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Santrumpos
ANS — l-anilinonaftaleno-8-sulfonatas

AP — amiloidas

AD — Alzheimerio liga

ATTR — Transtiretino agregacijos sukeliama amiloidozé
a-, B-, y- syn — a-, B-, y- sinukleinas

BMR — branduoliy magnetinis rezonansas

CR — Kongo raudonasis

CNS — centriné nervy sistema

Dap - dapoksilas

ER — endoplazminis tinklas

GPI — glikozilfosfatidilinozitolio inkaras
GuHCI — guanidino hidrochloridas

HEWL — vistos kiau$inio baltymo lizocimas
MB — metileno mélis

NAC — ,,non-amyloid-beta“ komponentas

PrPC — natyvus lastelinis prioninis baltymas
PrPS¢ — patogeninis (Scrapie) prioninis baltymas
PRNP — prioninj baltyma koduojantis genas
PTM — posttransliaciné modifikacija

Scrapie — aviy spongiforminé encefalopatija
SNCA — sinukleing koduojantis genas

ThT — tioflavinas-T



Ivadas

Pirmieji amiloidiniy baltymy agregacijos ir jy sukeliamy amiloidoziy atvejai buvo pastebéti
net XVII amziuje, ta¢iau mokslininkams prireiké nemazai laiko, kad suprasty kas yra Siy ligy
sukeléjas. Paciy baltymy agregacija amiloidiniy fibriliy forma yra siejama su jvairiais sutrikimais,
tame tarpe ir placiai paplitusiomis neurodegeneracinémis ligomis, kaip Alzheimerio, Parkinsono ligos
ar transmisinés spongiforminés encefalopatijos. Siuo metu yra Zinoma daugiau nei 30 baltymuy, kuriy

agregacija sukelia ligas zinduoliuose.

Amiloidogeniniai baltymai yra grupé baltymy ar peptidy, kurie tarpusavyje skiriasi tiek
dydziais, tiek aminoriig§¢iy sekomis, taciau visi jie pasizymi polinkiu tam tikromis saglygomis pakeisti
savo konformacija. Siy poky¢iy metu baltymo struktiiroje pradeda dominuoti ne a-spiralés, tadiau -
klostés. Tokiu biidu susidariusi baltymo forma tampa netirpi, dalinai atspari proteazéms ir linkusi

formuoti amiloidines fibriles.

Norint iStirti agregacijos mechanizmus ar susidariusiy agregaty struktiiras, bei jvertinti
kuriamy junginiy slopinimo efekta, dazniausiai yra naudojami jvairtis amiloidofiliniai dazai. Vienas
dazniausiai naudojamy fluorescenciniy dazy Siems tyrimams yra tioflavinas-T, kuriam prisijungus
prie susidariusiy baltymy amiloidiniy fibriliy pavirSiaus yra stebimas fluorescencijos intensyvumo
kvantinés iSeigos padidéjimas. Toks efektas yra labai palankus stebéti baltymy agregacijos kinetika
ir jvertinti slopikliy veikimg. Be ThT tyrimams taip pat naudojami ir kiti dazai, kaip Kongo
raudonasis, metileno mélis, dapoksilas ar ANS. Todél Siame darbe buvo norima jvertinti ar tyrimuose
yra galimas dviejy dazy naudojimas vienu metu ir ar yra stebimos jy tarpusavio sgveikos, kurios gali
nulemti gaunamus rezultatus, bei kaip aplinkos salygos gali pakeisti vieno dazniausiai naudojamo

dazo ThT saveika su amiloidinémis fibrilémis.

Darbo tikslas — istirti penkiy amiloidofiliniy molekuliy ir jy kombinacijy sagveikg su amiloidinémis

fibrilémis, bei joninés jégos itaka tioflavino-T jungimuisi prie agregaty pavirSiaus.
Darbo uZdaviniai:

1. Nustatyti kaip amiloidofilinés molekulés saveikauja tarpusavyje ir su amiloidinémis
fibrilémis.

2. Istirti kokig jtaka Sios molekulés daro viena kitos spektrinéms savybéms joms esant ant
amiloidiniy fibriliy pavirSiaus.

3. Nustatyti joninés jégos jtaka tioflavino-T jungimuisi prie fibriliy ir jo fluorescencijos emisijos

intensyvumui.



1. Literatiiros apzvalga
1.1. Amiloidiniai baltymai ir ju atradimo istorija

Amiloidiniai baltymai yra grupé vidulasteliniy arba ekstralgsteliniy peptidy ir baltymy, kurie
tarpusavyje yra nepanasis nei savo dydziais ar aminorigsciy sekomis ir randami beveik visuose
gyvuosiuose organizmuose, tame tarpe bakterijose, grybuose, bestuburiuose ir Zzinduoliuose,
atliekantys gyvybiskai svarbia funkcija arba kaip patogenai *. Tadiau §ie baltymai panasis tuo, kad
tam tikrose sglygose jie keicia savo natyvig konformacija, blogai susilanksto ir sudaro netirpias ir
atsparias proteazéms fibrilines struktiiras, kuriose gausu B-klos¢iy. Tokie baltymy ar peptidy
agregatai yra vadinami amiloidais, kurie yra siejami su grupe neisgydomy ligy — amiloidoziy 2. Pats
terminas amiloidas reiSkia ,,panasus j krakmolg* (,,starch-like) ir yra dviejy Zodziy darinys i$ lotyny
kalbos ZodZio ,,amylum® ir graiky kalbos ZodZio ,,amylon®, reiskian¢io krakmolas. Sis terminas
pirmiausia buvo pristatytas 1838 metais M. Shleideno, taciau jis tuomet kalbéjo apie krakmolo
sankaupas randamas augaly lastelése 3.

Pati amiloidy atradimo istorija prasideda net XVII amziuje, kuomet gydytojas ir dramaturgas
Nicolao Fontano (tikroji pavardé Fonteyn) atliekant paauglés autopsija pastebéjo, jog jos bluznis buvo
padidéjusi ir pilna baltos medziagos sankaupy. Kiek véliau jis §j reiskinj vél pastebéjo atliekant
moters autopsija, taciau §j kartg bluznis buvo labai pakitusi, jog gydytojas susidiiré su sunkumais jg
pasalinant peiliu, raSoma, kad netgi buvo girdimas panasus j medZio pjovimo garsas % Siuos
amiloidoziy atvejus Fontano 1639 metais aprasé savo knygoje ir manoma, kad tai yra pirmasis
Saltinis, kuriame buvo paminétos organus paveikianéios amiloidozés °.

