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Santrumpos

ADJ — aktyvis deguonies junginiai

AICD (angl. the amyloid precursor protein APP intracellular domain) — amiloido pirmtako
baltymo vidulastelinis domenas

AJM — atominés jégos mikroskopija

AL — Alzheimerio liga

APP (angl. amyloid precursor protein) — amiloido pirmtako baltymas

AR — aminortgstys

ATP — adenozintrifosfatas

AP — amiloidas beta

BACE (angl. beta secretase 1) — beta sekretaze 1

CD (angl. cluster of differentiation) — diferenciacijos antigenai

CGC (angl. cerebellum granule cells) — pirminé smegenéliy neurony — glijos kultiira
CMA (angl. chaperone mediated autophagy) — Saperony sukelta autofagija

CNS — centriné nervy sistema

ERK (angl. extracellular signal regulated kinase) — uzlastelinio signalo reguliuojamos kinazés
ET — endoplazminis tinklas

IL — interleukinas

JNK (angl. c-Jun N-terminal kinase) — c-Jun N-galo kinazé

LDLR (angl. low density lipoprotein receptor) — mazo tankio lipoproteiny receptorius
LRRK2 (angl. Leucine-rich repeat kinase 2) — leucino kartotiniy seky kinazé 2

LTD (angl. long-term depression) — ilgalaiké depresija

LTP (angl. long-term potentiation) — ilgalaiké potenciacija

MAPK (angl. mitogen activated protein kinase) — mitogeny aktyvuojama baltymy kinaz¢
NAC (angl. non-amyloid component) — neamiloidinio komponento sritis

NF — «B (angl. Nuclear factor-kappa B) — Branduolio faktorius kapa B

NLRP3 (angl. pyrin domain-containing 3 (NLRP3) inflammasome) — pirino domena turinti 3
inflamosoma

PI3K-AKT — fosfatidilinozitolio 3 kinazés — baltymy kinazés B kelias

PL — Parkinsono liga

PLK (angl. Polo-like kinase 2) — Polo-tipo kinazé 2

SEM — skenuojanti elektrony mikroskopija



SNARE (angl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) —
tirpaus, N-etilmaleimidui jautraus faktoriaus prisijungimo baltymo receptorius

SS (angl. cerebrospinal fluid, CSF) — smegeny skystis

TGF (angl. tumor growth factor) — naviko augimo faktorius

TLR — toll-tipo receptorius

TNF-a — naviko nekrozés veiksnys alfa

TOM (angl. translocase of the outer membrane) — iSorinés membranos translokazé

UPS — ubikvitino-proteosomy sistema

a-syn — alfa sinukleinas



IVADAS

Parkinsono liga (PL) yra antras pagal daznumg neurodegeneracinis sutrikimas,
priskiriamas sinukleinopatijoms — ligy grupei, kurioms biidingos Lewy kiineliy sankaupos. PL
biidinga selektyvi dopaminerginiy neurony zitis juodojoje medziagoje (lot. substantia nigra),
hipokampe bei dryzuotame kiine (lot. striatum) (Fields ir kt., 2019). Taip pat $iy sric¢iy
neuronuose nustatomi Lewy kiineliai, kuriuos sudaro a-sinukleinas (a-syn). Tai mazas, 14
kDa baltymas, lokalizuotas neurony aksonuose. Sergant PL, a-syn toksiSkumas pasireiskia
Jvairiais mechanizmais. 11gg laikg manyta, kad neurotoksiniu poveikiu pasizymi Lewy
kiineliai ir juos formuojancios fibrilés. Visgi pastaryjy mety tyrimai rodo, kad Lewy kiineliy
sankaupos btidingos net 10 proc. neurologisSkai sveiky pacienty (Markesbery ir kt., 2009), o
stipriu toksiniu poveikiu pasizymi tarpinés struktiiros — tirpiis oligomerai (McKinnon ir kt.
2020). Kaupiantis toksinj poveikj lgsteléms turin¢ioms formoms pazeidZiama mitochondrijy,
endoplazminio tinklo (ET) veikla, sukeliamas oksidacinis stresas ir baltymy degradacijos
sistemy disfunkcija (Wong & Krainc, 2017). Ivairaus oligomerizacijos laipsnio baltymas
nustatomas serganciyjy smegeny skystyje (SS), labiausiai paveiktose smegeny srityse
padidéja baltymo sekrecija (Bras & Outeiro, 2021). Uzlastelinis baltymas taip pat pasizymi
toksiniu poveikiu neuronams. Endocituotos a-syn formos sukelia vidulgstelinio monomerinio
baltymo agregacija ir taip prisideda prie patologiniy pokyciy plitimo (Longhena ir kt., 2017).
Taip pat yra zinoma, kad uzlgstelinis baltymas sukelia neurouzdegima, jungdamasis prie
mikroglijos ir astrocity pavirSiaus receptoriy (Kaur ir kt., 2017).

Nustatyta, kad a-syn toksiSkumui jtakos gali turéti kity baltymy patologinés formos.
Apie 40 proc. PL atvejy nustatomi reikSmingai padidéj¢ amiloido beta (Ap) ir Tau baltymo
dariniy kiekiai. Pastarieji baltymai budingi Alzheimerio ligai (AL) (Swirski ir kt., 2014).
Pacientams, kuriems pasireiskia AP ir a-syn patologija, buidinga sunkesné ligos forma.
Molekuliniais tyrimais nustatytas jy poveikis vienas kito oligomerizacijai, o kartu ir
toksiskumui (Malek-Ahmadi ir kt., 2019).

Siekiant nustatyti ankstyvos PL diagnostikos Zymenis, bei sukurti efektyvius gydymo
metodus, bitina geriau suprasti ligos vystymosi molekulinius mechanizmus. Nors kasmet
daugéja pagrindinio PL Zymens - a-syn tyrimy, vis dar néra Zinoma, kokio oligomerizacijos
laipsnio agregatai pasizymi didZiausiu neurotoksiniu poveikiu ir, ar jis pasireiskia tiesiogiai,
ar netiesiogiai — aktyvinant glijos lasteles. Taip pat neurodegeneraciniy ligy variantai, kuriems

biidingi tiek PL priskiriamas a-syn, tick AL Zymuo AP, rodo baltymy poveik;j vienas kito



oligomerizacijai, taciau vis dar triiksta zZiniy apie susidarancius agregatus ir jy toksiskumo

pokycius.

Darbo tikslas — jvertinti skirtingo oligomerizacijos laipsnio a-syn dariniy poveikj

smegeny lasteléms.

Darbo uZdaviniai:
1. Parengti a-syn oligomerizacijos - savaiminés ir naudojant APi42 oligomerus —
protokolus;
2. Nustatyti a-syn agregaty dydj, taikant atominés jégos mikroskopijos metoda;
3. Jvertinti skirtingo oligomerizacijos laipsnio a-syn dariniy poveikj Zziurkiy
smegenéliy neurony-glijos kultiiroms;

4. Ivertinti ar AB1-42 turi jtakos a-syn oligomerizacijai ir neurotoksiSkumui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Neurodegeneracinés ligos

Neurodegeneracijai biidingi progresuojantys sinapsiy, neurony ir glijos lasteliy bei
tarplasteliniy rySiy patologiniai poky¢iai, lemiantys neurony ziitj. Nors neurodegeneraciniy
sutrikimy suskai¢iuojama vir§ 100, dazniausiai diagnozuojamos, paplitusios bei tiriamos yra
Alzheimerio (AL) ir Parkinsono (PL) ligos. AL sudaro 60-80 proc. visy demencijos atvejy, o
antra pagal daznumg — PL 3,6 proc. (Sabbagh ir kt., 2009). Jy atsiradimui ir paplitimui
didelés jtakos turi zmoniy amzius: ilgéjant gyvenimo trukmei populiacijoje daugeja
neurodegeneraciniy ligy skaicius (Kovacs, 2019). Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO)
duomenimis demencija — vienu i§ neurodegeraciniy ligy sindromy, pasiZyminciu létiniu
progresuojanciu kognityviniy funkcijy blogéjimu — serga 5 — 8 proc. bendros populiacijos vir$
60 mety (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dementia).
létiniu ir progresuojanciu kognityviniy funkcijy blogéjimu, o PL buidingi motorikos
sutrikimai, tokie kaip drebulys ar bradikinezija. Progresuojantis kognityviniy funkcijy
blogéjimas, motorikos sutrikimai leidZia nustatyti degeneracijos paveiktas centrinés nervy
sistemos (CNS) sritis, pvz: frontotemporaling, piramidiné¢/ ekstrapiramidiné (angl.
anatominés arba funkcinés srities (Dugger & Dickson, 2017). Neurodegeneracinéms ligoms
budingos tam tikry baltymy sankaupos. AL poZzymis - patologiniai AP peptidai ir jy
formuojamos plokstelés. Kartu liga priskiriama tauopatijy grupei, nes jai budingos
vidulastelinés Tau baltymo sankaupos, padidéjes baltymo kiekis SS. PL biidingos amiloidinés
sankaupos, vadinamos Lewy kiineliais, kurie yra sudaryti i§ baltymo a-syn. DidZioji $iy ligy
dalis yra savaiminés, tac¢iau procentaliai maza dalis gali biiti paveldimos, sukeltos geny
mutacijy (Jucker & Walker, 2018; Kovacs, 2019).

Nors kasmet daugéja neurodegeneraciniy ligy tyrimy ir Ziniy, AL ir PL vystymosi
mechanizmai néra pilnai atskleisti. Sios neurodegeneracinés ligos ne tik neturi efektyvaus
gydymo, bet ir ankstyvos diagnostikos biozymeny (Mattsson-Carlgren ir kt., 2020). Taigi kas

yra zinoma apie ligas charakterizuojancius baltymus ir neurodegeneracijos mechanizmus?



1.2. a-syn baltymas

1.2.1 a-syn struktiira ir funkcijos

a-syn yra mazas 14 kDa baltymas, lokalizuotas aksony terminalése. Baltyma sudaro
140 aminorugs¢iy (AR) seka, kurig galima suskirstyti j tris domenus: 1-60 AR N-galo
domenas, 61-95 AR neamiloidinio komponento sritis (angl. non-amyloid component, NAC) ir
96-140 AR C-galo domenas (1.1 pav.). N-galo sritis formuoja a-spirales, butinas jungimuisi
prie membranos ir saveikaudama su sinapsinémis piislelémis stabilizuoja baltyma. Siame
domene yra ir trys sritys, kuriy mutacijos sukelia Seiming PL: A30P, A53T ir E46K
(Longhena ir kt., 2019). NAC domenas turi hidrofobiniy motyvy, kurie yra svarbis
oligomerizacijai ir fibriliy formavimuisi. C-terminalés reguliacinis domenas turi fosforilinimo
sritis ir yra atsakingas uz sgveikg su membrana. a-syn koduoja vienas SNCA genas 4

chromosomoje (Vacchi ir kt., 2020).
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1.1 pav. a-sinukleino struktiira

A — pirminé baltymo strukttira. N-galo domenas pazymétas zalia spalva, neamiloidinio
komponento sritis NAC mélyna spalva, C-galo domenas pilka spalva; B — kristalinés
struktiiros modelis; C — 4 baltymy formuojamy fibriliy struktiiros modelis. Adaptuota pagal
(Twohig & Nielsen, 2019a).

Fiziologinés a-syn funkcijos néra pilnai aiskios. Lastelés citoplazmoje baltymas
pasiskirstes netolygiai, mazesni jo kiekiai nustatomi neurono kiine, o didzioji dalis lokalizuota
aksonuose, kur baltymas atlieka pagrindines funkcijas. Nustatyta, kad a-syn sgveikauja su
mazomis membraninémis pislelémis ir jy baltymais, tokiais kaip sinapsinas, sinfilinas-1, su

sinaptobrevinu/ puslelémis susijes membranos baltymas-2, SNARE baltymy kompleksas



(Burré¢ ir kt., 2010; B.-K. Choi ir kt., 2013). Taip pat Zinoma, kad a-syn skatina
neurosiuntiklio dopamino sekrecijg (Zaltieri ir kt., 2015). Tai leidzia manyti, kad baltymas
glaudziai susijes su membraniniy pisleliy mobilumo reguliacija ir dalyvauja prikabinant
membranines pusleles prie presinapsinés membranos. a-syn taip pat aptinkamas ir lastelés
organelése: endoplazminiame tinke (ET), mitochondrijose, branduolyje, kur dalyvauja
neurosiuntikliy sintezéje, turi jtakos mitochondrijy funkcijai ir kalcio homeostazei, bei veikia

geny raiskg (Bendor ir kt., 2013).
1.2.2 a-syn agregacija

Didzioji dalis a-syn lgstel¢je egzistuoja kaip kompaktiski a-spiralinés konformacijos
monomerai. Siy baltymy konformacija priklauso nuo biocheminiy salygy lasteléje ir yra
stabilizuojama centrinés 30-100 AR srities ir C-domeno 120-140 AR srities (Breydo ir kt.,
2012). Net trec¢dalis neuronuose esancio a-syn yra prisijunges prie membrany ir membraniniy
pusleliy. Sios baltymo populiacijos N-galo ir centrinis domenai susisuka j a-spirales, o C-galo
domenas lieka be struktiros. Monomerai jungiasi prie didelio iSgaubtumo, neigiamus
fosfolipidus turin¢iy membrany (Masaracchia ir kt., 2018; Roberts & Brown, 2015). IStyrus
neurologiskai sveiky Zmoniy smegeny lasteles nustatyta, kad kartu su 14 kDa monomerais
dominuoja ir apie 58 kDa tetramerai. Pastargjj deSimtmetj Siy multimery tyrimai susilaukia
vis daugiau démesio, jie nustatyti Zzmogaus lasteliy linijose, eritrocituose, zinduoliy smegeny
audinyje (Lucas & Fernandez, 2020). Tai a-spiralinés konformacijos dariniai, kurie yra
atsparls agregacijai: tetramerus inkubavus agregacija sukelianiomis saglygomis nesukeliama
B-klos¢iy konformacija ir fibriliy susidarymas. Tai stabili forma, kurioje uz agregacija
atsakingas a-syn NAC regionas licka molekulés viduje (Lashuel ir kt., 2013). Monomerinio ir
tetramerinio a-syn santykis priklauso nuo Igsteliy tipo ir biocheminiy salygy. PavyzdZiui,
gliukocerebrocidazés 1 triikumas sumazina tetramerinio ir padidina monomerinio a-syn kieki
SH-SYSY lastelese (S. Kim ir kt., 2018).

