas, M89 — MoPrP89-230, Ap+MoPrP89-230 —
AP ir MoPrP89-230 baltymy kontrolinis méginys. Skaiiai 1-21 zymi AB+MoPrP89-230 ir
atitinkamo flavono reakcijos misinj. Naudoty flavony sarasas pateiktas skyriuje ,,PRIEDAI".
Tamsesni stulpeliai (4, 6, 8, 18, 20) zymi reakcijos miSinius pateiktus 3.10 pav.

Oksiduoty flavony ir AB+MoPrP89-230 sudaromo komplekso poveikis lagsteléms stebétas
citotoksiSkumo tyrimo metu. Beveik visy 3.10 pav. B-F grafikuose pateikty AB+MoPrP89-
230+flavony toksiSkas poveikis lasteléms pasireiSkia gyvybingumo sumaze¢jimu iki 60 %, kas yra
lygu AB+MoPrP89-230 kontrolei. Baltymy misinyje esant 7,8,2’-trihidroksiflavono (Nr. 6), lasteliy
gyvybingumas nukrenta iki 50 %.

MoPrP89-230 I Ag+MoPrP89-230+Skutelareinas (Nr. 11)
I AB+MoPrP89-230 AB+MoPrP89-230+7,8-Dihidroksiflavonas (Nr. 2)
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3.12 pav. Ap42, MoPrP89-230 ir oksiduoty flavony agregacijos kinetikos kreivés.

Didziausias gyvybingumas stebimas lgsteliy augimo aplinkoje esant skutelareinui (Nr. 11). Su

Siuo junginiu vykdant AB+MoPrP89-230 agregacija taip pat nustatytas ir vienas didesniy santykiniy
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agregacijos puslaikiy (devintas i$ vienuolikos junginiy létinan¢iy agregacija) (3.12 pav. A). Kaip ir

buvo minéta anksCiau, toksiSkumo sumazéjimas gali biiti siejamas su flavony inicijuotais AP

oligomery konformaciniais poky¢iais. Taip pat, lyginant su kontroliniais méginiais, tiek nedidelis

toksiSkumas,

tieck maza agregacijos puslaikio vert¢ yra biidinga

AB+MoPrP89-230+7,8-

dihidroksiflavono (Nr. 2) reakcijos miSiniui. Pagal santykines agregacijos puslaikiy vertes, $iS

reakcijos miSinys yra vienuoliktas i§ nustatyty auks¢iausiy verciy.

3.3.3. Suvestiné

3.1 lentelé (1 dalis). Flavony jtakos MoPrP ir AP agregacijai tyrimo rezultaty suvestiné.

I reakcijos miSinj jdéto

Ap + MoPrP23-143

Ap + MoPrP89-230

AlE flavono pavadinimas Slopinfa. . Maiia.lf Slopinﬁ .Maii%?
agregacija citotoksiska agregacija citotoksiska
1 | 5,6-Dihidroksiflavonas + + - +
2 | 7,8-Dihidroksiflavonas + - - +
3 | 3’,4’-Dihidroksiflavonas + - - -
4 | 2°,3’-Dihidroksiflavonas + - - +
5 |6,2°,3 -Trihidroksiflavonas + - - +
6 | 7,8,2’-Trihidroksiflavonas - - - +
7 | 6,3,4-Trihidroksiflavonas - - - -
8 | 7,8,3’-Trihidroksiflavonas i - - EE
9 | 7,8,4’-Trihidroksiflavonas - - - e
10 | 7,3’,4’-Trihidroksiflavonas i - - EE
11 | Skutelareinas - + - +
g | 12 | 3,63 4-
3 Tetrahidroksiflavonas i i i )
% 13 | 3,7,8,2’-Tetrahidroksiflavonas + - - -
214 [6734-
Tetrahidroksiflavonas i i i i
15 | Luteolinas - - - -
16 | 7,8,3°,4’-
Tetrahidroksiflavonas i i i )
17 | 5,7,3°,4,5-
Pentahidroksiflavonas i i i i
18 | 3,6,2°,4°,5’-
Pentahidroksiflavonas i i i i
19 | Kvercetinas - - + +
20 | 3,7,3°,4°,5- ) N ) )
Pentahidroksiflavonas
21 | Miricetinas - - - -
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3.1 lentelé (2 dalis). Flavony jtakos MoPrP ir AP agregacijai tyrimo rezultaty suvestiné.