Pirmoji iSsamiai apraSyta amiloidozé yra Scrapie liga. Ji buvo atrasta Anglijoje, kuomet buvo
pastebétas kai kuriy aviy keistas elgesys, pasikeité eisena, atsirado niezulys ir jos émé kasytis j tvoras,
dél ko ir kilo ligos pavadinimas ,,Scrapie” (nuo ZodZio scrape — Kasyti) ®. Tac¢iau kas $ia liga sukelia
nebuvo aisku iki 1967 mety, kuomet Griffith iskélé hipotezg, jog ligos sukeléjas yra save
replikuojantis baltymas. Tiesa §i hipotezé (,,protein-only*) buvo jrodyta tik po 15 mety (1982 m.),
kuomet Prusiner su kolegomis i§ infekuoto Ziurkéno smegeny iSgrynino patogenines daleles ir
pavadino jas prionais. Iki tol buvo manoma, kad Scrapie liga sukelia parazitai, bakterijos ir galiausiai
virusas, tadiau §ios hipotezés buvo paneigtos ’.

Véliau XIX amziuje atlickant tyrimus buvo pastebéti agregatai ir kituose organuose, tame
tarpe kepenyse ir pradétas naudoti terminas ,,vaskinés kepenys‘ kalbant apie organus, kuriuose buvo
atrandama dar tuomet neZinomy medziagy sankaupos, kurios nusidazo jodu panaSiai kaip ir
krakmolas, todél buvo pavadinti amiloidais & Tai buvo amiloidy istorijos liZio taskas, nuo kurio
mokslininkai pradéjo aiskintis agregaty savybes ir atsiradimo organuose priezastis. 1959 metais
Cohen ir Calkins atlikus elektroninés mikroskopijos tyrimus pastebéjo, kad amiloidai turi panasias
mikroskopines strukttiros charakteristikas, nepriklausomai nuo baltymo rtsies ir kad visy baltymy
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agregatai yra sudaryti i$ filamenty arba fibriliy. Filamentai yra linke jungtis tarpusavyje ir sudaryti
fibriles. Yra trys galimi amiloidy organizacijos lygiai — protofilamentai, filamentai ir fibrilés °.
Svarbiausi agregaty atradimy istorijos jvykiai pavaizduoti 1.1. pav.

Siuo metu daugiau nei 30 skirtingy amiloidogeniniy baltymy yra siejami su jvairiomis Zmoniy
ligomis. Amiloidy susidarymas yra siejamas su tokiais sutrikimais, pradedant nuo Alzheimerio ligos,
kur susidar¢ agregatai yra lokalizuoti smegenyse iki II tipo cukrinio diabeto, kurio metu agregatai

kaupiasi kasoje, be viso to agregatai yra randami ir kituose organuose kaip kepenys ar Sirdis 1.

16'00 1850 1900 1950 19170 1980 1990 2005 2015
i i i i i i ]

1639 Pirma kartg aprasytos amilodozés

1772 ,Scrapie“ liga 1959 Kuru liga

1971 Pirmasis patogeninis amiloidas

2000 Pirmasis funkcinis amiloidas

Biologiné jvairové

Patoanatomija

@
. . e
Histochemija o
=
Struktriné biologija 'g,
S
Biochemija o
S
Amiloidomika, =<
1982 Atsparumas proteazéms
1971 Pirmoji amiloidinio baltymo seka
1968 Kryzminiy B-klosc€iy struktara 2013 Proteomikos metodas
atrinkti amiloidinius baltymus
1959 Fibriliné struktara
1922 Kongo raudonojo riSimas
1859 Amiloidy baltyminé kilmé
1854 Dazymas jodu, terminas ,,amiloidas“

1.1. pav. Schema vaizduojanti pagrindinius atradimus amiloidy biologijoje. 2

1.2. Insulinas

Insulinas yra mazas polipeptidinis hormonas, sudarytas i§ dviejy polipeptidiniy grandiniy,
kuriy antrinéje struktiiroje dominuoja a-spiralés, baltymui esant natyvios formos °. Insulinas kaip
hormonas organizme atlicka svarbig reguliacing funkcija karbohidraty, riebaly ir baltymy
metabolizme *. Sio baltymo viena grandiné sudaryta i§ 21 aminoriigsties, o antroji — 30. Jos
tarpusavyje yra sujungtos dviem disulfidiniais tilteliais ir 1 disulfidinis tiltelis jungia dvi A grandinés
pozicijas (6 ir 11 aminoragstis) (1.2. pav.) 2. Sis hormonas yra gaminamas kasos Langerhanso saleliy
B-lastelése, kur yra saugomas Zn?* - turin¢io heksamero forma 3. Jis yra sudarytas i$ trijy insulino
dimery, laikomy kartu dviejy cinko jony. Patekes i krauja heksameras i§ pradziy suyra i dimerus, o
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véliau | monomerus, neturincius cinko jony, nes tai yra vienintel¢ insulino forma galinti patekti |
kraujotaka. Be to tai yra aktyvioji hormono forma, kuri jungiasi prie insulino receptoriy ir atlieka savo
pagrindine funkcija — reguliuoja gliukozés kiekj kraujyje 4. Insulino heksamero kristaline struktiira
D. C. Hodgkin nustaté 1969 metais ir gavo Nobelio premija chemijos srityje *°.

Vis délto insulino globuliné struktiira gali buti pakeista j neaktyvig fibriling forma, esant
dideliam sglygy spektrui *°. Pats molekulinis mechanizmas, kaip $io baltymo konformacija yra
kei¢iama ] nenatyvig forma, taip susidarant fibriléms, dar néra iki galo suprastas, o in vitro
eksperimentai rodo, kad gali egzistuoti keli keliai '®'’. Ta¢iau insulino heksamery ir dimery
disociacija ] monomering formg yra pagrindinis zingsnis, nes fibrilés susidaro grei¢iau, kai
monomeras yra dominuojanti rii§is, ir susidarymas yra slopinamas esant kovalentiniam dimerui 8,
Insulino fibriliy susidarymas buvo pradétas tirti kuomet pastebéta, jog I ir II tipo cukrinio diabeto
atvejais Zzmogui suleidus insulino atsiranda netirpiy jo nuosédy aplink injekcijos vietg ir tai buvo
pavadinta lokalia injekcine amiloidoze. 1940 metais Waugh pirmasis aprasé insulino amiloidines
fibriles ir apibiidino nukleacijos ir elongacijos procesus®®. Insulino amiloidai, panasiai kaip ir kitos
amiloidinés fibrilés, pasizymi tipinémis struktiirinémis savybémis, jskaitant skersmenj 8-13 nm
diapazone ir ilgj iki keliy mikrometry '°. Susidariusios fibrilés yra neissiSakojusios ir pasizymi
kryzminiy B-klos¢iy struktiira. Idomi insulino savybé yra ta, kad trys jo disulfidiniai tilteliai yra
i$laikomi in vitro ir ex vivo baltymo fibrilinése formose °. Tokiu biidu $ios jungtys turi apriboti
galimus konformacinius pokyc¢ius a-Spiraléms pereinant j -klos¢iy struktiirg. Be viso to in vitro
tyrimai parodé, jog insulino fibrilés yra citotoksiskos ir kraujyje saveikauja su eritrocitais, taip

paveikiant gliukozés reguliacija ir hiperglikemijos ar hipoglikemijos eiga 2.