Sinukleinopatijos (angl. synucleinopathies) yra grupé ligy, kurioms budingas padidéjes
baltymo kaupimasis citoplazmoje ir patologinés, pakitusios konformacijos bei agreguotos
formos neuronuose ir glijos lastelése. Baltymo neurotoksiSkumas siejamas su
oligomerizacijos laipsnio poky¢iais, tirpiems a-syn monomerams jungiantis ir formuojant
netirpias fibriles. a-syn oligomerizacijai svarbi jo strukttra, kuri kinta esant patologinémis
salygomis (Ma ir kt., 2019). Manoma, kad a-syn tetramery destabilizavimas ir disociacija |
monomerus gali biiti baltymo agregacijos ir PL pradzia. Nors veiksniai, sukeliantys
multimery disociacijg vis dar néra Zinomi, su $iuo procesu siejamos Seiminei ligos formai

biidingos A30P, E46K, A53T mutacijos, sukelian¢ios N-galo KTKEGYV sekos pokycius
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(Dettmer ir kt., 2015a; Nuber ir kt., 2018). Nustatyta, kad $io motyvo mutacijos sukelia
tetramery kiekio sumaz¢jimg zmogaus M 17D lasteliy linijoje ir monomery konformacijos i -
klostes pasikeitima (Dettmer ir kt., 2015b).

Monomery struktiiros pokyc¢ius, skatinancius agregacija, sukelia oksidacinis stresas
(Takahashi ir kt., 2007), metaly jonai (Deas ir kt., 2016), proteolizé (Dufty ir kt., 2007), bei
riebaly rigsciy koncentracija ir fosfolipidy sudétis (Kiechle ir kt., 2020; Matsuo ir kt., 2019).
Svarbiausi poky¢iai vyksta N-galo sekoje, kuri sagveikauja su membranomis. Fiziologinémis
salygomis joje dominuoja spiraliné konformacija, o patologinémis sglygomis formuojasi 3-
klos¢iy struktiiras turinios fibrilés. (Killinger ir kt., 2019). Taip pat su membrana
sgveikaujanciame domene yra hidrofobinis NAC regionas, atsakingas uz sgveikas tarp
baltymy ir sukeliantis agregacijg (Shvadchak ir kt., 2011). Nustatyta, kad pirmiausia ant
membranos formuojasi stabiliis homodimerai. Dimerai, sudaryti 1§ nelygiagreciy B-klosciy,
nesudaro didesniy agregaty, o lygiagreciy formuoja didesnius oligomerus — pentamerus ir
heksamerus. Sie multimerai sudaro pory ar Ziedo tipo struktiiras, sukeliandias membrany
pralaidumo padidéjima. Siy oligomery susidarymui jtakos turi Zn>*, Fe?" ir Cu?" jonai
(Tsigelny ir kt., 2007). In vitro eksperimentais nustatyta, kad membranos sudéties pokyciai,
neigiamas kriivis, i§lenktumo didé¢jimas gali pagreitinti a-syn oligomerizacijg (Pariary ir kt.,
2019; Ugalde ir kt., 2019).

Vidutinés (5-15 monomery) ir didelés (15-150 monomery) oligomerinés struktiiros
susidaro lastelés citoplazmoje. Sie dariniai nustatomi in vivo transgeninése pelése ar lasteliy
linijose, bei tiriant pomirtinius Zzmoniy smegeny audinius (Luth ir kt., 2015). a-syn oligomerai
gaunami gryninant baltymus i lasteliy lizaty ar naudojant antiktinius ir fluorescentinius
metodus (Frey ir kt., 2020). AJM ir SEM metodais nustatyti sferiniai, apie 30 nm skersmens ir
2 — 10 nm aukscio, vidutiniai oligomerai. SAXS (angl. small-angle X-ray scattering) metodu
charakterizuoti dviejy A ir B tipy oligomerai. Dauguma jy sudaryti i§ 15-40 monomery, juose
dominuoja B-klosciy struktiira. Abiejy tipy oligomerai turi taisyklinga kompaktiSkg centrg ir
aplink jj esantj 5 nm storio nestruktiiruoty polipeptidy sluoksnj. Sie oligomery tipai skiriasi
konformacija, nes toksiSkesnis B tipas susidaro i§ maziau toksinio A tipo, bei saveikos su
membrana budu (Musteikyté ir kt., 2021; P ir kt., 2019). In vitro tyrimais nustatyta dar
didesné oligomery jvairove: nuo 0,8 nm auksc¢io dimery, iki 12 nm aukscio vidutiniy
oligomery, kuri priklauso nuo inkubacijos fiziniy (pvz.: maiSymo) ir cheminiy (pvz.: pH,
tirpalo joninés jégos) salygy. Nuo jy priklauso ir toliau besiformuojancios protofibrilés ir
fibriles. Minimali koncentracija, reikalinga stabilioms prefibrilinéms strukttiroms gauti yra
0,4-3,5 uM (Afitska ir kt., 2019). Fibriliy formavimuisi reikalinga didesné 15 uM

koncentracija (van Raaij ir kt., 2008), taciau inkubuojant a-syn su anijoniniais detergentais,
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lipidais, veikiant ultragarsu pakanka 1-4 uM baltymo (Afitska ir kt., 2019). AJM metodu

nustatytas fibriliniy dariniy aukstis yra mazdaug 6-10 nm, o ilgis priklauso nuo jau minéty

salygy, pvz.: didinant tirpalo jonin¢ jéga fibrilés fragmentuojasi j trumpesnius darinius (Yu ir

kt., 2011) (1.2 pav.).

Baltymo toksiSkumas ir oligomerizacija yra glaudziai susije su potransliacinémis
modifikacijomis, i§ kuriy dazniausiai pasitaikanti yra fosforilinimas ties Ser129. Sveikose
smegenyse fosforilinto baltymo yra vos 4 proc. Esant patologijai ir nustacius Lewy kiineliy

formavimasi, nustatoma daugiau nei 90 proc. fosforilinto a-syn. Baltyma fosforilina kazeino

kinaze 2, G-baltymo receptoriaus kinaz¢ 2 ir PLK (angl. Polo-like kinase 2) (Ma ir kt., 2019).

Kita dazna modifikacija yra tirozino nitrinimas ties Y39, Y125, Y133 ir Y136. Sios
potransliacinés modifikacijos skatina ir pagreitina baltymo oligomerizacija (Giasson ir kt.,

2000).

SNCA geno
mutacijos

Potranshacings
modifikacijos oksidacinis stresas, UPS,
autofagosomy - kizoasomy
sistemy disfunkcia

|Tirpiis oligomerai/ protafi brilés|

| Fibrilés

'Menomeral |

Agregacijos skatinimas

1.2 pav. a-sinukleino agregacija ir toksiSkumas
Adaptuota pagal (Ingelsson, 2016a)

1.2.3 Baltymo sekrecija ir internalizacija

a-syn neturi sekrecijos signalo sekos. Tai ir jo funkcijos sinaps¢je leido manyti, kad
baltymas lokalizuotas iSskirtinai lastelés viduje. Visgi, a-syn nustatytas jvairiuose Zmogaus
audiniuose: seilése, kraujo plazmoje, eritrocituose ir SS bei lasteliy kulttiry terpése in vitro
(Bras & Outeiro, 2021). Patologinés baltymy formos, kaip ligy Zymenys, dazniausiai

nustatomos SS. Uzlgsteliné a-syn forma néra naudojama kaip PL Zymuo, nes, nors keletas
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tyrimy rodo ligos stadijos ir baltymo kiekio koreliacija (Tokuda ir kt. 2006), didesnémis
studijomis $i koreliacija nenustatoma (Hong ir kt. 2010). Lyginant sveiky ir PL serganciy
zmoniy rezultatus nustatyta, kad monomerinio baltymo kiekis tarp $iy grupiy nesiskiria,
taciau fosforilinto ir oligomerinio baltymo kiekis PL grupéje yra reikSmingai padidéjes (Atik
ir kt., 2016).

Nustatyta, kad padidéjus a-syn raiskai lasteléje, jis kaupiasi didelio tankio piislelése.
Dopaminas ne tik skatina puslelése esan¢io baltymo agregacija, bet ir jo sekrecijg (H.-J. Lee ir
kt., 2011). Taip pat tyrimy rezultatai rodo, kad baltymo sekrecija sukelia lgstelés stresas, kartu
skatinantis ir patologiniy a-syn agregacija (Jang ir kt., 2010). a-syn egzocituojamas mazose
membraninése piislelése (H.-J. Lee ir kt., 2008a) arba egzosomose, nuo Ca** priklausomu
mechanizmu. Tokia sekrecija intensyveja esant lizosomy disfunkcijai (Emmanouilidou ir kt.,
2010). a-syn sekrecija puslelése reguliuvojama Rab baltymy (Hasegawa ir kt., 2011;
Underwood ir kt., 2020). Kitas baltymo plitimo kelias yra tiesioginis i§ neurono | lgstele
recipient¢ — glijos ar neurong (Loria ir kt., 2017).

Baltymo patekimas j lastele vyksta keliais mechanizmais. Monomerai difunduoja
tiesiogiai per plazming membrang. Oligomerai ir fibrilés j Igstelg patenka jungdamiesi prie jy
pavirSiaus receptoriy ir yra degraduojami endosomai susiliejus su lizosomomis (H.-J. Lee ir
kt., 2008b). Taip pat baltymas gali plisti sinapsémis. Perduodamas i$ lgstelés j lastele o-syn

skatina vidulgsteliniy agregaty formavimasi receptorinéje lasteléje (Longhena ir kt., 2017).

1.2.4 a-syn toksiSkumas

Baltymo agregacijos proceso tyrimai svarbis siekiant nustatyti ir toksines a-syn
formas, sukeliancias neurony disfunkcijg ir ziitj. Nepaisant to, vis dar néra Zinoma kurios
baltymo formos pasizymi stipriausiu neurotoksiniu poveikiu. Tyrimy rezultatai leidZia
manyti, kad a-syn formuojamos fibrilés ir Lewy kiineliai, kaip ir AP, néra pavojingi lastelei, o
tuo pasiZymi tirpts oligomerai (Ingelsson, 2016b). Lewy kiineliai nustatomi 10 proc.
neurologiskai sveiky Zzmoniy vir§ 60 mety (Markesbery ir kt., 2009; Parkkinen ir kt., 2005).
Be to, PL sergantys pacientai turi LRRK2 (angl. Leucine-rich repeat kinase 2) geno G2019S
mutacijas, kurioms btidinga neurony degeneracija nesant Lewy kiineliy (Gaig ir kt., 2007). a-
syn mutacijos A53T ir A30P yra susijusios su oligomery, bet ne fibriliy formavimusi
(Conway ir kt., 2000). Kartu daugeja tyrimy, jrodanciy tarpinés a-syn struktiiros dariniy
neurotoksinj poveikj. Buvo parodyta, kad lgstelés stipriau pazeidziamos a-syn, formuojancio
oligomerus, o ne fibriles (Karpinar ir kt., 2009). Oligomerai, negalintys formuoti fibriliy,

sukelia dopaminerginiy neurony degeneracija. Nors Sie rezultatai rodo oligomery toksiskuma,
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tikslus jy dydis bei tipas néra nustatyti (Winner ir kt., 2011). Kartu duomenys apie a-syn
oligomery ir fibriliy poveikj lasteléms leidzia manyti, kad Lewy kiineliy formavimasis gali
biiti apsauginis mechanizmas, surenkantis toksines baltymo formas ir neleidziantis joms
sutrikdyti lasteléje vykstan¢iy mechanizmy (Chartier & Duyckaerts, 2018).