I reakcijos miSinj jdéto

AP + MoPrP23-143

Ap + MoPrP89-230

Nr. flavono pavadinimas Slopina Maziau Slopina MaZiau
agregacija citotoksiSka | agregacija citotoksiSka
1 | 5,6-Dihidroksiflavonas - +
2 | 7,8-Dihidroksiflavonas + +
3 | 3’,4’-Dihidroksiflavonas - +
4 | 2°,3’-Dihidroksiflavonas + -
5 | 6,2°,3-Trihidroksiflavonas + -
6 | 7,8,2’-Trihidroksiflavonas + -
7 | 6,3’,4-Trihidroksiflavonas - -
8 | 7,8,3’-Trihidroksiflavonas + -
9 | 7,8,4’-Trihidroksiflavonas -
10 | 7,3’,4’-Trihidroksiflavonas -
11 | Skutelareinas + +
= | 12 [3,6,3.4-
3 Tetrahidroksiflavonas i )
2 | 13 | 3,7,8,2’-Tetrahidroksiflavonas + -
© 14 [6,734-
Tetrahidroksiflavonas i i
15 | Luteolinas - -
16 [ 7,83 4- N ]
Tetrahidroksiflavonas
17 | 5,7,3°,4°,5-
Pentahidroksiflavonas i )
18 | 3,6,2°.4°,5-
Pentahidroksiflavonas * i
19 | Kvercetinas - -
20 | 3,7,3°,4°,5-
Pentahidroksiflavonas * )
21 | Miricetinas - -
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ISVADOS

. Pelés prioninio baltymo mutantai MoPrP89-230 ir MoPrP23-143 pasizymi AB42 agregacija

slopinanciu poveikiu;

Slopinanc¢iu AB+MoPrP23-143 agregacijos proceso poveikiu pasizyméjo astuoni flavonai, tik

vienas i§ jy taip pat mazino ir susidaranc¢iy agregaty toksiskumg Igsteléms (SH-SY5Y));
Devyni  neoksiduoti flavonai mazino AP+MoPrP89-230 agregacijos produkty

citotoksiskuma, 0 vienas junginys taip pat ir 1étino agregacija, ir didino lasteliy gyvybinguma;

. Vienuolika tyrimo metu naudoty oksiduoty flavony létino AB+MoPrP89-230 amiloidiniy

fibriliy susidaryma, o du i$ jy taip pat didino ir lasteliy gyvybinguma.
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Santrauka

Gyvuose organizmuose agregacijos procesa gali veikti sgveikos, susidarancios tarp jvairiy,
skirtingas funkcijas atlickan¢iy baltymy. Alzheimerio ligos atveju yra svarbi koagregacija tarp su liga
asocijuoto baltymo AB42 ir lastelinio PrP. Nors $iy baltymy koagregacija vyksta 1éCiau nei vieno AP,
susidar¢ agregatai pasizymi Citotoksiskumu. Amiloidiniai slopikliai gali veikti stabilizuodami
baltymo struktiirg, inhibuodami amiloidiniy fibriliy ilgéjimo procesus ar mazindami toksiska poveikj

lasteléms.