CEOEEOOETETDOR
10 15 20 ST
-
oo B )
30 25

1.2. pav. Insulino grandiniy aminortigsciy sekos ir baltymo struktiira. Ji sudaryta i§ dviejy grandiniy
(A - mélyna ir B - zalia), geltoni rySiai rodo struktiiroje susidarancius disulfidinius tiltelius. (pagal
PDB ID: 1trz)



1.3. Lizocimas

Vistos kiausinio baltymo lizocimas (HEWL) yra mazas globulinis fermentas, kuris daznai yra
naudojamas kaip modeliné sistema amiloidiniy fibriliy susidarymo tyrimams ?2. Visgi pirmiausia
buvo atrastas zmogaus lizocimas, kurj atrado ir suteiké jam pavadinimg Aleksandras Flemingas 1922
metais. Jis pastebéjo, gydant perSalimu sergantj pacients, jog nosies gleivinéje yra medziagos, kuri
gali sunaikinti tam tikras bakterijas 23. Taip pat buvo nustatyta, jog $ios medziagos yra randama ir
kituose ktino skysciuose, tame tarpe ir asarose, seilése, kraujo serume. Be Zzmogaus audiniy, gausus
$io fermento 3altinis yra kiausinio baltymas .

Buvo pastebéta, kad jvairios mutacijos ir zmogaus lizocimo variantai yra susije su paveldimais
sisteminés amiloidozés atvejais ir pacienty inkstuose, kepenyse, bluznyje, limfmazgiuose ar
vir§kinamajame trakte randamos amiloidiniy agregaty sankaupos, nes §is baltymas esant tam tikroms
salygoms yra linkes agreguoti fibriliy forma 24, Dél $ios priezasties buvo pradéti aiskintis lizocimo
agregacijos mechanizmai ir sglygos. Kadangi zmogaus lizocimo variantai, kurie yra susij¢ su
amiloidozémis, ir viStos kiauSinio baltymo lizocimas yra ortologai ir pasizymi panasia seka, tyrimams
buvo pradéta naudoti §j analogg 2>2°.

Vistos kiauSinio baltymo lizocimas yra sudarytas i§ vienos polipeptidinés grandinés (129
aminoraigstys, 14,3 kDa) %’. Sis baltymas panasiai kaip ir zmogaus analogo atveju yra sudarytas is
dviejy domeny — o ir B, kurie yra sujungti keturiais disulfidiniais tilteliais. o domenas turi keturias a-
spirales, o B domene yra antiparaleliné B-klos¢iy struktiira (1.3. pav.) %. Be viso to §io baltymo
izoelektrinis taskas yra arti 11,3, o tai reiskia, jog jis gerai tirpsta vandenyje. Kaip fermentas lizocimas
katalizuoja B-1,4 glikozidinio rysio hidroliz¢ tarp N-acetilmuramo ragsties ir N-acetilgliukozamino,
kuris yra Gram-teigiamy bakterijy sieneliy peptidoglikane. Sio fermento kristaliné struktiira buvo

nustatyta 1965 metais 2.

B - domenas o - domenas

1.3. pav. Vistos kiauSinio baltymo lizocimo struktiira. Sudaryta i§ dviejy domeny (o ir ). A-D
raidémis pazymétos keturios o-spiralés. 28



Atliekant $io lizocimo agregacijos tyrimus buvo pastebéta, jog didinant temperatiirg ir esant
rugstinéms salygoms, baltymas lengvai kei¢ia savo konformacijg ir jgauna amiloidiniy fibriliy
struktiirg 2°. Be to, kity tyrimy pagalba buvo parodyta, jog vistos kiausinio baltymo lizocimas yra taip
pat linkgs agreguoti esant koncentruotiems etanolio arba guanidino hidrochlorido tirpalams, bei
baltymo méginius inkubuojant stipraus maisymo salygomis *. Tai yra viena i§ priezas¢iy kodél §is
fermentas yra puikus modelinis baltymas, norint tirti agregacijos mechanizmus ir charakterizuoti
tarpinius amiloidy darinius °.

1.4. Prioniniai baltymai

Lasteliai prioniniai baltymai (PrP¢) yra glikoproteinai, turintys glikozilfosfatidilinozitolio
(GPI) inkara, per kurj prisijungia prie Iastelés membranos . Sie baltymai yra koduojami PRNP geno,
7mogaus organizme lokalizuoto 20 chromosomoje ir yra labai konservatyviis tarp zinduoliy rasiy *2.
Natyvios PrP® baltymo konformacijos pokyéiai j nenatyvia PrPS forma yra siejami su
neurodegeneracinémis  ligomis, dar  vadinamomis  transmisinémis  spongiforminémis
encefalopatijomis *3. Daugiausia $io baltymo yra sintetinama centrinéje nervy sistemoje (CNS), ta¢iau
maZesniais kiekiais yra randami ir kituose organuose **. Zinduoliy PrP® i§ pradziy yra sintetinamas
kaip polipeptidas, sudarytas i§ mazdaug 250 aminortgsciy, kur tiek C-, tiek N- gale yra signalinés
sekos. Pirmiausia yra paSalinama N- gale esanti signaliné seka, o tuomet - C- galo seka ir toje vietoje
prikabinamas GPI inkaras 4. Nestruktiirizuota baltymo N- galo uodega susideda i§ dviejy hidrofiliniy
regiony ir pasikartojan¢io oktapeptido regiono *°. Hidrofobiné Serdis jungia lanks¢ia uodega su
baltymo C- gale esandia globuline dalimi. Siame domene yra trys o-spiralés ir dvi trumpos
antiparalelinés B-klostés 7. Be viso to, baltymas globulinéje dalyje turi dvi glikozilinimo vietas ir
vidinj disulfidin tiltelj ir visos Sios savybeés yra biidingos tiek fiziologings, tiek patologinés formos
baltymui (1.4. pav.) %. Yra manoma, kad prioninis baltymas turi bent kelias galimas funkcijas, tai yra
signaliniy keliy, svarbiy lastelés iSgyvenimui, moduliavimas, apsauga nuo oksidacinio streso ar vario
jony jungimas 8. Taciau atlikus bandymus su pelémis, kuomet buvo isjungiamas PrP¢ koduojantis
genas, dideliy pakitimy nebuvo pastebéta. Pelés buvo gyvybingos, vaisingos ir baltymg koduojancio
geno isjungimas neparodé sukeliamos didelés Zalos organizmui. Todél kokia yra tikroji natyvaus PrP®

funkcija — neaisku 340,
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N - galas

Lanksti
uodega

Globulinis
domenas

B Oktapeptidinio pasikartojimo regionas
[ Hidrofobiné Serdis [ |krautos grupés
[ a - spiralé [ Glikozilinimo vietos