Kaupiantis toksinj poveikj neuronams turin¢ioms baltymo formoms, skatinama
monomerinio o-syn oligomerizacija, Ziista neuronai ir progresuoja judé¢jimo ir kiti ligai
biidingi sutrikimai. a-syn oligomerai ir fibrilés turi tiesioginj toksinj poveikj neuronams.
Tyrimais nustatyta, kad prie membranos prisijunges baltymas agreguojasi labiau, nei laisva
citozolin¢ forma. Taip patologiné baltymo forma sutrikdo membraniniy pusleliy transportg
aksonu bei sukelia dopamino pusleliy disreguliacija. Kadangi jvairios oligomerizacijos o-syn
nustatyta lgstelés organelése, baltymas sukelia jy disfunkcijg (McKinnon ir kt., 2020).

Prie patologijos progresavimo labiausiai prisideda mitochondrijy disfunkcija. Yra
zinoma, kad a-syn gali sgveikauti su iSorinés ir vidinés membranos baltymais. Oligomeriné,
taciau ne monomeriné ar fibriliné, baltymo forma jungiasi prie iSorinés membranos TOM20
receptoriy, taip slopindama kity baltymy patekima j organele ir sutrikdydama jos veiklg (D1
Maio ir kt., 2016). a-syn agregatai, saveikaudami su mitochondrijy vidinés membranos
baltymais, tokiais kaip ATP sintazé, sukelia I kvépavimo grandinés komplekso sutrikimus
zmogaus dopaminerginiuose neuronuose (Bose & Beal, 2016). Prefibriliné forma sutrikdo
Ca”* sulaikyma mitochondrijose. Sie poky¢iai veda prie mitochondrijy depoliarizacijos,
funkcijos sutrikimy, mitofagijos ir galiausiai Igstelés ziities (Ganjam ir kt., 2019).

Taip pat citotoksinis baltymo poveikis susijes su ubikvitino-proteosomy sistemos
(UPS) ir autofagosomy — lizosomy mechanizmy sutrikdymu (McKinnon ir kt., 2020).
Lasteléje yra dvi pagrindinés sistemos, pasalinancios disfunkcinius baltymus: UPS ir
autofagosomy - lizosomy kelias. UPS atsakinga uz baltymy skaidyma, pazymint juos
ubikvitinu ir transportuojant i proteosomas degradacijai. Autofagosomy - lizosomy kelias
skirstomas | tris dalis: makroautofagija, mikroautofagija ir Saperony sukelta autofagija
(CMA). Makroautofagijos metu, vidulgsteliniai komponentai, jskaitant citozolinius baltymus,
yra endocituojami autofagosomy, kurios susilieja su lizosomomis ir tai veda prie
autofagosomy turinio suskaidymo. Mikroautofagijos atveju endocituojant ir degraduojant
citoplazmos komponentus dalyvauja tik lizosomos. CMA yra selektyvesnis procesas, kur
molekuliniai Saperonai taikosi i specifinj baltyma ir transportuoja ji i lizosomas degradacijai.
Monomerinis o-syn yra paSalinamas abiejy UPS ir autofagosomy - lizosomy kelio, o bet
kurios sistemos pazeidimas susij¢s su PL patogeneze, prisideda prie paZeisty, patologiniy
baltymy formy kaupimosi (Kouli ir kt., 2018). Siuos paZeidimus sukelia ir pats a-syn.

Nustatyta, kad po lizosomy inkubacijos su a-syn, jy aktyvumas reikSmingai sumazéja ir
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baltymas palaipsniui pradeda jose kauptis. Tai labiau pasireiskia lastelése, paveiktose a-syn
oligomerais, o ne monomerine ar fibriline forma (Hoffmann ir kt., 2019). Tiriant UPS ir a-syn
sgveikg nustatyta, kad baltymas gali tiesiogiai jungtis prie 20S ir 19S proteosomy subvienety.
Siai saveikai svarbus baltymo agregacijos laipsnis: prie proteosomy 20S subvienety jungiasi ir
Jju veikla slopina oligomerai ir fibrilés, o 19S - oligomerai (Lindersson ir kt., 2004; Snyder ir

kt., 2003).

1.2.5 a-syn ir neurouzdegimas

Su PL patogeneze ir dopaminerginiy neurony degeneracija siejami jvairiis molekuliniai
mechanizmai, i§ kuriy vienas svarbiausiy — neurouzdegimas. Aktyvius uzdegiminius procesus
rodo tiek CNS, tiek periferijoje esantys zymenys. PL pacientams nustatomi padidéje
prouzdegiminiy citokiny, tokiy kaip IL-1B, TNF-a ir jo receptoriy TNFR1/2, kiekiai
plazmoje, lyginant su to paties amziaus ir lyties kontrolinémis grupémis. Kartu pasikeicia ir
imuniniy lasteliy kiekis kraujyje: PL pacientams nustatomas sumazéjes bendras leukocity
skaiCius, kur labiausiai paveiktas yra T (CD3+) ir B (CD19+) limfocity skai¢ius (Rocha ir kt.,
2015). Visgi svarbiausi neurouzdegimui budingi pokyc¢iai nustatomi CNS. a-syn sankaupos
nustatomos ne tik neuronuose, bet ir uzdegime dalyvaujanciose lastelése — astrocituose
(Chavarria ir kt., 2018a). Labiausiai PL paveiktose smegeny srityse - juodojoje medziagoje
(lot. substantia nigra), dryzuotame kiine (lot. striatum) bei hipokampe - nustatoma
mikrogliozé ir astrogliozé, kuriy pagrindinis pozymis yra reikSmingai padidéjes reaktyviy
lasteliy skaicius (Doorn ir kt., 2014) ir padidéjusi prouzdegiminiy molekuliy raiSka (Kaur ir
kt., 2017; Reynolds ir kt., 2008). Kaip ir kraujyje, SS nustatomi padidéje citokiny IL-1p, IL-2,
IL-4, IL-6, TNF-a kiekiai (Rocha ir kt., 2015).

In vivo ir in vitro tyrimai suteikia daugiau Ziniy apie a-syn sukeliamg uzdegima ir jame
aktyvinamus molekulinius mechanizmus. Pirmiausia, a-syn toksiSkumas pasireiSkia
aktyvinant neurouzdegime dalyvaujancias glijos lasteles: mikroglijg ir astrocitus (Kam ir kt.,
2020). Mikroglijos lastelés yra smegeny makrofagai, jgimto imuniteto dalis, sudaran¢ios 5 —
10 proc. visy suaugusio zmogaus smegeny lasteliy. Sios Iastelés nuolat saveikauja su aplinka,
fagocituoja patogenus ir Zuvusias Igstelés bei jy dalis, taip palaikydamos CNS homeostazg.
Nustatyta, kad uZzlgstelinis a-syn sukelia neurouzdegiminius procesus mikroglijos lastelése. a-
syn, jungdamasis prie fagocitiniy lasteliy receptoriy, aktyvina keleta molekuliniy
mechanizmy, atsakingy uz pro-uzdegiminius procesus (1.3 pav.). Jungdamasis prie TLR2/4
receptoriy baltymas sukelia fosforilinimo kaskada, aktyvindamas mieloidinés diferenciacijos

pirminio atsako adaptacinj baltyma 88 (angl. Myeloid differentiation primary responce 88,
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MyDS88) ir IxB kinazes. Tai sukelia NF-«B translokacijg ir padid¢jusia citokiny raiska
(Daniele ir kt., 2015a). TLR aktyvacija aktyvina ir kitus molekulinius mechanizmus.
Monomerinis ir oligomerinis a-syn baltymas sukelia ERK1/2, p38 MAPK ir INK aktyvacija,
kurie siejami su toksiSkumu ir uzdegiminiais procesais (E. K. Kim & Choi, 2010;
Prabhakaran ir kt., 2011).

a-syn oligomerai, prisijunge prie FcyR gali biiti internalizuojami mikroglijos Iasteliy j
autofagosomas ir taip pat aktyvuoti NF- kB (Cao ir kt., 2012).

Dar vienas receptorius, prie kurio prisijungdamas a-syn sukelia vidulastelinius
uzdegiminius procesus, yra P2X7R. Visgi, kaip baltymas sgveikauja su receptoriumi néra
nustatyta. Manoma, kad baltymas gali jungtis ne tik prie ATP jungimosi srities, bet ir
sgveikauti su membranoje esancia receptoriaus dalimi, nes abu baltymai turi jterpimo 1}
membrang sritis. ATP prisijungimas prie P2X7R, kuris yra jony kanalas, sukelia K" kiekio
mazejima lasteleje. Agreguotas a-syn sukelia ADJ susidaryma, kuris slopinamas kalio kanaly
blokavimu. Pakitus P2X7R konformacijai, aktyvinama NADPH oksidaze ir PI3K/ AKT
kelias. Sie mechanizmai veda prie ADJ susidarymo ir lastelés Zities (Jiang ir kt., 2015).
Minéti receptoriai dalyvauja inflamosomos NLRP3 bei kaspazés — 1 aktyvavime, kurios
neaktyvias citokiny, tokiy kaip prolL-1 ir prolL-18, formas pavercia aktyviomis (Haque ir
kt., 2020).

ADJ ir NO susidaro ne tik aktyvuojant P2X7R, bet ir a-syn oligomerams bei fibriléms
jungiantis prie CD molekuliy. Baltymas saveikauja su p47°"°%, tokiu biidu aktyvuojama
NADPH oksidazé 2 ir skatinamas superoksido susidarymas (Hou ir kt., 2017).

a-syn sukelia padidéjusig prouzdegiminiy citokiny TNF- o, IL-18, IL-2, IL-6 raiskg ir
sekrecija ] uzlagsteling terpe (Rocha ir kt., 2015). Taip pat paveikus lgsteles a-syn reikSmingai
(80 proc.) sumazeja TGFB3 kiekis. Tai molekulé, kuri sumazina prouzdegiminiy citokiny ir
chemokiny susidaryma. TGFB1 sumazina AP ploksteliy kiekj AL atveju, skatindamas jy
fagocitoze (H.-J. Lee, Kim, ir kt., 2010).

Galimas ir prieSingas poveikis, kai mikroglija ir neurouzdegimas skatina a-syn
agregacija. Nustatyta, kad uzdegimo aktyvuota kaspaze — 1 tiesiogiai skaido a-syn, o likusi
baltymo dalis yra labiau linkusi agreguotis ir sukelia toksiSkumg PL modeliuose (Wang ir kt.,
2016).

Kitos a-syn sukeltame neurouzdegime dalyvaujanéios lastelés yra astrocitai. Sios
lasteles sudaro 19 — 40 proc. visy glijos lasteliy. Astrocitai yra smegeny-kraujo barjero dalis,
kurie atlieka trofine funkcija neuronams, palaiko uZzlgsteliniy jony ir neurosiuntikliy kiekj

(Siracusa ir kt., 2019).
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Lygint su neuronais, Siose glijos lastelése baltymo raiska yra daug mazesné. Taigi
didzioji dalis a-syn | astrocitus patenka i§ neurony. a-syn gali plisti i§ neurony j glijos lasteles
per uzlasteline erdve arba tiesiogiai i$ Iastelés j lastele (H.-J. Lee, Suk, ir kt., 2010). Tiek
tirpiis baltymo dariniai, tiek fibrilinés formos yra endocituojamos ir kaupiamos astrocity, bei
sukelia lgstelése uzdegiminius procesus, padidéjusia IL raiska ir ADJ susidaryma (Chavarria
ir kt., 2018a).

Astrocituose, esant patologinéms saglygoms, prasideda procesas, vadinamas
astroglioze. D¢l to lastelése persitvarko vidulasteliniai filamentai, jos tampa hipertrofinémis,
sekretuoja su uzdegimu susijusias molekules, tampa fagocitinémis. Reaktyvi astrogliozé
artimai susijusi su a-syn PL ir DLB ligy modeliuose. Reaktyviis astrocitai siejami su a-syn ir
zmoniy ligy atvejais. Pirminése stadijose, kaip ir mikroglijos atveju, a-syn fagocitozé yra
procesas, apsaugantis nuo a-syn sukelty patologiniy poky¢iy progresavimo. Visgi ilgalaikis o-

syn poveikis sukelia paciy astrocity mitochondrijy paZeidimus (Y. Kim ir kt., 2019).
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g-syn monomerai u-syn oligomerai g-syn fibrilés
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o INFLAMOSOMA o-syn degragacija

1.3 pav. a-sinukleino dariniy sgveika su mikroglijos receptoriais

TLR — Toll tipo receptoriai; ADJ — aktyviis deguonies junginiai; CD — diferenciacijos
antigenai; P2X7R — purinerginis P2X receptorius 7; FcgR — Fc gama receptorius ; PI3K —
fosfatidilinozitolio 3 kinazé ; AKT — baltymy kinazé B; ERK — uZlgstelinio signalo
reguliuojama kinazé ; MAPK — mitogeny aktyvuojama baltymy kinazé; NLRP3 - pirino
domeng turinti 3(NLRP3) inflamosoma; NF-kB — branduolio faktorius kapa B; RhoA — ras
homology Seimos narys A; IL — interleukinas; NADP - Nikotinamido adenino dinukleotido
fosfatas. Adaptuota pagal (Ferreira & Romero-Ramos, 2018)
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1.3 AB ir jo toksiskumas

Neurodegeneracinéms ligoms, tokioms kaip AL, yra budingos AP fibrilés ir
amiloidinés plokstelés. AP peptidai yra proteolitiniai fragmentai, susiformuojantys skylant
amiloido pirmtako baltymui (APP).