Sio darbo tikslas buvo jvykdyti pelés prioninio baltymo mutanty (MoPrP23-143 ir MoPrP89-
230) ir AP42 agregacija veikiant flavonais ir jvertinti susidaranciy agregaty poveikj lgsteléms.
Pirmiausia, buvo jvykdyta MoPrP mutanty ir AP agregacija registruojant ThT fluorescencijos
intensyvumo verciy pokytj laike. Nustatyta, kad tiek MoPrP23-143, tiek MoPrP89-230 létina AP
agregacijos procesg. Lasteliy gyvybingumo metodu nustatyta, kad lasteliy aplinkoje susidarantys
agregatai daug toksiSkesni nei jau suformuotos fibrilés. Nustatyti sgveikoms tarp AP ir MoPrP
mutanty buvo atliktas susidariusiy agregaty morfologijos tyrimas naudojant AJM. Vaizdiniuose buvo
matoma, kad Ap+MoPrP23-143 koagregacija vyksta agreguojant abiem baltymam, o AB+MoPrP23-
143 atveju agreguoja tik Ap42. Oksiduoty ir neoksiduoty flavony jtaka amiloidinés koagregacijos
procesui taip pat buvo analizuojama registruojant ThT fluorescencijos intensyvumo vertes. I§ gauty
rezultaty nustatyta, kad nedidelé dalis oksiduoty/neoksiduoty flavony tiek slopino AB+MoPrP
mutanty agregacijos procesa, tiek didino Igsteliy gyvybinguma.
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Exploring Effect of Flavones on Amyloid Aggregation of Mouse Prion Protein and Ap42

Summary

The protein aggregation process between proteins of different nature can be influenced by their
interactions. Coaggregation between disease-associated protein AP and cellular PrP has a key role in
Alzheimer's disease. Although the coaggregation process of these proteins is slower compared with
a single AP, the resulting aggregates are cytotoxic. Amyloid inhibitors can act to stabilize the protein

structure, inhibit amyloid fibril elongation processes, or reduce cellular toxicity.

The aim of this work was to perform the aggregation of mouse prion protein mutants (MoPrP23-143 and
MoPrP89-230) and AB42. Then the influence of flavones (and its oxidized forms) to aggregation process
was evaluated as well as AB+MoPrP+flavones toxicity to cells. First, aggregation of MoPrP mutants and
AP was performed by recording the change in ThT fluorescence intensity values over time. It was found
that both MoPrP23-143 and MoPrP89-230 inhibit aggregation process of amyloid-f. Analysis of cell
viability showed that aggregates formed in the cellular environment were more toxic than final phase
amyloid fibrils. To determine the interaction between A} and MoPrP mutants, the morphology assay was
performed by using AFM. The assay revealed that coaggregation of AB+MoPrP23-143 occurs upon
aggregation of both proteins. In the case of AB+MoPrP89-230, only AB42 aggregates into amyloid fibrils.
The influence of oxidized and non-oxidized flavones on the amyloid coaggregation process was evaluated
by aggregation halftimes (by tracking the ThT fluorescence intensity values). The results indicated that
small part of the oxidized/non-oxidized flavones inhibited the aggregation process of Ap+MoPrP mutants

as well as increased cell viability.
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PRIEDAI

1 lentelé. Flavony sarasas.

Numeris Pavadinimas

1 5,6-Dihidroksiflavonas

2 7,8-Dihidroksiflavonas

3 3’,4’-Dihidroksiflavonas

4 2’,3’-Dihidroksiflavonas

5 6,2°,3’-Trihidroksiflavonas

6 7,8,2°-Trihidroksiflavonas

7 6,3’,4’-Trihidroksiflavonas

8 7,8,3’-Trihidroksiflavonas

9 7,8,4’-Trihidroksiflavonas

10 7,3’,4’-Trihidroksiflavonas

11 Skutelareinas, 5,6,7,4’-Tetrahidroksiflavonas
12 3,6,3’.4’-Tetrahidroksiflavonas

13 3,7,8,2’-Tetrahidroksiflavonas

14 6,7,3’,4’-Tetrahidroksiflavonas

15 Luteolinas, 5,7,3’,4’-Tetrahidroksiflavonas
16 7,8,3’,4’-Tetrahidroksiflavonas

17 5,7,3.4’,5’-Pentahidroksiflavonas

18 3,6,2’.4’,5’-Pentahidroksiflavonas

19 Kvercetinas, 3,5,7,3’,4’-Pentahidroksiflavonas
20 3,7,3°,4°,5’-Pentahidroksiflavonas
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Miricetinas, 3,5,7,3’,4’,5’-Heksahidroksiflavonas