1.4. pav. Prioninio baltymo struktiira, sudaryta i§ dviejy domeny (globulés ir lanksCios uodegos).
Skirtingomis spalvomis pazymétos struktiiros dalys. 4

Infektyvi PrPS¢ forma yra charakterizuojama trimis pagrindinémis savybémis, tai yra daliniu
atsparumu proteazéms, netirpumu ir dideliu B-klosc¢iy kiekiu baltymo struktiiroje (43 proc. B-kloséiy)
8, Priesingai nei patogeniné baltymo forma, PrP¢ struktiiroje dominuoja a-spiralés (42 proc.), o B-
klos¢iy sutinkama mazai (3 proc.). Be to jis yra tirpus ir labai jautrus proteaziy veikimui #2. Visgi
kokiu mechanizmu natyvi baltymo forma PrP° kei¢ia savo konformacijg ir tampa infektyviu PrP=
dar néra Zinoma. Dar ankstyvyjy tyrimy metu buvo iskelta priony hipoteze, kuri teigia, kad infektyvi
PrPS¢ forma veikia kaip $ablonas, kuris inicijuoja natyvios baltymo formos issilankstymg ir
patogeninés formos susidaryma 3. Véliau atlikty eksperimenty metu, naudojant i§ sergancio ziurkéno
smegeny izoliuota PrP%¢ forma ir natyvy PrP®, buvo gauti rezultatai patvirtinantys $ig hipoteze **.
Pagal juos buvo pateikti du agregacijos mechanizmai, kuriy metu PrP*¢ tiesioginé arba netiesioginé
fiziné saveika su PrPC sukelia konformacijos poky¢ius. Vieno mechanizmo modelio atveju yra biitina
tiesioginé saveika tarp PrPC ir PrPS¢ arba PrP*, kuri yra aktyvi tarpiné forma, susidariusi vykstant
natyvios formos baltymo daliniam iSsilankstymui (1.5. pav. A). Toliau pasikeitus baltymo
konformacijai, susidaro polimeras, prie jo jungiasi natyviis monomerai, taip ilgéjant struktiirai ir
susidarant protofilamentams ir fibriléms. Taciau §is modelis neigia baltymo formos spontaninj
konformacijos pasikeitimg *°. Toks reikinys yra apraSomas antrojo agregacijos mechanizmo atveju,
taciau pasikeitimas yra energetiskai nepalankus procesas, kuris vyksta per ilga laikg (1.5. pav. B).
Pasikeitus baltymo konformacijai PrP*¢ sudaro polimera, dar vadinamg ,,sé¢kla®, prie kurio toliau
jungiasi PrP* monomerai, taip ilgéjant grandinei. Kadangi Sios reakcijos energijos barjeras yra
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maZesnis, todé¢l reakcija vyksta greiiau 3*. Visgi abiejy modeliy metu yra galima susidariusiy
agregaty fragmentacija arba pavirSiaus-katalizuojama antriné¢ nukleacija, dél ko atsiranda daugiau

agregacijos centry, prie kuriy gali jungtis baltymo monomerai, taip iaugant agregacijos greic¢iui *°.

A Prpsec Fragmentacija
sukuriama maiSymo

Heterodimeras O Monomery arba sonikacijos
>—» D =i . prijungimas
= O > - -
e d
> @ F (> -( l Fragmentacija

Prp=

Kofaktorlus
Amiloidy cikliné -
amplifikacija -

Fragmentacija

Q? ' Létas ,séklos”

formavimas Greitesnis monomery
A prijungimas
Kofaktorius

1.5. pav. Prioniniy baltymy agregacijos mechanizmai. A. Agregacijos mechanizmas, kuris parodo,
jog yra negalimas spontaninis PrP¢ konformacijos pokytis j PrP* forma. Tik patekes j organizma
PrPS¢ saveikauja su natyvios formos PrPC arba tarpinés PrP*, taip kei¢iantis baltymo konformacijai.
B. Agregacijos mechanizmas vaizduoja spontaninj procesa, kuomet natyvios formos PrP® virsta j
PrPS¢. Abiejuose mechanizmuose yra galimas kofaktoriy dalyvavimas ir stebima tolimesné agregaty
oligomerizacija. 4’

1.5. Alfa-sinukleinas

Alfa-sinukleinas yra baltymas, kuris priklauso sinukleino baltymy S$eimai, randamai
stuburiniuose gyviinuose “. Sie baltymai pirma karta buvo atrasti 1988 metais, kuomet pranciizy
kilmés mokslininkas Maroteaux tyré Ramiojo vandenyno elektrinés rajozuvés cholinerginiy neurony
branduolius ir sinapsines piisleles *°. Biitent dél savo lokalizacijos baltymas ir buvo pavadintas
sinukleinu (,,syn* — nuo Zodzio sinapsé, ,,nuclein“ — branduolys) °°. Taciau jis daugiau démesio
sulauké tik 1997 metais, kuomet buvo pastebéta, jog sinukleinas yra pagrindinis Lewy kiineliy ir
neurity komponentas, kurie yra kaip Parkinsono ligos ar demencijos su Lewy kiineliais Zymuo °.

Zmogaus a-sinukleinas yra mazas baltymas, kurio molekuliné masé siekia apie 14 kDa,
sudarytas is 140 aminortigsc¢iy ir kurj koduoja SNCA genas, lokalizuotas 4 chromosomaos ilgojo peties
21 pozicijoje *. Daugiausia $io baltymo yra sintetinama smegenyse, ta¢iau mazesniais kiekiais
aptinkama ir kituose organuose. Be a-sinukleino yra identifikuoti ir kiti du sinukleiny Seimos nariai
— B-syn, y-syn. B-sinukleinas yra Zmogaus baltymo homologas galvijy organizme, sudarytas i§ 134
aminorigsciy, o y-sinukleinas, sudarytas i§ 127 aminoriugsciy, randamas periferingje nervy sistemoje

ir yra homologiskas tiek o-, tiek B- sinukleinams %2, Visi $ios baltymy $eimos nariai turi panasia
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struktiirg, N- gale yra aptinkami konservatyvis sekos (KTKEGV) pasikartojimai ir susidariusios a-
spiralés. Toliau aptinkamas centrinis domenas, dar vadinamas ,,non-amyloid-beta komponentu
(NAC), kuris yra hidrofobiskas ir agregacijos metu linkes struktiirg pakeisti j B-klostes. Baltymo C-
galo domene dominuoja neigiamai jkrautos aminoriigs¢iy liekanos ir prolinas, dél ko $i dalis suteikia
baltymui lankstumo 5. Sis baltymas yra linkes tolimesnéms posttransliacinéms modifikacijoms
(PTM), tokioms kaip fosforilinimas, oksidacija, acetilinimas, glikozilinimas ir kt., taip pakeiciant
baltymo kriivj ir struktiirg, dél ko gali pasikeisti jungimosi prie kity baltymy ar lipidy afiniSkumas.
Daugiausiai istirta PTM yra fosforilinimas, nes $i modifikacija yra sutinkama su sinukleinu susijusiy

ligy atvejais >,

“Struktara’.,

L~ H50Q
R ABIOPIP153E/T
,"N N - galas ] NAC { C - galas C‘\

o
E46K

G51D
Oligomerizacija / Agregacija
- o
~ —_— Yy W s N
_,D el ——— [ A TP "ﬂ
— % RSN
Monomerai Oligomerai Agregatai