APP yra transmembraninis baltymas, pasiZymintis neurotrofiniu apsauginiu poveikiu,
o esant patologijai — neurotoksiniu. APP genas yra lokalizuotas 21 chromosomoje, o dé¢l
alternatyvaus splaisingo Zmogaus smegenyse susidaro trys pagrindinés jo izoformos: APP770,
APP751 ir APP695 (G. Chen ir kt., 2017). Dazniausia neurony sintetinama yra APP695
izoforma. Baltymas sintetinamas ir transportuojamas j plazming membrang per endoplazminio
tinklo (ET) — Goldzio komplekso sekretinj kelig ir kaupiasi sinapsése. APP skyla dviem
keliais: amiloidiniu ir neamiloidiniu.

Neamiloidiniame kelyje APP pirmiausia skaidomas a-sekretazés, susidarant SAPPa
ektodomenui ir plazminé€je membranoje likusiam C-galo fragmentui alfa (CTFa). Pastarasis
skaidomas y-sekretazés. Susidaro uzlgstelinis peptidas (p3) ir APP vidulastelinis domenas
(AICD). APP gali jungtis prie mazo tankio lipoproteiny receptoriy (LDLRS) ir biiti
internalizuojami bei suskaidomi. LDRLs nebuvimas gali nukreipti APP j B-sekretazes, t.y.
amiloidinj kelig.

Amiloidiniame kelyje baltymas B-sekretazés 1 (BACE-1) skaidomas | tirpy
ektodomeng sAPP ir membranoje likusj CTFB. CTFp toliau y-sekretazés j skaidomas j
AICDs ir AP monomerus. Didzioji dauguma AP peptidy yra sekretuojami j uzlgsteling erdve,
o mazas kiekis gali likti ir agreguotis neuronuose. AICD transportuojamas j branduolj, kur
veikia kaip transkripcijos faktorius. y-sekretazeé skelia CTFP skirtingose vietose, dél to gali
susidaryta skirtingo ilgio monomerai AB40 ir AB42. AB40 sudaro apie 90 proc. viso amiloido
kiekio (Zhou ir kt., 2018).

Fiziologiné A funkcija néra pilnai iStyrinéta. Tyrimais, atliktais su ziurkiy smegeny
zieves ir hipokampo lasteliy kultiromis, nustatyta, kad mazos pikomoliarinés A3
koncentracijos sekretuojamos j uzlasteling erdve priklausomai nuo neurony aktyvumo.
UZlastelinio amiloido susidarymo ir skaidymo moduliacija veikia neurosiuntikliy sekrecija,
mazindamos sinaptiniy pisleliy susidarymg. Taip AP apsaugo nuo glutamato sglygoto
toksiSkumo (Lazarevic ir kt., 2017). Taip pat galimos AP funkcijos fiziologinémis salygomis
yra antimikrobinis aktyvumas, dalyvavimas atstatomuosiuose procesuose po smegeny
traumos bei jungimasis prie pazeisto kraujo - smegeny barjero, apsaugant CNS nuo patogeny

patekimo (Brothers ir kt., 2018).
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Yra du modeliai, aiSkinantys AP fibriliy formavimasi. Klasikinis modelis teigia, kad
tai polimerizacijos procesas, kai monomerai formuoja oligomerus, o Sie
formuoja protofibriles. Galiausiai protofibrilés suformuoja pilno ilgio skaidulas. Naujasis
modelis teigia, kad protofibrilés negali tiesiogiai formuoti fibriliy, o Siam procesui reikalingi
pirmtakai (Zhou ir kt., 2018). Didziausiu toksiSkumu pasizymi mazi AP oligomerai (Sengupta
ir kt., 2016). Kadangi amiloidas, APP bei jo skaidyma katalizuojantys fermentai yra
membranoms. Nustatyta, kad Ap mazina membrany stabiluma, sgveikaudamas su lipidais bei
skatindamas kanaly arba pory susidaryma (Gunn ir kt., 2016). Taip pat AP jungiasi prie
glutaminergings sistemos komponenty: NMDA receptoriy, metabotropiniy mGluRS5
receptoriy, I3steliy priono baltymo (PrPc). Sie komponentai tarpininkauja amiloido sukeltame
LTP slopinime ir LTD stiprinime bei dendritiniy spygliuky nykime (Benarroch, 2018). Taip
pat pazeisdamas mitochondrijy funkcijg amiloidas sukelia oksidacinj Igstelés stresa (Cheignon

ir kt., 2018).

1.4 Baltymy rySys

Nors patologiniai ligy zymenys charakterizuoja ligas, daugeliu demencijos atvejy Sie
zymenys persidengia: daugiau nei 50 proc. AL atvejy, kuriems biidingos A plokstelés ir
neurofibriliniai tinkleliai, kartu nustatoma Lewy kiineliy patologija. Tuo tarpu apie 40 proc.
PL ir DLK (demencija su Lewy kiineliais) atvejy nustatomi reikSmingi AP ir Tau baltymo
dariniy kiekiai (Swirski ir kt., 2014). Sioms pacienty subpopuliacijoms, pvz.: sergantiems AL-
LKV (angl. Lewy body variant of Alzheimer‘s disease, AD-LBW) biidingas greitesnis
kognityviniy funkcijy blog¢jimas ir trumpesné gyvenimo trukme, lyginant su jprasta AL
forma serganciais pacientais. D¢l Siy agresyvesniy ligy formy pradéta manyti, kad AP ir a-syn
sgveikauja ir gali skatinti vienas kito agregacija (Malek-Ahmadi ir kt., 2019).

Pirmiausia nustatytos §iy baltymy oligomerizacijos ir kaupimosi vietos. Manoma, kad
baltymai gali sgveikauti tiek uzlastelin¢je erdvéje, tiek lasteliy viduje. Esant patologinéms
oligomerizacijoje, jskaitant AP ir a-syn (Mesa-Herrera ir kt., 2019). Tai gali biti viena i$
galimy baltymy saveikos viety. Taip pat tokiomis sritimis gali buiti organelés, tokios kaip
mitochondrijos, MVB (angl. multivesicular bodies) ir lizosomos, kur nustatyti abiejy baltymy

agregatai (Tsigelny ir kt., 2008). Baltymai gali sgveikauti ir uzlgstelinéje erdveje. a-syn
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monomerai ir oligomerai nustatyti tokiuose biologiniuose skysciuose, kaip kraujo plazma
(Vaneyck ir kt., 2021) ir SS (Stav ir kt., 2015).

In vivo tyrimais nustatytas sinergistinis Af ir a-syn poveikis, sukeliant sunkesne ligos
eigg. Transgeninéms peléms, ekspresuojan¢ioms Zzmogaus APP ir a-syn, motorikos sutrikimai
pasireiskia greiciau, lyginant su tik a-syn ekspresuojanciomis pelémis (Masliah ir kt., 2001).
Kartu, abu baltymus ekspresuojancioms peléms pasireiskia stipresni erdvinés atminties,
mokymosi deficitai ir reikSmingai padidéjes Lewy kiineliy kiekis (Hao ir kt., 2018). Taip pat
gyviiny modeliuose ir zmonese nustatyta, kad APP ir prenisilino mutacijos, dél kuriy padidéja
AP susidarymas, koreliuoja su a-syn sankaupy didéjimu (Marsh & Blurton-Jones, 2012a).

In vitro tyrimais nustatyta, kad abu baltymai turi poveik] vienas kito oligomerizacijai ir
toksiSkumui. Baltymai formuoja ne tik homo-, bet ir heterooligomerus. Nustatyta, kad net
esant mazoms, fiziologinéms salygoms biidingoms koncentracijoms, heterooligomery
susidarymas yra daznesnis, nei tik a-syn formuojamy homooligomery (Iljina ir kt., 2018).
Siekiant nustatyti AP poveikj a-syn, nustatyta, kad, nors su baltymu sgveikauja abi A4 ir
AP142 formos, oligomerizacijg sukelia tik toksiSkesné APi42. Taip pat Siai sgveikai svarbi
baltymy konformacija. a-syn monomerai ir oligomerai jungiasi prie AP ir slopina jo
agregacija, taCiau fibrilés turi priesSingg poveikj (Candreva ir kt., 2020; Chia ir kt., 2017).

Vienas i§ galimy baltymy sgveikos biidy yra a-syn fosforilinimo skatinimas in vivo ir
in vitro. Esant patologijai, pvz.: DLK, iki 90 proc. a-syn yra fosforilinta ties 129 serinu (pSer-
syn), lyginant su 4 proc. sveikose smegenyse (Ma ir kt., 2019). Biitent fosfato grupés
prijungimas ties Ser129 skatina fibriliy formavimasi in vitro (Marsh & Blurton-Jones, 2012a).
Nustatyta, kad esant AD-LBW, pSer129 koreliuoja su parenchimuniu tirpaus ir netirpaus A
kiekiu (Obi ir kt., 2008).

Abu baltymai sgveikauja sritimis, kurios svarbios ir homooligomerizacijai.
Hidrofobiniai Af domenai 17-21 AR ir 29-35 AR yra svarbiis formuojant ir stabilizuojant
fibriles (K&ppen ir kt., 2020a). Panasiai, centrinis hidrofobinis neamiloidinio komponento
(NAC) regionas (61-95 AR) yra svarbus a-syn agregacijai. Nustatyta, kad a-syn tiesiogiai
sagveikauja su AP NAC esan¢iomis G67, G73 ir V74 AR (Jose ir kt., 2014).
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2. METODIKA

Eksperimentai su Igsteliy kultiiromis buvo atlikti LSMU Biochemijos laboratorijoje.
Eksperimentai su gyviinais buvo vykdomi remiantis LR bandomyjy gyviiny naudojimo etikos
komisijos prie Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimais darbui su laboratoriniais
gyviinais B6(1.9)- 855.

Rekombinantinis a-syn buvo gautas i§ dr. Vytauto Smirnovo grupés, VU
Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriaus.

a-syn dydzio charakterizavimas atliktas VU GMC Biochemijos instituto

Bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyriuje, dr. Rima Budvytyté.

2.1 ABi42 dideliy oligomery paruoSimas

1 mg sintetiniy APi42 peptidy iStirpinta 400 ul heksafluorizopropanolio (HFIP).
Paruostas tirpalas praskiedziamas 10 karty bidistiliuotu vandeniu (25 pl tirpalo ir 225 pl
bidistiliuoto vandens). SumaiSytas tirpalas 20 min inkubuojamas kambario temperatiiroje ir
15 min centrifuguojamas 1200 aps./min grei¢iu. HFIP i§garinamas atidarytg mégintuvelj
inkubuojant 4 val. leduose, véliau 20 val. vandens termostate (16 °C). Po HFIP i§garinimo

amiloido tirpalas oligomerizuojamas inkubuojant 24 val. 20 °C temperatiroje ant maiSykleés.

2.2. a-syn baltymo paruoSimas

Eksperimentai atlikti naudojant rekombinantinj o.-syn baltymg (140 AR), kurio
molekuliné¢ mas¢ 14,4 kDa. Gauto baltymo koncentracija nustatyta pagal jo molekuling mase
(14,4 kDa) ir ekstinkcijos koeficientg (g = 5960 M™!) su NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
JAV) spektrofotometru. Siekiant gauti skirtingos oligomerizacijos laipsnio agregatus,
baltymas ruostas 7 protokolais.

I protokolas: a-syn tirpintas PBS buferyje (pH 7,4), 1 mg/ml koncentracija.

I, IV, VI protokolai: 1 mg/ml a-syn inkubuojamas 24 val., 48 val. ir 7 d. kambario
temperatiiroje, Svelniai maiSant ant maiSyklés (25 aps./ min.). Po inkubacijos gauti a-syn
dariniai dedami j lasteliy auginimo terpg.

M1, V, VII protokolai: 1 mg/ml a-syn sumaisomas su A.42 dideliais oligomerais
(santykiu ABi42:0-syn 1:140) ir 24 val., 48val., arba 7 d. ir inkubuojamas kambario
temperatiiroje, Svelniai maiSant (25 aps./ min). Po inkubacijos gauti o-syn dariniai dedami |

lasteliy auginimo terpg.
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Vertinant skirtingais protokolais paruosty o-syn agregaty poveikj lasteléms, galuting
koncentracija, dedama j lasteliy auginimo terpe, yra 3 uM (43 pg/ml) ir 9 uM (130 pg/ml).
Agregaty ir fibriliy koncentracija buvo skaiiuojama remiantis monomerinio o-syn

molekuliniu dydziu.

2.3 a-syn dariniy analizé atominés jégos mikroskopijos metodu

o-syn analizei naudotas baltymas, paruostas septyniais 2.2 skyriuje apraSytais
metodais, kurio koncentracija méginyje buvo 50 uM. Zérugio plokstelés (2,5 cm. x 2,5 cm)
paruoSiamos lipinia juostele nupléSiant virSutinj pavirSiaus sluoksnj. Ant plokstelés centro
uzpilama 20 pl paruosto a-syn tirpalo ir fiksuojama 30 pl PBS tirpalo, kuriame yra 0,5 proc.
glutaraldehido. Méginys inkubuojamas 5 min., po to nuplaunamas 100 ul PBS tirpalu ir
18dziovinamas puciant viduting azoto dujy srove.

o-syn agregatai charakterizuoti atominés jégos mikroskopu (AJM) Dimension Icon
(Bruker, JAV). Analiz¢ atlikta kambario temperatiiroje pasirinkus “tap$nojimo” rezimag (angl.
Tapping mode). Naudota EFM-20 (PtlIr) (NanoWorld, Sveicarija) adata (f, = 75 kHz; k = 2,8
N/m). Adatos storis 3 pum, ilgis 225 um ir plotis 28 um. Prie§ matavimus atlikta rezonansinio
daznio kalibracija.

Parametry keitimui naudota Nanoscope programiné jranga. Nuotraukos gautos
skenuojant 3 um x 3 um plotag 0,557 Hz skenavimo grei¢iu, esant 1024 x 1024 pikseliy
skiriamajai gebai. Jy redagavimui naudota WSxM 4.0 Beta 9.1, o analizei Nanoscope analysis

programing jranga.

Detektorius

Fotodiodas

Lazeris

Zondas

Preparatas Adiata

2.1 pav. Atominés jégos mikroskopo veikimo schema
Adaptuota pagal: https://www.tescan-analytics.com/en-us/analyse-de-surface/techniques/afm
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2.4 Pirminés ziurkiy smegenéliy neurony — glijos lasteliy kultiiros paruosimas

Smegenéliy kultiira gaunama i§ 5-7 dieny Wistar linijos ziurkiy jaunikliy. Lasteliy
kultiiros paruoSimui naudojamos 3-4 gyviiny smegenis. Smegenéliy lasteliy iSskyrimas
atliekamas steriliomis saglygomis laminaro srauto spintoje (HERASAFE KS, Vokietija),
naudojant sterilius jrankius ir per 0,22 um filtrag (Merck Millipore, JAV) filtruotus tirpalus.
ISpreparuotos smegenys patalpinamos j Petri Iekstele su 4°C PBS tirpalu, papildytu 13 mM
gliukozeés ir 100 IU/ml — 100 pg/ml penicilino — streptomicino tirpalu. Smegenélés yra
atskiriamos nuo smegeny pusrutuliy ir perkeliamos j kitg Petri I¢kStele, kur nuo jy paSalinus
kraujagyslés. Padalintos j tris dalis smegen¢lés perkeliamos 1 15 ml mégintuvelj su 6-8 ml
Verseno tirpalu (1:5000) ir 5 min. inkubuojamos (37°C) lasteliy auginimo inkubatoriuje
(Thermo Scientific, JAV), kas minut¢ Svelniai pavartant. Audiniui ardyti naudojamos 3
skirtingy skersmeny Pastero pipetés, pradedant nuo didZiausig skersmenj turin¢ios. Tirpalas
Pastero pipete 8-10 karty trituruojamas, trituratas perpilamas j 50 ml mégintuvelj su 5 ml
DMEM GlutaMAX lasteliy auginimo terpe, papildyta 5 proc. verSelio serumo, 5 proc. arklio
serumo, 13 mM gliukozes, 25 mM KCl ir 100 IU/ml — 100 pg/ml penicilino — streptomicino
tirpalu. Procesas kartojamas, kol audinys suardomas ir visos smegenéliy dalys praeina pro
maziausig Pastero pipetés spindj. Visas tirpalas supilamas j 50 ml mégintuvélj ir
centrifuguojamas (Eppendorf 5810R, Kanada) 270 x g, Smin. kambario temperattroje.
Supernatantas nupilamas, o lIgsteliy nuosédos suspenduojamos 5 ml Sviezios auginimo terpés.
Lasteliy suspensija filtruojama per 40 um filtrg (Falcon, JAV). Lasteliy gyvybingumas ir
tankis vertinami 0,4 proc. tripano meélio dazais naudojant hemocitometro kamerg (Marienfeld,
Vokietija) ir §viesinj mikroskopa (Olympus CKX41, Japonija). DaZymo metu zuvusios
lastelés nusidazo tamsiai mélyna spalva, o gyvybingos lieka baltos. Lastelés uzséjamos i poli-
L-lizino (0,0001 proc.) padengtas 24 Sulin¢liy lékstelés, 1 min./ 1 ml — 500 pl tankiu.
Smegeneliy kultiira 7-8 d. auginama inkubatoriuje, kuriame yra palaikoma 37°C temperatiira

bei 5 proc. COz ir 21 proc. Oz dujy koncentracija.

2.5 Lasteliy gyvybingumo ir tankio vertinimas fluorescencinio mikroskopavimo metodu

Lasteliy gyvybingumo ir tankio vertinimas atliekamas fluorescenciniu mikroskopu
(OLYMPUS IX71S1F-3, Japonija) naudojant 7 uM propidzio jodido (PJ) ir 4 ng/ml Hoechst
33342 dazus. Lasteliy auginimo terp¢ papildZius iSvardytais dazais, 1ekStelé 15 min.
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inkubuojama tamsoje, 37°C. Hoechst 33342 nudazo lasteliy branduolius mélyna spalva:
lastelés su homogeniskai nusidaziusiais branduoliais yra vertinamos kaip gyvybingos, o
lastelés, kuriy branduoliai yra kondensuoti arba fragmentuoti — kaip apoptozinés. Astrocitai
identifikuojami pagal jiems biidingg morfologija. PJ raudonai nudazo tik tas lgsteles, kuriy
plazminé membrana yra pazeista, todél tokios Iastelés yra vertinamos kaip nekrozinés.
Neuronai $viesinés mikroskopijos nuotraukose identifikuojami pagal jiems budinga
morfologija. Mikroglijos lasteléms vizualizuoti naudojamas zaliai fluorescuojantis izolektino
B4 ir AlexaFluor488 konjugatas (7 ng/ml). Neurony gyvybingumas, tankis bei neurony ir
glijos lgsteliy procentiné sudétis vertinami naudojant 20x objektyva (gaunamas 500 karty
padidintas vaizdas), o mikroglijos lgsteliy skai¢iaus pokyciai naudojant 10x objektyva (250
karty padidintas vaizdas).

2.5 pav. Pavyzdinés smegen¢liy neurony-glijos kultiiros nuotraukos

A — §viesin¢ (faziy kontrasto) nuotrauka (juoda rodykle paZymétas neuronas, raudona rodykle
- mikroglija); B — fluorescenciné nuotrauka, lasteles nudazius PJ ir Hoechst 33342 dazais
(geltona rodykle paZymétas gyvybingas neuronas; balta rodykle — apoptozine Iastel¢; Zalia
rodykle — nekoziné Iastele; violetine rodykle - astrocitas); C ir D - fluorescencinés nuotraukos,
gautos mikroglijos lasteles nudaZius izolektino B4 - AlexaFluor 488 konjugatu, 20x ir 10x
padidinimas atitinkamai
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2.6 Statistiné analizé

Rezultaty vizualizavimui ir statistinei analizei naudojama SigmaPlot 14.0 (Systat
Software Inc, Anglija) programa. Rezultaty statistiniam patikimumui jvertinti tatkomas One-
way ANOVA, Fisher LSD testas. Rezultatai yra patikimi, jei p < 0,05. Grafikuose pateikti

rezultaty vidurkiai su standartine paklaida (x + SE).

25



3. REZULTATAI

3.1. a-syn dariniy dydzio tyrimas

Pirmame darbo etape sickéme parengti a-syn oligomerizacijos protokolus ir nustatyti
a-syn agregaty dydj. Bandymams naudotas rekombinantinis a-syn baltymas (teorinis
molekulinis dydis 14,4 kDa), paruostas naudojant septynis protokolus. Taikant I protokola,
liofilizuotas rekombinantinis a-syn baltymas buvos istirpinamas PBS tirpale ir iSkart
naudojamas tyrimams arba uzsaldomas. Tokiu biidu paruostas a-syn buvo laikomas
monomeriniu. Norint sukelti a-syn baltymo agregacija, PBS tirpintas a-syn buvo inkubuotas
24 val. (IT protokolas), 48 val. (IV protokolas) ir 7 d. (VI protokolas) KT arba papildomai
pridedant agregacijos induktoriaus — dideliy APi-42 oligomery 140:1 (a-syn: AB142) santykiu
(II1, V ir VII paruoSimo protokolai atitinkamai). a-syn dydzio matavimai pagal z-a$j atlikti

atomingés jégos mikroskopu Dimension Icon (Bruker, JAV).

A 1.67 nm B

a-syn monomerai

0.00 nm

3.1. pav. Monomerinio (I paruoS§imo protokolas) a-syn dydzio nustatymo rezultatai
A —pavyzdiné atominés jégos mikroskopijos nuotrauka; B — pagal z-asj jvertintas a-syn daleliy
dydzio pasiskirstymas

I8 gauty rezultaty matyti (3.1 pav. A ir B), kad monomerinio a-syn (I paruo$imo
protokolas) pagal z as§j jvertintas dydis yra 0,4-1 nm. DidZiaja dalj (63,5 proc.) frakcijos

sudaro 0,6 nm dydzio dalelés.
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3.2 pav. a-syn dariniy (II ir III paruoSimo protokolai) dydzio nustatymo rezultatai
A ir C — pavyzdinés atominés jégos mikroskopijos nuotraukos; B ir D — pagal z-a$j jvertintas
a-syn daleliy dydis

Vertinant a-syn dariniy dydj po 24 val. inkubacijos KT (II paruosimo protokolas),
nustatyta, kad po savaiminés agregacijos 90 proc. frakcijos sudaro nuo 5 iki 17 nm dydzio
sferiniai dariniai (3.2 pav. A ir B). IS 3.2 pav. B taip pat matyti, kad 9 nm, 11 nm ir 13 nm
dydzio dariniai sudaro 13,4 proc., 17,3 proc. ir 14,2 proc. visos frakcijos. Kity daleliy kiekis
frakcijoje yra mazdaug po 1-7 proc.

Taip pat nustatyta (3.2 pav. C ir D), kad po 24 val. inkubacijos KT su agregacijos
induktoriumi - AB;.42 oligomerais (III protokolas) - a-syn dariniy frakcijg sudaro 7-35 nm
dydzio oligomerai. Lyginant su 24 val. inkubacijos KT be Afi42 oligomery protokolu (II),
matyti, kad susidaro didesni oligomerai, kuriy dydis yra iki 35 nm. Taip pat Siam a-syn
paruoSimo protokolui yra budingas labiau tolygus daleliy pasiskirstymas pagal dydj: visy
daleliy procentinis pasiskirstymas yra apie 2-8 proc.
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3.3 pav. a-syn dariniy (IV ir V protokolai) dydzio nustatymo rezultatai
A ir C — pavyzdinés atominés jégos mikroskopijos nuotraukos; B ir D — pagal z-a$j jvertintas
a-syn daleliy dydis

Vertinant a-syn dariniy dydj po 48 val. inkubacijos KT (IV paruoSimo protokolas) (3.3
pav. A ir B), nustatyta, kad taikant §j protokolg susidaro 5-40 nm oligomerai. Visi a-syn
dariniai procentiskai sudaro mazdaug po 3-5 proc. visos frakcijos. Taikant tg patj protokola,
bet pridéjus ABi42 oligomery (V protokolas) (3.3 pav. C ir D), nustatyta, kad Siuo atveju
susidaro 3-52 nm oligomerai, kuriy procentinis pasiskirstymas frakcijoje yra mazdaug po 2-7
proc. Gauti rezultatai rodo, kad APi42 oligomerai po 48 val. inkubacijos sukelia didesniy

oligomery susidaryma.
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3.4 pav. a-syn dariniy (VI ir VII protokolai) dydzio nustatymo rezultatai
A ir C — pavyzdinés atominés jégos mikroskopijos nuotraukos; B ir D — pagal z-a$j jvertintas
a-syn daleliy dydis

Vertinant a-syn dariniy dydj po 7d. inkubacijos KT (VI protokolas), nustatyta, kad
susidaro sferiniai oligomerai ir fibrilés (3.4 pav. A ir B). Fibriliy dydis pagal z aj yra — 5-15
nm, o sferiniy oligomery — 16-37 nm. Monomerinj a-syn 7d. inkubuojant su ABi.42
oligomerais (VII protokolas) susidaro sferiniai oligomerai ir fibrilés, kuriy dydis pagal z asj
yra 37-81 nm ir 2-7 nm atitinkamai (3.4 pav. C ir D). Gauti rezultatai rodo, kad po 7d.
inkubacijos su APi.42 oligomerais susidaro didesnj sferiniai oligomerai, ta¢iau fibriliy dydis

pagal z-a§j atvirkS¢iai — maZesnis.
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3.5 pav. ABi42 oligomery dydzio nustatymo rezultatai
A — pavyzdiné atominés jégos mikroskopijos nuotrauka; B — pagal z-a$j jvertintas APi4>
oligomery dydzio pasiskirstymas

Nustatant a-syn dariniy dydj taip pat buvo atlikti kontroliniai eksperimentai, kuriais
buvo siekiama jvertinti APi-42 oligomery dydj. Nustatyta, kad ABi42 oligomery dydis pagal z-
a8 yra 2-46 nm (3.5 pav.). Taciau Ai.42 oligomerai buvo pridedami 1:140 santykiu (AB:a-

syn), tod¢l reikSmingos jtakos rezultaty vertinimui jie neturi.
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3.2. Skirtingo oligomerizacijos laipsnio a-syn dariniy poveikio smegeny lasteléms vertinimas

Patologinémis sglygomis tirpus a-syn baltymas formuoja oligomerus, kurie
agreguojasi j netirpias fibriles ir sudaro Lewy kiinelius (Meade ir kt., 2019). Siuo metu néra
tiksliai Zinoma, kokio oligomerzacijos laipsnio o-syn yra toksiskas smegeny lasteléms bei
néra nustatyta, ar glijos lastelés dalyvauja o-syn sukeltame neurotoksiskume (Ferreira &
Romero-Ramos, 2018; Ingelsson, 2016b). Siekiant nustatyti, kokie agregatai yra toksiskiausi
lasteléms ir ar AP142 turi jtakos o-syn toksiSkumui, eksperimenty metu naudotos ziurkiy
smegen¢liy misrios kultiiros, kuriose neurony skai¢ius sudaré 83 + 2 proc., mikroglijos
lastelés sudare 7 £ 1 proc. ir astrocitai 10 = 1 proc. visy Igsteliy skaiCiaus. Jos buvo veikiamos
monomerais ir 7 protokolais paruostais a-syn dariniais, kuriy dydZio nustatymo rezultatai yra
pateikti 3.1.