Goldzio
aparatas

Proteosoma ET

@ Branduolys

izosoma '\

- a N\,
e Mikrovamzdeliai

Membrana

Sinapsé Mitochondrija

1.6. pav. Alfa-sinukleino struktiiros, funkcijos ir toksiSkumo trikampis. Struktiiroje pazyméti su
sinukleopatijomis susije 5 aminoragsciy pasikeitimai, atsirandantys dél taskiniy mutacijy. Manoma,
kad Sis baltymas dalyvauja sinapsiniy piisleliy pernesimo procese. O §io baltymo agregacija gali turéti
zalinga poveik] jvairiy organeliy veikimui.

Kokia yra tiksli fiziologiné a-sinukleino funkcija kol kas nezinoma, ta¢iau buvo iskelta
hipoteze, kad jis gali biti atsakingas dél sinapsiniy pusleliy judéjimo sinapsiniame plySyje, nes
didziausi $io baltymo kiekiai yra randami pre-sinapsiniuose neurony galuose *°. Bandymuose su
pelémis, kuomet buvo iSjungiamas a-Sinukleing koduojantis genas, rezultatai parodé, jog $i hipoteze
gali biiti teisinga. Be to $iy bandymy metu buvo pastebétas ir padidé¢jes iSskiriamo dopamino kiekis,
veikiant elektriniais dirgikliais, todél buvo padaryta iSvada, kad a-sinukleinas gali turéti jtakos
neurotransmisijai .
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a-sinukleinas fiziologiniame pH yra nestruktiirizuotas, todél tyrimai in vitro parodé, jog
inkubuojant §j baltyma ilgesnj laika, jis pakei€ia savo struktiirg ir susidaro agregatai, kuriy struktiiroje
dominuoja - klostés. Ankstyvajame agregacijos etape baltymas yra dalinai susilanksc¢iusios formos,
todél tai yra esminis agregacijos faktorius *°. BMR tyrimai rodo, jog o-sinukleino fibriliy Serdis
sudaryta pagrinde nuo 30 iki 110 aminortgsc¢iy liekany, j kurig patenka NAC regionas ir dalis baltymo
N- galo >,

1.6. Amiloidozés

Amiloidozes sukelia neteisingas baltymy susilankstymas ir jy agregacija j fibriles. Amiloidy
susikaupimas yra lokalizuotas (t.y. fibrilés susidaro ir apsiriboja 1 organu ar kiino vieta) arba
sisteminés (t.y. fibriliniai agregatai kaupiasi jvairiuose kiino organuose ir audiniuose) °’. Dabartiné
amiloidoziy Klasifikacija remiasi pirmtako baltymo chemine charakteristika. Organams bidinga
lokalizuota amiloidozé gali buti nustatyta sergant Alzheimerio liga (AB-peptidas plokstelése) ir II tipo
cukriniu diabetu (amilinas Langerhanso salelése) *®.

Mazginiai lokalizuoti amiloidai yra atsitiktinai atrandami odoje, akiy vokuose, kriityse,
gerklose, plauciuose ir Kituose organuose. Kolkas tokiy amiloidoziy gydymo budy atrasta néra,
vienintelis Salinimo biidas yra chirurginiu biidu, taciau Sie agregaty raizginiai yra linke po pasalinimo
atsinaujinti ir yra reikalinga pakartotiné chirurginé procediira ®. Priesingai nei lokalizuoty atveju,
sisteminés amiloidozés pasireiskia rimtais pozymiais ir simptomais, kuriuos sukelia organuose ir
audiniuose progresuojanti liga. Be $ios klasifikacijos amiloidozés taip pats skirstomos j paveldimas,

bei jgytas. 1.1. lenteléje pazyméta keletas amiloidoziy pavyzdziy.

1.1. lentelé. Amiloidoziy pavyzdziai ir skirstymas pagal paveikiamus organus, bei paveldimuma. °’

Sisteminé (S) Igyta (]) ar

Fibrilinis . . i e .
roriin Baltymas pirmtakas ar lokalizuota paveldima Paveikiami organai
baltymas
(L) (P)
Sirdis, perifering ir
ATTR Transtiretinas S P autonominé nervy
sistemos
ALys Lizocimas S P Inkstai
AP AP peptidas L I CNS
APrP Prioninis baltymas L I CNS
(Apo) serumo amiloidas Visi organai, i§skyrus
AA A S l CNS
. Periferiné
AGel Gelsolinas S P .e“ ermg nerv.qv. )
sistema, inkstai, Sirdis
. . Aut iné
Ap2M B2 mikroglobulinas S P utonomine nervy

sistema
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Atlikus vyresniy Zmoniy autopsijas, buvo pastebéta, kad mazdaug 70 proc. mirties atvejy yra
susije su ATTR *. Be to, neurodegeneracinés ligos, tokios kaip Alzheimerio, Parkinsono ir
Hantingtono ligos, bei amiotrofiné lateraliné sklerozé, kuriy pagrindinis poZymis yra netinkamai
susilanksciusiy baltymy sankaupos, yra susijusios su amziumi ir dazniau sutinkamos vyresnio
amziaus zmoniy grupése .

1.7. Baltymy agregacija

Amiloidy susidarymas yra nuo nukleacijos priklausoma polimerizacijos reakcija. Tokio tipo
reakcijos prasideda nuo pradinés lag fazés, kuomet 1§ monomerinio baltymo susidaro agregacijos
branduoliai ir tai yra reakcijos greitj limituojanti reakcija, nes natyvios ar dalinai susilanksc¢iusios
formos baltymui ar peptidui pakeisti konformacija j B-klosCiy struktiira yra termodinamiSkai
nepalanki reakcija (1.7. pav.) *°. Toliau po §ios stadijos vyksta elongacijos fazé. Ji prasideda kuomet
yra susidare kritinio dydzio branduoliai, todél galimas tolimesnis monomery jungimasis prie
susidariusiy branduoliy . Si reakcija yra palanki, nes susidariusiy fibriliy termodinaminis stabilumas
yra didesnis lyginant su nestabiliu/issilankséiusiu natyviu baltymu ?2. Sios stadijos metu vyksta
Sablono inicijuotas konformacijos pokytis. Reakcija baigiasi jsotinimu (plateau), kuomet fibrilés
nebeilgéja ir yra pasiekiama pusiausvyra tarp agregaty ir monomery L. Elongacijos fazés metu taip
pat vyksta ir antriniai agregacijos procesai — fragmentacija, kuomet fibrilés 1tzinéja j maZesnes dalis,
susidaro daugiau naujy fibriliy galy arba vyksta fibriliy pavirSiaus katalizuojama antriné nukleacija,
kai monomerai agreguoja ant fibriliy pavirsiaus, tokiu biidu padidinant reakcijos greitj 2.