Vertinant o-syn neurotoksinj poveikj, smegeny lgsteliy kultiiros buvo 48 val.
inkubuojamos su 3 uM a-syn dariniais. I§ gauty rezultaty matyti, kad a-syn, nepriklausomai
nuo dydZio ir paruosimo biido, neturéjo poveikio neurony gyvybingumui (3.6 pav. A) ir
skaiCiui (3.6 pav. C), lyginant su kontroline grupe (100 proc.): po inkubacijos su 0,4-1 nm
monomerais, 5-81 oligomerais ir 2-15 nm fibrilémis, gyvybingumas isliko didesnis nei 77
proc., o neurony skaiCius didesnis nei 81 proc.

Yra zinoma, kad neurodegeneraciniy ligy patogenezéje dalyvaujanciy baltymy
neurotoksinis poveikis gali priklausyti nuo inkubacijos laiko (Y. J. Choi ir kt., 2013), tod¢l
toliau vertinome a-syn dariniy poveikj lIasteliy kultiiroms po ilgesnés, 72 val. inkubacijos.
Gauti rezultatai rodo, kad monomerinis o-syn, kurio dydis pagal z-asj buvo 0,4-1 nm, po 72
val. inkubacijos su misriomis lgsteliy kultiiromis neturéjo poveikio neurony gyvybingumui
(3.6 pav. B) ir skaiciui (3.6 pav. D), kurie sudaré 95 + 2.4 proc. ir 82,4 + 6,6 proc. atitinkamai.
Po lasteliy kultiiry inkubacijos su 5-17 nm dydZio a-syn oligomerais, gautais monomerinj o.-
syn inkubuojant 24 val. KT, buvo stebimas bendro neurony skaiciaus nykimas iki 80,6 + 8,8
proc., jy gyvybingumui nekintant (95,4 + 1,2 proc.). Kai lasteliy kultiiros buvo inkubuojamos
su ai-syn oligomerais (7-35 nm), gautais po 24 val. KT, bet su agregacijos induktoriumi - APi.
42 oligomerais, bendras neurony skai¢ius sumazéjo iki 55,4 + 16,7 proc. bei buvo stebima
neurony gyvybingumo maZzéjimo tendencija (72,4 + 17,8 proc.), taiau statistinio patikimumo
nebuvo gauta. Vertinant didesniy 5-40 nm o-syn oligomery, kurie buvo gauti po 48 val.
inkubacijos KT, arba 3-52 nm po inkubacijos su AP1.42 oligomerais, poveikj, nustatyta, kad
tokio dydzio dariniai neturi poveikio neurony gyvybingumui (93,3 + 4,8 proc. ir 90 = 6,7
proc. atitinkamai) bei skaiciui (85,5 + 7,9 proc. ir 82 + 5,8 proc. atitinkamai). Neurony
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gyvybingumas ir skai€ius taip pat liko nepakites, kai neurony — glijos kultiira buvo inkubuota
su 5-15 nm fibrilémis ir 16-37 nm oligomerais, gautais po 7 d. inkubacijos KT ir su 2-7 nm

fibrilémis ir 37-81 nm oligomerais, gautais po inkubacijos su APi-42 oligomerais.
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3.6 pav. a-syn dariniy (3 uM) poveikis neurony skai¢iui ir gyvybingumui misriose neurony —
glijos kultiirose

A —neurony gyvybingumas po 48 val.; B — neurony gyvybingumas po 72 val.; C — neurony
skaicius po 48 val.; D — neurony skai¢ius po 72 val.

* - p<0,05, *** - p<0,001. X£SE, n=6-7

Vertinant lasteliy Ziities tipa (3.7 pav.) nustatyta, kad kontrolinéje lasteliy kultiiroje yra
97,4 + 0,8 proc. gyvybingy, 2,1 £ 0,6 proc. nekroziniy ir 0,9 &+ 0,3 proc. apoptoziniy neurony.
Po CGC 72 val. inkubacijos su 3 pM o-syn monomerais (I paruosimo protokolas) ir II, IV-
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VII protokolais paruostais oligomerais bei fibrilémis gyvybingy ir Zuvusiy — nekroziniy ir
apoptoziniy — lasteliy skaicius liko nepakitgs, lyginant su kontroline grupe. IS grafiko matyti,
kad statistiSkai reikSmingg poveikj gyvybingy ir nekroziniy lasteliy skai¢iui turéjo 7-35 nm
auks¢io dariniai, susidare po 24 val. inkubacijos su agregacijos induktoriumi ABi42. Sioje
grupéje gyvybingy neurony skai¢ius sumazéjo iki 72,4 + 17,8 proc., o nekroziniy lasteliy
skai¢ius padidéjo iki 25,2 £+ 16,2 proc.
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3.7 pav. a-syn dariniy (3 uM) sukeltas neurony Ziities biidas po 72 val. su CGC
* - patikimumas, lyginant gyvybinguma; ** - p <0,01;
# - patikimumas, lyginant nekroze; ## - p < 0,01. x = SE, n = 6-7

Yra Zinoma, kad a-syn sukelia neurouzdegima ir jo neurotoksinis poveikis pasireiSkia
netiesiogiai, aktyvinant mikroglijos lasteles ir astrocitus (Kam ir kt., 2020). Todél toliau
vertinome glijos lasteliy skaiciy miSrioje lasteliy kultiiroje.

Po 48 val. a-syn monomery, oligomery (24 val. KT + AB; 48 val. KT + Ap) bei
sferiniy oligomery (7d. KT) inkubacijos su CGC mikroglijos skai¢iaus pokycio nebuvo
nustatyta. StatistiSkai reikSmingas mikroglijos lasteliy skai¢iaus padidéjimas iki 180,7 + 23,5
proc. nustatytas lasteliy kultiirg veikiant 37-81 nm agregatais ir 2-7 nm fibrilémis, gautais po

7 d. a-syn inkubacijos su dideliais AB142 oligomerais (3.8 pav A).
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Vertinant poveikj astrocity skai¢iui (3.8 pav. C), buvo nustatytas panasus a-syn dariniy
poveikis, kaip ir mikroglijos atveju. CGC lasteliy kultiiras 48 val. veikiant 3 uM a-syn
monomerais, oligomerais (24 val. KT + Af; 48 val. KT + AP) bei sferiniais oligomerais ir
fibrilémis (7d. KT), statistiskai patikimo astrocity skai¢iaus sumaz¢jimo arba padidéjimo
nenustatyta. Taciau po 7 d. inkubacijos KT su APi.42 oligomerais susidariusios a-syn 2-7 nm
fibrilés ir 37-81 nm oligomerai sukéle reikSmingg lasteliy skaiciaus padidéjima iki 197 + 31,1
proc.

Toliau vertintas a-syn dariniy poveikis glijos lasteliy skai¢iui po 72 val. inkubacijos.
Nustatyta, kad o-syn monomerai ir 5-17 nm bei 7-35 nm auks§cio agregatai, gauti po 24 val.
KT be ir su AP142 oligomerais netur¢jo poveikio mikroglijos skaic¢iui (3.8 pav. B). Statistiskai
reikSmingas mikroglijos lasteliy skai¢iaus didé¢jimas nustatytas po CGC inkubacijos su 5-40
nm ir 3-52 nm dariniais, susidariusiais po 48 val. KT ir su AB1.42 oligomerais (iki 215 £ 39,9
proc. ir 175,5 + 29,9 proc. atitinkamai). ReikSmingg lasteliy proliferacijg sukelia ir 5-15 nm
fibrilés bei 16-37 nm oligomerai, susidar¢ po 7d. inkubacijos KT (iki 222,5 + 35,5 proc.), bei
2-7 nm fibrilés ir 37-81 nm oligomerai, susidare po tos pacios trukmeés inkubacijos su APi-42
(iki 209,3 + 54,5 proc.).

Stipresnis a-syn poveikis, esant 72 val. inkubacijai, nustatytas ir astrocity proliferacijai
(3.8 pav. D). Poveikio astrocity skai¢iui neturéjo tik 0,4-1 nm monomerai ir 7-35 nm dydzio
oligomerai, susidar¢ po 24 val. inkubacijos su APi-42 oligomerais. StatistiSkai reikSmingas
lasteliy skaiciaus pokytis iki 185,2 £ 52 proc. nustatytas po inkubacijos su 5-17 nm dydzio
oligomerais, susidariusiais po 24 val. inkubacijos KT. Didesni 5-40 nm ir 3-52 nm dariniai,
susidare po 48 val. inkubacijos atitinkamai be ir su APi-42, sukélé statistiskai reikSmingg
lasteliy proliferacija (iki 235,8 + 38,5 proc. ir 217,3 £ 20,5 proc.). PanaSiu poveikiu
pasizymejo ir 5-15 nm fibrilés bei 16-37 nm oligomerai, susidar¢ po 7d. inkubacijos KT (iki
260,3 + 39,9 proc.) ir 2-7 nm fibrilés bei 37-81 nm oligomerai, susidar¢ po inkubacijos su
APi142 (iki 242,5 + 34,5 proc.).
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3.8 pav. a-syn dariniy (3 M) poveikis mikroglijos ir astrocity skai¢iui miSriose neurony —
glijos kultiirose
A — mikroglijos skaicius po 48 val.; B — mikroglijos skai¢ius po 72 val.; C — astrocity skai¢ius
po 48 val.; D — astrocity skaicius po 72 val.
*-p<0,05 **-p<0,01; *** -p<0,001. x £ SE,n=6-7

Eksperimentai buvo tesiami misrig neurony — glijos kulttirg 48 val. veikiant 9 uM
Jvairios oligomerizacijos a-syn baltymu. Gauti rezultatai rodo, kad visi dariniai, ir
monomerinis, ir skirtingais biidais paruosti oligomerai bei fibrilés, veikia neurony
gyvybingumg ir skaiciy (3.9 A ir B). Po lasteliy kultiiros inkubacijos su 0,4-1 nm dariniais
nustatytas statistiSkai reikSmingas neurony gyvybingumo (iki 68,7 + 3,5 proc.) ir skaiCiaus
(ik1 63,3 + 2,9 proc.) sumazéjimas. Vertinant 5-17 nm aukscio oligomery, gauty po 24 val.
inkubacijos KT, poveikj nustatytas statistiSkai reik§mingas neurony skai€iaus sumaz¢jimas iki
69,5 + 3,7 proc., ta€iau vertinant gyvybinguma (76 + 2,7 proc.) statistinio patikimumo nebuvo
gauta. Atvirksc¢iai, 7-35 nm oligomerai, susidare po 24 val. inkubacijos KT su ABi42, sukelé
statistiSkai reik§mingg neurony gyvybingumo sumaz¢jima iki O proc., taciau neurony skaicius
reik§mingai nepakito (98,8 = 1,2 proc.). Dideli 5-40 nm dariniai, susidar¢ po 48 val.
inkubacijos KT, bei 3-52 nm oligomerai, susidare po tos pacios trukmés inkubacijos su APi-
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42, statistiSkai reik§mingai veikia neurony gyvybinguma (iki 69,5 + 4,6 proc. ir 50,3 + 16,1
proc. atitinkamai) ir skaiciy (iki 76,7 + 4,7 proc. ir 73,7 + 7,4 proc. atitinkamai). Kai lasteliy
kulttros buvo inkubuojamos su 5-15 nm fibrilémis ir 16-37 nm oligomerais, gautais po 7 d.
inkubacijos KT, lasteliy gyvybingumas sumazéjo iki 66 + 5,5 proc., o skaiCius iki 75,3 + 3,5
proc. Po tos pacios trukmés inkubacijos su APi42 susidariusios 2-7 nm fibrilés ir 37-81 nm
oligomerai taip pat reikSmingai sumazino neurony gyvybinguma (iki 64,3 £ 2,6 proc.) ir

skai¢iy (iki 66 £ 5,2 proc.).
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3.9 pav. a-syn dariniy (9 uM) poveikis neurony gyvybingumui ir skai¢iui miSriose neurony —
glijos kultiirose

A — neurony gyvybingumas po 48 val., B — neurony skai¢ius po 48 val.