Vykstant spontaninei baltymo agregacijai yra stebima sigmoidés formos fluorescencijos
intensyvumo priklausomybé nuo laiko *°. Taip pat yra galima ir ,,séklos* inicijuota agregacija. Jos
metu méginyje jau yra susidariusiy agregaty, kurie daznai yra skaldomi ultragarsu, tam kad reakcija
vykty grei¢iau ir meéginyje biity daugiau nukleacijos branduoliy. Tokiu biidu yra labai sutrumpinama

lag fazé ir fibriliy koncentracijos priklausomybé nuo laiko tampa eksponentés formos .
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1.7. pav. Amiloidiniy agregaty formavimo schema. Ji parodo, kaip natyvios formos baltymas
oligomerizuojasi, sudaro agregacijos branduolius ir amiloidines fibriles ir kaip keiéiasi fibriliy kiekis,
priklausomai nuo agregacijos fazés (mélyna kreivé). 8

Amiloidiniy fibriliy formavimas yra kompleksiskas procesas, kuris priklauso nuo baltymo
rasies, t.y. aminoriig§¢iy sekos, taciau didelj poveikj turi ir aplinkos faktoriai. Net maziausi aplinkos
salygy pokyciai gali turéti jtakos visoms agregacijos stadijoms, taip pasikeiiant agregacijos
mechanizmui ir susidaranéiy amiloidiniy fibriliy struktiirai %, Manoma, kad toks konformacinis
pasikeitimas, dar vadinamas polimorfizmu, yra bendra savybé visiems amiloidiniams baltymams,
kuri gali nulemti ir skirtingus ligos fenotipus %. Tyrimai rodo, jog dél aplinkos temperatiiros, tirpalo
pH, joninés jégos, baltymo koncentracijos ir purtymo biido gali pasikeisti susidariusiy amiloidiniy
fibriliy stabilumas ar savireplikacijos greitis ®3. Be to aplinkos salygy poky¢iai taip pat gali turéti
jtakos ir tiriamy agregacijos slopikliy efektyvumui .

1.8. Tioflavinas-T

Benzotiazolo dazo tioflavino-T (ThT) fluorescencijos intensyvumo tyrimas yra vienas
dazniausiai naudojamy metody, tirti amiloidiniy fibriliy, kurios yra Alzheimerio, Parkinsono ligy ar
kity amiloidoziy Zymuo, susidaryma. Pagrindinis ThT privalumas yra §io fluorescencinio dazo
specifiskumas amiloidiniy baltymy agregatams ®°. Yra manoma, jog $is dazas beveik nesaveikauja su
baltymais, kurie yra natyvios formos, nesusilankste ar dalinai susilanksciusios biisenos, bei su
amorfiniais agregatais ar baltymy oligomerais ®’. Nepaisant to, jog naujausi tyrimai parodé, jog
pasitaiko keletas iSim¢iy i$ Sios taisyklés (nustatyta, kad ThT jungiasi su acetilcholinesteraze, serumo
albuminais ir net a-spiraline poli (L-glutamo raigstimi)), taCiau tik sgveikaujant Siam dazui su
amiloidinémis fibrilémis yra stebimas labai stiprus (deSimtis tikstanciy karty) fluorescencijos
kvantinés iSeigos padidéjimas, lyginant fluorescencijos intensyvuma, kuomet dazas yra neprisijunges

prie agregaty vandeniniame tirpale %. Tioflavinas-T, dar Zinomas kaip ,,Basic Yellow 1” ar CI 49005,
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yra gaunamas metilinant dehidrotiotoluiding metanolyje, esant druskos arba sieros rugstims, 160-170
°C temperatiirai ir slégiui ®°. Pirmieji $io dazo panaudojimg amiloidiniy agregaty susidarymo tyrimui
histologiniuose méginiuose 1959 metais parodé Vassar ir Culling ®’. Po trisdesimties mety Naiki su
kolegomis pirmieji kiekybiSkai jvertino amiloidiniy fibriliy susidaryma in vitro, spektrofotometriniu
budu nustatat¢ ThT fluorescencijos emisijg ir pasteb¢jo tiesioging fluorescencijos emisijos
priklausomybe nuo fibriliy koncentracijos. Nuo to laiko ThT tapo vienu placiausiai naudojamy
,aukso standarty* selektyviai nustatant ir analizuojant fibriliy susidaryma tiek in vivo, tiek in vitro 8,

Tioflavinas-T susideda i§ dimetilinto benzotiazolo Ziedo, sujungto su dimetilamino benzilo
ziedu per vieng C — C rysj (a), kuris leidzia dviem ziedams pasisukti vienas kito atzvilgiu. Kiti svarbiis
ThT strukttiros bruozai yra teigiamas krtvis benzotiazolo ziede (b), tretiné dimetilamino grupé ant
benzilo Ziedo (¢) ir reaktyvioji anglis benzotiazolo Ziede, jungian¢iame su benzilo Ziedu (d) (1.8. pav.
A) %, Vandenyje jis efektyviai idsklaido suzadinimo energijg benzotiazolo ir dimetilamino benzilo
ziedams sukantis vienas kito atzvilgiu, taip sukeldamas nefluorescuojancia biisena %°. Kuomet dazas
yra pridedamas ] méginius, turinius B-kloséiy struktira pasizyminéiy agregaty, ThT stipriai
fluorescuoja esant suzadinimui 440 nm bangos ilgyje ir emisijos maksimumas yra 490 nm (1.8. pav.
B) 6. Esant vandeninei aplinkai be struktiiry, prie kuriy galéty jungtis, dazas fluorescuoja silpnai,
kuomet yra mazesni suzadinimo ir emisijos maksimumo bangos ilgiai atitinkamai 350 ir 440 nm °.
Nors sgveikos tarp ThT ir amiloidiniy fibriliy mechanizmas tebéra nepilnai suprantamas, placiausiai
pripazinta teorija yra, kad ThT molekulés patenka j B-klos¢iy griovelius ir sgveikaudamos su
hidrofobinémis baltymo aminoriig§¢iy lickanomis imobilizuoja ziedus ir neleidzia jiems suktis vienas
kito atzvilgiu per bendra jungtj, dél ko yra gaunama didelé fluorescencijos kvantiné iseiga . Vis
delto paskutiniy tyrimy metu buvo pastebéta, jog egzistuoja daugiau nei vienas ThT jungimosi prie
fibriliy bidas ir jie nevienodai pakeicia daZo fluorescencijos kvanting iSeiga, dél ko tiksliai jvertinti

susidariusiy fibriliy koncentracija pagal fluorescencijos pokytj negalima *.
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1.8. pav. A. Tioflavino-T (ThT) struktiiriné formulé. Rodykle pazyméta benzotiazolo ir benzilo ziedy
rotacija vienas Kkito atzvilgiu per bendra C-C jungtj. B. ThT fluorescencijos intensyvumo
priklausomybé nuo bangos ilgio, kuomet méginyje yra tik ThT ir ThT su fibrilémis "
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Be 10 naujausi tyrimai parodé, jog dazo fluorescencijos kvantinei iSeigai jtakos gali turéti ir
tirpalo klampa. Kadangi dauguma vandeniniy tirpaly turi maza klampa, suzadinta blisena tokiomis
salygomis lengvai virsta nesuzadinta busena, o ThT molekulés turi labai maza fluorescencing iSeiga
2. Kai dazas yra sujungtas su amiloidine fibrile arba randamas klampiuose tirpikliuose, Ziedy
sukimasis sulétéja, skatinant fluorescuojancia relaksacijg 1§ suzadintos ] nesuzadintg biiseng ir
padidinant fluorescencine iseiga '*. Be tirpalo klampos, pH taip pat yra svarbus fluorescencijos
poky¢iams 2. Esant pH Zemiau 3 vertés, tretinio amino protonavimas lemia ThT absorbcijos ir
emisijos sumazéjima. Esant Sarminei terpei ir (arba) aukstai temperatiirai, gali vykti anglies atomo

benzotiazolo Ziede hidroksilinimas. Vélgi, tai lemia absorbcijos ir emisijos poky&ius .

1.9. Kongo raudonasis

Kongo raudonasis (CR) buvo pirmasis dazas, naudojamas amiloidiniy agregaty tyrimuose. Jj
iSrado 1884 metais vokie¢iy chemikas Paul Bottiger . Jis bandé susintetinti junginj, kurj biity galima
naudoti kaip pH indikatoriy, taciau sukairé ,.tiesioginj“ daza, kuris be jokiy papildomy medziagy
pagalbos gali jungtis prie tekstilés pluosty '®. Jdomu tai, jog vokie¢iy gydytojas H. H. Bennhold, kurio
vardu buvo pavadintas amiloidy daZzymo testas (Bennhold Congo red staining test) pirmasis 1922
metais panaudojo Kongo raudonajj daza diagnozuoti amiloidozes. Pati diagnostikos procediira buvo
atlickama j kraujg suleidziant CR ir greitesnis dazo pasalinimas i$ kraujotakos buvo ,,trikstamo dazo®,
prijungto prie amiloidiniy agregaty paciento organuose, rodiklis ’’. Véliau kaip histologinj daza, 1927
metais panaudojo belgy neuropatologas Paul Dirvy, kuris tyré degeneracinius smegeny pokycius, ir
Jis pastebejo, kad CR suteikia Zalig spalva amiloidui, susikaupusiam smegeny audinyje, kuomet yra
naudojama poliarizuota §viesa '®.

Kongo raudonasis (Ca2H22NsOsS> - 2Na), kurio cheminis pavadinimas 3,3’-[(1,1’-bifenil)-4,4'-
diilbis(azo)]bis-(4-amino-1-naftaleno) riigstis) dinatrio druska, yra simetri§ka linijiné molekulé .
Hidrofobinis centras susideda i§ dviejy fenilo ziedy, sujungty diazo jungtimis, su dviem jkrautomis
galinémis naftaleno dalimis. Siose galinése CR dalyse yra sulfono riigities ir amino grupés '°. Kongo
raudonasis yra chinono formos riigstiniame tirpale ir sulfonazo pavidalo baziniame tirpale ir keicia

spalvg i§ mélynos (zemiau pH 3) j raudong (vir$ pH 5) (1.9. pav.) 7.

18



A

Galiné — Jungiamoji — Centriné jungtis — Jungiamoji — Galiné

NN

NH, Hy
7 Y
Ox, go
O'S\OH OH 0
21A
B C
NH, NHy*
- e
Os¢ Os
g o OH
Sulfonazo forma - raudona Chinono forma - mélyna

1.9. pav. A. Kongo raudonojo (CR) cheminé struktiira, padalinta j galines ir jungiamasias grupes, bei
centring jungtj. Molekulés ilgis yra 21 A. B. CR forma baziniame pH. C. CR forma riaggtiniame pH
78

Kongo raudonajam prisijungus prie agregaty, jie normalioje $viesoje yra raudonos spalvos, bet
geltonos-zalios spalvos (,,apple-green®) esant poliarizuotai Sviesai. Prisijungimas prie amiloidiniy
fibriliy sukelia biidingg CR maksimalios optinés absorbcijos poslinkj nuo 490 nm iki 540 nm bangos
ilgio &. Visgi kokiu mechanizmu CR jungiasi prie amiloidiniy fibriliy dar néra gerai suprantama.
Paprastai yra manoma, kad jungimasis priklauso nuo B-klos¢iy struktiiros, nes CR sgveikauja Su
visomis zinomomis amiloidiniy fibriliy formomis, nepaisant skirtingo aminortigsciy kiekio ir
konformacijos ”°. Vis délto $io dazo naudojimas sumazéjo, kuomet buvo atrastas kitas fluorescencinis
dazas — ThT, nes CR yra nespecifiSkas amiloidiniams agregatams ir jungiasi prie kity baltymy, kaip
pavyzdziui elastino, fibrino, kolageno 8.

1.10. ANS

Jau 1950-aisiais buvo atrasta, kad jvedus jvairias pakeistas anilino grupes i naftaleno darinius,
susidaro tokios molekulés kaip 1-anilinonaftalen-8-sulfonatas (ANS), kurios sunkiai fluorescuoja
vandeningje aplinkoje, taciau yra labai fluorescuojancios apoliniuose, organiniuose tirpikliuose arba
prisijungus prie medziagy pavirsiaus 8. Stryer pastebéjo, kad ANS saveikaujant su apomioglobino ar
apohemoglobino hidrofobinémis sritimis, atsirado maksimalios vertés mélynasis poslinkis ir
fluorescencijos intensyvumo padidéjimas 3. Tki Siol ANS ir jo dimerinis analogas 4,4'-bis-1-
anilinonaftaleno-8-sulfonatas (Bis-ANS), kuriuos pirmieji 1969 metais aprasé Rosen ir Weber, buvo

tarp dazniausiai naudojamy dazy baltymy charakterizavimui 84,
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ANS yra amfifatiné molekulé, susidedanti i§ hidrofobinés anilinonaftaleno grupés ir jkrautos
sulfonato grupés (1.10. pav.). Sis dazas yra naudojamas kaip fluorescencijos Zymuo baltymams
apibiidinti jvairiose biisenose . Esant baltymui i3silydziusios globulés biisenoje, ANS
fluorescencijos intensyvumas padidéja ir tai rodo, kad dazas sgveikauja su hidrofobinémis baltymo
dalimis 8. Tiriant daZo fluorescencijos poky¢ius laiko atzvilgiu, gaunama dar daugiau informacijos
apie baltymo hidrofobines sritis, t.y. ilga (10-15 ns) ar trumpa (2-5 ns) ANS fluorescencijos trukmé
parodo atitinkamai tirpiklio apgaubtus arba neapsaugotus hidrofobinius domenus .