*-p<0,05; ** -p<0,01; *** -p<0,001. x = SE, n=6-7

Vertinant lgsteliy ztties tipg (3.10 pav.) nustatyta, kad po 48 val. inkubacijos su a-syn
(9 uM) dariniais kontrolingje Igsteliy kultiiroje gyvybingi neuronai sudaro 93,3 + 1,4 proc.,
nekroziniai 4,5 + 1,3 proc., o apoptoziniai neuronai 2,2 + 0,3 proc. StatistiSkai reikSmingas
nekroziy skaiciau padidéjimas nustatytas po inkubacijos su 0,4-1 nm monomerais, kuriy
skai¢ius padidéjo iki 25,8 £ 2,8 proc. Nors po 24 val. KT susidare 5-17 nm dydZio dariniai
neturi statistiSkai patikimo poveikio gyvybingy neurony skai€iui, taciau reikSmingai padidina
nekroziniy lasteliy skaiciy iki 19 + 1,8 proc. Stipriausiu poveikiu pasizymi 7-35 nm dariniai,
susidare po 24 val. inkubacijos su oligomerizacijos induktoriumi Ai.42, kurie padidino
nekroziy skai¢iy iki 98,8 + 0,7 proc. Veikiant CGC 5-40 nm auks¢io a-syn oligomerais
nustatytas statistiSkai reikSmingas Zuvusiy neurony skaiciaus padid¢jimas, kur nekroze sudaré
25,3 +£4,3 proc. Didesniu neurotoksiniu poveikiu pasizymi 3-52 nm aukscio oligomerai,
susidare po tos pacios trukmés inkubacijos su ABi.42. Sioje grupéje nekroziniy neurony

skaicius sudaro 45,2 + 14,3 proc. VI ir VII protokolais (7 d. KT + ABi.42) paruosti baltymo
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dariniai — oligomerai ir fibrilés - turi reikSmingg poveiki nekroziniy neurony skaiciaus

padidéjimui (iki 29,8 + 4,8 proc. ir 30 £ 2,4 proc. atitinkamai).
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3.10 pav. a-syn dariniy (9 uM) sukeltas neurony ziities btidas po 48 val. su CGC
* - patikimumas, lyginant gyvybinguma; * - p <0,05; ** - p <0,01; *** - p <0,001.
# - patikimumas, lyginant nekroze; # - p < 0,05; ## - p < 0,01; ### - p < 0,001
X £ SE, n=6-7

Vertinant poveikj glijos lagsteléms nustatyta, kad 9 uM a-syn monomerai ir agregatai
bei fibrilés, gauti naudojant visus 7 protokolus, statistiSkai reikSmingo poveikio mikroglijos
lasteliy skai¢iui netur¢jo (3.11 pav. A). Taciau monomerinis 0,4-1 nm a-syn baltymas
statistiSkai patikimai skatina astrocity proliferacijg (iki 147 £+ 18,3 proc.) (3.11 pav. B).
ReikSmingg astrocity skaiciaus padidéjima sukelia ir 5-17 nm oligomerai, gauti po 24 val.
inkubacijos KT (iki 149,8 + 7,1 proc.), taciau 7-35 nm dariniai, susidar¢ po tos pacios trukmes
inkubacijos su ABi42, poveikio lasteléms neturi (97 + 20 proc.). Lasteles inkubuojant su 5-40
nm oligomerais, susidariusiais po 48 val. inkubacijos KT, statistiSkai patikimo poveikio
nebuvo (126 £+ 7,9 proc.), taciau reikSmingg astrocity proliferacija (iki 147,2 + 19,1 proc.)
sukelia 3-52 nm dariniai, susidar¢ po inkubacijos su dideliais AP142 oligomerais. Vertinant 5-
15 nm fibriliy ir 16-37 nm oligomery, susidariusiy po 7 d. inkubacijos KT, bei 2-7 nm fibriliy
ir 37-81 nm oligomery, gauty po inkubacijos su A4z, poveikj, nustatytas statistiSkai
reik§mingas astrocity skai¢iaus padidéjimas (iki 167,8 £ 5,7 proc. ir 156,2 £+ 16,4 proc.).
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3.11 pav. a-syn dariniy (9 pM) poveikis mikroglijos ir astrocity skaiCiui misriose neurony —

glijos kultiirose

A — mikroglijos skaiCius po 48 val.; B — astrocity skaicius po 48 val.
*-p<0,05; ** -p<0,01; *** -p <0,001. x = SE, n=6-7
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REZULTATU APTARIMAS

a-syn yra mazas 14 kDa baltymas, lokalizuotas neurony aksonuose. Jo formuojamos
fibrilés ir Lewy kiineliai yra pagrindiniai PL zymenys (Meade ir kt., 2019). Visgi, pastaryjy
mety tyrimai leidzia manyti, kad $ie a-syn agregatai susidaro veikiant lastelés apsauginiams
mechanizmams ir jie néra pavojingi lastelei, o didziausiu citotoksiSkumu pasizymi tirpiis
oligomerai ir prefibriliniai dariniai (Ingelsson 2016b). Siuo metu o-syn agregacijos tyrimuose
yra naudojami agregacijos induktoriai, kurie néra artimi smegeny fiziologinéms salygoms
arba glaudziai siejami su PL patogeneze, pvz., metalo jonai, polikatijonai (polilizinas,
poliargininas ir kt.), glikozaminoglikanai (heparinas ir kt.), natrio dodecilsulafatas, organiniai
tirpikliai ir kt. (Narkiewicz et al., 2014). Mokslin¢je literatiiroje daugéja duomeny, jog
neurodegeneraciniy ligy variantai, pvz.: AL-LKV, kuriems btidingas sinergistinis A ir a-syn
poveikis, pasizymi sunkesne ligos eiga (Malek-Ahmadi ir kt., 2019; Marsh & Blurton-Jones,
2012b; Twohig & Nielsen, 2019b). Naujausi tyrimai rodo, kad mazas AP kiekis turi poveikj
o-syn oligomerizacijai (Koppen ir kt., 2020b). Sio darbo tikslas buvo nustatyti jvairios
oligomerizacijos laipsnio a-syn poveik] smegeny lgsteléms. Kadangi PL patogenezé yra
susijusi su neurouzdegiminiais procesais (Kaur ir kt., 2017), Siame darbe tyréme savaiminés
agregacijos ir APi-42 agregacijos induktoriaus sglygoty a-syn dariniy neurotoksinj poveikj
misriose neruony-glijos kultiirose.

Pirmiausia, tyrimo metu a-syn dariniai charakterizuoti AJM metodu. Nustatant
neoligomerizuoto a-syn dydj, identifikuoti 0,4-1 nm pagal z-asj auks¢io dariniai. Ruggeri ir
kolegos (2018) nustate, kad tokio dydzio baltymai yra monomerai arba dimerinés struktiiros
(Ruggeri ir kt., 2018). Mokslinéje literatiiroje yra duomeny, kad a-syn baltymo
oligomerizacija priklauso nuo jo koncentracijos tirpale (Raaij ir kt., 2008). Nustatyta, kad
monomerinis a-syn prefibrilines struktiiras formuoja esant mazai 0,4 M koncentracijai, o
fibriles — esant 10 pM (Afitska et al., 2019). Visgi dazniausiai a-syn oligomerizacijos
tyrimams pasirenkamos didesnés baltymo koncentracijos — 0,5-1 mg/ml (Narkiewicz et al.,
2014). Todél Siame tyrime a-syn inkubuotas esant didesnei 1 mg/ml (70 pM) koncentracijai, o
agregacijos induktorius — APi42 oligomerai — buvo pridedamai 1:140 santykiu (APi42:0-syn).

Vykdant tyrimg nustatyta, kad po savaiminés oligomerizacijos susidariusiy dariniy
dydis priklauso nuo inkubacijos laiko: po 24 val. formuojami 5-17 nm, po 48 val. 5-40 nm
oligomerai. Sie rezultatai rodo, kad, esant dideléms baltymo koncentracijoms, a-syn
oligomerizuojasi KT, nenaudojant oligomerizacija skatinan¢iy cheminiy medziagy. Toliau
baltyma ruo$éme minétais protokolais, papildomai pridéjus oligomerizacijos induktoriy —

didelius ABi42 oligomerus. Nustatéme, kad po 24 val. inkubacijos susidaro 7-35 nm auksc¢io
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oligomerai, po 48 val. inkubacijos su ABi4> susidaro 3-52 nm dydzio agregatai. Taigi, taikant
protokolus su inkubacijos induktoriumi A4z, nustatyti didesni oligomerai. Vertinant a-syn
dariniy dydj gauty po 7d. inkubacijos KT, nustatyta, kad susidaro fibrilés, kuriy dydis 5-15
nm ir 16-37 nm oligomerai. Pridéjus APi.42 oligomery susidaro 2-7 nm fibrilés ir 37-81 nm
agregatai. Ankstesnémis studijomis nustatyta, kad protofilamenty aukstis, nustatytas
naudojant AJM metoda, yra mazdaug 0,4 nm. Dviems protofilamentas jungiantis
formuojamos didesnés tarpinés gijos, kuriy dydis yra 0,8-6 nm, kol susidaro 6-10 nm fibrilés
(Ruggeri ir kt., 2018). Taigi, vertinant AP poveikj a-syn oligomerizacijai ir remiantis kity
autoriy tyrimais, miisy rezultatai leidZia manyti, kad AP oligomerai skatino didesniy
oligomery susidaryma, tac¢iau neskatino didesniy fibriliniy dariniy formavimosi.
Progresuojant PL, didesni monomery ir minéty oligomery kiekiai nustatomi pacienty
seilése, plazmoje bei smegeny skystyje (Bras & Outeiro, 2021). Mokslininky atlikti tyrimai
rodo, kad skirtingos oligomerizacijos baltymas yra endocituojamas lgsteliy, kuriose pazeidzia
mitochondrijy, ET, baltymy degradacijos sistemy veikla, bei didina membranos pralaidumag
(Du ir kt., 2020). Kartu, uZlastelinéje erdvéje esancios baltymo formos sgveikauja su
mikroglijos ir astrocity membranoje esanciais receptoriais, taip aktyvuodamas
neurouzdegimui biidingus mechanizmus (Kam ir kt., 2020; E.-J. Lee ir kt., 2010).

Taigi, magistro darbo eksperimentams pasirinkta misri neurony — glijos kultiira, siekiant
jvertinti baltymo dariniy poveikj neuronams ir mikroglijos bei astrocity lasteléms.
Eksperimentais su CGC nustatéme, kad a-syn dariniy toksiSkumas neuronams ir poveikis
neurony ir astrocity lasteléms priklauso nuo trijy faktoriy: oligomery dydzio, koncentracijos ir
inkubacijos su lgsteliy kulttira trukmés. 3 uM jvairaus oligomerizacijos laipsnio a-syn
baltymo, inkubuoto 48 val. su Igsteliy kulttira poveikio neurony gyvybingumui ir skai¢iui
neturéjo. Po ilgesnés 72 val. inkubacijos statistiSkai reikSminga poveikj neuronams tur¢jo tik
5-17 nm ir 7-35 nm dariniai, susidar¢ po 24 val. inkubacijos be ir su ABi.42 oligomerais.
Taciau Siems a-syn dariniams yra biidingas skirtingas neurony Zzities tipas: 5-17 nm
oligomerai mazina gyvybingy neurony nykima, nekintant apoptoziniy ir nekroziniy Igsteliy
skai¢iui, o 7-35 nm dariniai didina nekroziniy lasteliy skai¢iy. Zinoma, kad paZeistus, bet dar
gyvybingus neuronus gali fagocituoti mikroglijos lastelés ir toks Zuties tipas vadinamas
pirmine fagocitoze arba fagoptoze (Yanuck, 2019). Aktyvuota mikroglija taip pat gali
prisidéti prie nekrozinés lasteliy Zuties (Brown & Vilalta, 2015). Todé¢l ateityje biity galima
atlikti tyrimus su lasteliy kultiromis, kuriose pasalintos mikroglijos lastelés, kas leisty
nustatyti, kaip tokio dydZio a-syn dariniai veikia neuronus — tiesiogiai ar per mikroglijos

lasteles.
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Vertinant didesnés 9 M koncentracijos visy a-syn dariniy poveikj neuronams,
nustatyta, kad toksiskiausiu poveikiu pasizymi 7-35 nm oligomerai, susidar¢ po 24 val.
inkubacijos su AP142 oligomerais. Sie dariniai sukélé nekrozine lasteliy Zitj (apie 98 proc.),
bet bendras neurony skaicius liko nepakites. Kiti dariniai, tiek monomerinis, tiek skirtingais
protokolais paruosti oligomerai ir fibrilés, didino nekroziniy lasteliy skaiciy (apie 25-45 proc.)
bei mazino gyvybingy lasteliy skai¢iy. Zinoma, kad mikroglijos funkcija yra fagocituoti
zuvusias lgsteles (Janda ir kt., 2018), taciau 7-35 nm oligomery atveju bendras neurony
skaiCius liko nepakites, kas leidzia manyti, kad Sie dariniai gali veikti ir mikroglijos lgsteles.
Mokslinéje literatiiroje yra duomeny, kad a-syn monomerai didina mikroglijos fagocitinj
aktyvuma, taciau dideli agregatai ir fibrilinés strukttros atvirksciai — jj maZina, prisijungdami
prie receptoriy (pvz.: FcyRs) ir slopindami Igsteliy aktyvacijg (Y. R. Choti ir kt., 2015; Park ir
kt., 2008).

Mokslininkai nustaté, kad vertinant tiesioginj a-syn dariniy poveikj neuroblastomos
SH-SY5Y neuronams, lgsteliy Ziitj sukelia 1,9-3,5 nm aukscio ir 60-100 nm skersmens
oligomerai, kurie formuoja poras ir didina plazminés membranos pralaiduma. Visgi,
didziausiu neurotoksiniu poveikiu pasiZzymi didesni 5-9 nm aukscio ir 75-110 nm skersmens
oligomerai (Kumar ir kt., 2018). Kity autoriy duomenimis 3-16 nm aukscio oligomerai
skatina ADJ susidaryma, pazeidzia lipidiniy pusleliy membrany vientisuma, tuo tarpu 10-35
nm auksc¢io fibrilés nesukelia stipriy neurotoksiniy pokyciy (S. W. Chen ir kt., 2015).
Astrocity - neurony kultiirose nustatyta, kad 18-73 nm skersmens a-syn dariniais aktyvuoti
astrocitai turi mazesnj poveikj neurony gyvybingumui, nei fibriliniais dariniais aktyvuotos
lastelés (Chavarria ir kt., 2018b), toks poveikis nustatytas veikiant ir mikroglijos lgsteles
(Hughes ir kt., 2019a). Sie rezultatai nesutampa su miisy tyrimo rezultatais, kurie rodo, kad
didziausiu neurotoksiniu poveikiu pasizymi didesni nei literattiroje apibtidinami, 7-35 nm
aukscio dariniai (24 val. inkubacija KT su Ap). Biitent jie pasizymi stipriausiu poveikiu
neurony gyvybingumui padidinus koncentracijg iki 9 uM.

Vertinant poveikj glijos lasteléms nustatyta, kad po 48 val. inkubacijos su 3 uM a-syn
dariniais astrocity ir mikroglijos proliferacija sukélé tik dideli 37-81 nm oligomerai ir 2-7 nm
fibriles, susidarg po 7 d. inkubacijos su ABi42. Po 72 val. inkubacijos mikroglijos ir astrocity
proliferacijg sukélé didesni a-syn dariniai, susidarg po 48 val. ir 7 d. inkubacijos su ir be ABi-
42. Taciau nors po inkubacijos (48 val.) su 9 uM a-syn dariniais reik§mingg astrocity
proliferacijg sukélé tiek monomerai, tiek jvairaus dydzio oligomerai. Mikroglijos lasteliy
skaiiui poveikio nenustatyta.

Kiti mokslininkai nustaté, kad oligomerai (720 — 1048 kDa), ta¢iau ne monomerai,

sukelia mikroglijos uzdegimui buidinga fenotipg ir sgveikauja su TLR receptoriais (Daniele ir
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kt., 2015b). Bitent TLR1/2 ir TLR4 labiausiai siejami su a-syn agregaty sukeltu
neurouzdegimu, nes padidéjusi jy raiSka nustatyta juodojoje medziagoje (lot. subtantia nigra),
kuriai biidinga astro- ir mikrogliozé (Hughes ir kt., 2019b). Prouzdegiminius signalinius
kelius (p38, ERK1/2 MAP kinaziy ir NF-kB) aktyvuoja ir a-syn formuojamos protofibrilés
(Wilms ir kt., 2009). Visgi tyrimai, kuriy metu lygintas oligomery ir fibriliy poveikis glijos
lasteliy aktyvacijai, rodo, kad fibrilés turi didesnj poveikj mikroglijos ir astrocity aktyvacijai
(Chavarria ir kt., 2018b; Hughes ir kt., 2019b). Sie duomenys sutampa su misy tyrime gautais
rezultatais, kurie rodo, kad esant maZzoms 3 uM koncentracijoms a-syn poveikis mikroglijos ir
astrocity proliferacijai priklauso nuo agregaty dydzio.

Apibendrinant tyrima, galime teigti, kad APi.4> skatina didesniy oligomery (24-48 val.
oligomerizacijos trukme), bet mazesniy fibriliy (7d. oligomerizacijos trukme) susidaryma.
Skirtingos oligomerizacijos a-syn dariniy poveikis lgsteliy kultiirai priklauso nuo daleliy
dydzio, koncentracijos bei inkubacijos su CGC trukmés. DidZiausiu toksiSkumu neuronams
pasizymi agregatai, kurie gaunami po 24 val. inkubacijos su APi42. Visgi, miisy tirtose
oligomery grupése daleliy dydis yra gana placiai pasiskirstes. D¢l to ateityje, siekiant
1§samiau istirti skirtingy dydziy oligomery poveikj neuronams ir glijos lasteléms, reikéty
atskirti skirtingo baltymo frakcijas. Kartu, jomis veikti neurony ir glijos lgsteles ne misSriose

kultiirose, siekiant nustatyti tiesioginj ir netiesioginj neurotoksinj poveikj.
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ISVADOS

a-syn dariniy dydis priklauso nuo inkubacijos laiko: po 24 val. ir 48 val. inkubacijos
susidaro oligomerai, o po 7 d. inkubacijos susidaro dviejy tipy dariniai — sferiniai
oligomerai ir fibrilés. Pridéjus agregacijos induktoriaus — APi4> — susidaro didesni
oligomerai, ta¢iau mazesnés fibrilés.

Toksiskiausiu poveikiu neuronams pasizymi vidutiniai 7-35 nm a-syn dariniai, susidar¢ po
24 wval. inkubacijos su oligomerizacijos induktoriumi Ai42: 7-35 nm a-syn sukelia
nekrozing lgsteliy ziit] esant maZzesnéms koncentracijoms ir trumpesnei inkubacijai su CGC
lastelémis.

a-syn dariniy poveikis glijos lgsteléms prikauso nuo koncentracijos: oligomerai ir fibrilés
sukelia mikroglijos bei astrocity proliferacija esant mazesnei koncentracijai, o esant

didesnei koncentracijai, skatinama tik astrocity proliferacija.
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SANTRAUKA

Sergant Parkinsono liga, smegenyse susidaro a-syn fibriliy formuojami Lewy kiineliai.
Baltymo monomery agregacija, formuojant tirpius oligomerus ir galiausiai fibriles, laikoma
ligg sukelian¢iu mechanizmu. Taciau pastaryjy mety tyrimai rodo, kad jvairaus
oligomerizacijos laipsnio baltymas yra toksiSkas neuronams bei gali aktyvinti glijos lasteles
(Ingelsson, 2016b). Visgi, vis dar néra zinoma, kokio oligomerizacijos laipsnio a-syn yra
toksiskiausias smegeny lasteléms.

Sio darbo tikslas buvo jvertinti skirtingo oligomerizacijos laipsnio a-syn dariniy
poveikj smegeny lgsteléms. ISkelti uzdaviniai: 1) Parengti a-syn oligomerizacijos -
savaimings ir naudojant ABi-42 oligomerus — protokolus; 2) Nustatyti a-syn agregaty dydj,
taikant atominés jégos mikroskopijos metoda; 3) [vertinti skirtingo oligomerizacijos laipsnio
a-syn dariniy poveikj ziurkiy smegenéliy neurony-glijos kultiiroms; 4) Ivertinti ar AB14> turi
jtakos a-syn oligomerizacijai ir neurotoksiSkumui.

Tyrimo metu a-syn oligomerizacijai sukelti, monomerinis a-syn buvo 24 val., 48 val.
ir 7d. inkubuojamas kambario temperatiiroje su agregacijos induktoriumi — Ai.42 oligomerais
(140:1 a-syn: APi-42) arba be jy. Agregaty dydzio (pagal z-as}) nustatymui taikytas atominés
jégos mikroskopijos (AJM) metodas. a-syn neurotoksiSkumo tyrimai atlikti su pirminémis
smegeneliy neurony-glijos kultiromis (CGC). Lasteliy gyvybingumas ir skai¢ius vertintas
fluorescentinés mikroskopijos metodu, naudojant Hoesht33342 ir propidzio jodido
branduolio daZus, mikroglijos lastelés buvo dazomos izolektino-IB4 ir AlexaFluor488
konjugatas.

Gauti rezultatai rodo, kad po 24-48 val. (£ AP) inkubacijos susidaro oligomerinés
baltymo formos, o po 7d. (= AP) — sferiniai oligomerai ir fibrilés. Po inkubacijos su APi42

susidaro didesni oligomerai, ta¢iau mazesnés fibrilés, kuriy dydis buvo jvertintas pagal z-a§j.
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Vertinant neurotoksinj poveikj, nusatyta, kad esant mazesnei (3 M) ir didesnei (9 uM)
koncentracijai, didziausiu toksiniu poveikiu neuronams pasizymi po 24 val. inkubacijos su
APi42 susidare vidutiniai 7-35 nm a-syn dariniai. Po 48-72 val. CGC inkubacijos su Siais
dariniais buvo stebima nekroziné neurony zutis. Mikroglijos ir astrocity lasteliy proliferacija
sukelia didesni baltymo dariniai (3 uM), susidarg po 48 val. ir 7 d. inkubacijos su ir be AB142
oligomerais. Taciau esant didesnei (9 pM) koncentracijai, yra skatinama tik astrocity
proliferacija, o mikroglijos lasteliy skaicius nekinta.

Apibendrinant, galima daryti i§vada, kad skirtingos oligomerizacijos a-syn dariniy
poveikis neurony gyvybingumui, bei neurony ir glijos lasteliy skaiciui priklauso nuo daleliy

dydzio, koncentracijos, bei inkubacijos su CGC trukmes.
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SUMMARY

Parkinson's disease is a neurodegenerative disorder characterized by insoluble a-syn
deposits called Lewy bodies. The protein aggregation process into soluble aggregates and
fibrils is considered to be the disease causative mechanism. Recent studies show that protein
aggregates are toxic to neurons and can induce activation of glial cells (Ingelsson, 2016b).
However, it is still unknown which a-syn forms are the most neurotoxic.

This study aimed to investigate the effects of the different a-syn aggregates on brain
cells. The objectives were: 1) to prepare protocols on a-syn self-aggregation and aggregation
using APi42 oligomers; 2) to characterize a-syn aggregates using the atomic force
microscopy; 3) to evaluate a-syn induced neurotoxicity in primary neuronal-glial cell
cultures; 4) to evaluate whether ABi4> has an impacat on a-syn oligomerization and toxicity.

For the preparation of a-syn aggregates, seven protocols were used. Monomeric
protein was incubated for 24, 48 hours, and 7 days at room temperature with and without
aggeegation inductor ABi42(140:1 a-syn: APi42). The degree of a-syn oligomerization was
established using atomic force microscopy (AFM). Experiments on a-syn cytotoxicity were
carried out using primary neuronal-glial cell cultures. Cell viability and number were
evaluated by fluorescence microscopy. Cellular nuclei were stained with propidium iodide
and Hoechst33342, and microglial cells were labelled using Isolectin-IB4 conjugated with
AlexaFluor488.

The results show that after 24 and 48 hours (£ AB) of incubation, a-syn aggregates
observed by AFM were spheric oligomers, and after 7-day (= AB) incubation, a protein
formed spheric oligomers and fibrils. Co-incubation with APi.42 promotes the formation of
larger oligomers but smaller fibrils, charactirezed by z-axis. We found that a medium 7-35 nm

oligomers, formed after 24 h incubation with AB1.42, exert more pronounced neurotoxic
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effects at lower 3 uM and higher 9 uM concentrations. These oligomers induced neuronal
death via necrosis. Microglial and astrocyte proliferation was caused by oligomeric and
fibrillar species formed after 48 hours or 7 days of incubation with or without AB1.4>.
However, at higher concentration (9 uM) alpha-synuclein aggregates caused astrocyte
proliferation while did not affect microglial number.

Taken together, our results show that the effect of a-syn species on cell viability and
the number of neurons and glial cells depends on particle size, concentration, and incubation

with CGC time.
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