ANS Bis - ANS

1.10. pav. 1-anilinonaftalen-8-sulfonato (ANS) ir jo dimerinio analogo Bis-ANS cheminés strukttiros.
86

Sio dazo fluorescencijos kvantiné ieiga yra maza polinéje aplinkoje, tokioje kaip vandeniniai
tirpalai, tatiau nepolinéje aplinkoje jo fluorescencija stipriai padidéja 8. Visgi kokiu mechanizmu yra
sukuriamas toks fluorescencijos intensyvumo padidéjimas dar néra aiSku. Buvo pasiiilyta, kad tiek
ribotas mobilumas, tiek artimiausios ANS aplinkos hidrofobiSkumas reikSmingai prisideda prie
melynos spalvos fluorescencijos spektry poslinkio ir padidéjusio fluorescencijos intensyvumo bei
dazo fluorescencijos trukmés 8. Tyrimai rodo, kad ANS ir Bis-ANS fluorescencijos intensyvumas
priklauso ne tik nuo tirpalo poliskumo, klampos ir temperatiiros, bet mélynas emisijos maksimumo
poslinkis ir kvantinés iSeigos padidéjimas jvyksta ir mazéjant tirpiklio dielektrinei konstantai .
Dimerinis ANS analogas (Bis-ANS), pasizymi panasiomis fluorescencijos savybémis lyginant su
ANS, taciau dimerinés formos UV absorbcijos maksimumas ir fluorescencijos emisija pasislenka j
ilgesnius bangos ilgius 8. ANS ir Bis-ANS yra ypa¢ tinkami baltymy agregacijai nustatyti ankstyvose
stadijose, kuomet agregaty daznai biina labai mazomis koncentracijomis ir jy gyvavimo trukmé gali
biiti trumpa *°.

1.11. Dapoksilas

Dapoksiliniai dazai yra labai jautriis aplinkai fluorescenciniai junginiai. Jy fluorescencija
vandenyje yra labai maza, taciau tirpikliy pH ir poliskumas sukelia didelius fluorescencijos
intensyvumo ir ekstinkcijos koeficienty pokycius, bei Stokso poslinkj ®X. Dél dapoksiliniy dazy
jautrumo aplinkai, jie buvo plac¢iai naudojami nustatant jvairias organeles, jskaitant ir endoplazminj

tinkla (ET), bei baltymy konformacinius ir fosforilinimo poky¢ius %.
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Dapoksiliniy dazy sintezés eiga jau zinoma ilgg laika. Dazniausiai yra vykdomos dviejy
pakopy reakcijos, pirmoji - acilamino ketono sintezé ir antroji - ciklodehidratacija, taip sukuriant
oksazolo struktiirg, kuri yra dapoksiliniy dazy pagrindas. Vis délto svarbesnis yra antrasis dazo
sintezés etapas (ciklodehidratacijos reakcija), nes nuo $io etapo pasisekimo priklauso, kokios

funkcinés grupés bus galutingje oksazolo struktiiroje %. Dapoksilo struktiira pavaizduota 1.11. pav.

OO

1.11. pav. Dapoksilo (Dap) cheminé struktiira. %

Dapoksilas geba identifikuoti B-klosc¢iy struktirg ir hidrofobinius pavirsius, taip atsirandant
galimybei spresti apie baltymo struktiros pasikeitimus, dél kuriy atsiranda suzadinimo ir emisijos
profiliy bei santykinés kvantinés iseigos pokyciai. Taip pat buvo pastebéta, kad dapoksilas yra
daugiamatis zymuo amiloidiniy baltymy agregacijos priklausomybés nuo laiko tyrimuose,
suteikiantis informacijos apie metastabilius agregacijos tarpinius produktus ir jy pobtidj, ko negalima
nuspresti naudojant jprastus Zymenis, kurie remiasi vien tik kvantinés iseigos poky¢iais %,

1.12. Metileno mélis

IstoriSkai metileno mélis (MB) yra pirmasis sintetinis junginys, kada nors naudotas kaip
antiseptikas klinikingje terapijoje ir pirmasis antiseptinis dazas, naudojamas terapiskai. MB ir jo
dariniai buvo plac¢iai naudojami chemoterapijoje pries atrandant sulfonamidus *. Be to $is dazas buvo
vienas pagrindiniy junginiy, ieSkant vaisty nuo jvairiy bakteriniy ar virusiniy infekcijy ir vézio. Jo
strukttiros ir terapinés veiklos tyrimai atliko svarby vaidmenj vystant fenotiazinus, didele vaisty
grupe, vartojama kaip antihistamininiai preparatai ir neuroleptikai %. Teigiamas MB poveikis gydant
kognityvinius sutrikimus, pasireiskian¢ius psichozémis, buvo zZinomas daugiau nei Simtmetj Ir
pastaruoju metu daug démesio sulauké jo galimybés sulétinti dél Alzheimerio ligos (AD) atsirandantj
Kognityviniy funkcijy suprastéjima %,

MB, katijoninis dazas, kurio cheminis pavadinimas yra tetrametiltionino chloridas, priklauso
junginiy, zinomy kaip fenotiazinai, klasei (1.12. pav.) . Jis tirpsta vandenyje ir gali iStirpti
organiniuose tirpikliuose 2’. Jo spalva oksiduotoje formoje yra tamsiai mélyna, o maksimali
absorbcija - esant 609 ir 668 nm §viesos bangos ilgiams, ir bespalvé, kai dazas yra redukuojamas, ir
§i forma nesugeria regimosios $viesos srityje %. Sios dvi daziklio formos egzistuoja kaip
pusiausvyroje esanti redokso pora ir kartu jie sudaro grjztamajg oksidacijos-redukcijos sistemg arba

elektrony donory ir akceptoriy porg ¥'.
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1.12. pav. Metileno mélio (MB) cheminé struktiira. %

Tyrimai parodé, jog metileno mélis geba pereiti smegeny ir kraujo barjera. Eksperimenty su
ziurkémis rezultatai parodé, kad praéjus 60 minuciy po vartojimo oraliniu arba injekcijos j veng buidu
MB koncentracija smegenyse yra apie 10 karty didesné nei plazmoje. Kai MB susvirks¢iamas j peliy
ar ziurkény kairjjj Sirdies skilvelj, jis gerai prasiskverbia j smegenis tiek redukuotos, tiek oksiduotos
formos *°. Siuo metu MB yra patvirtintas Maisto ir vaisty administracijos vartoti oraliniu arba
intraveniniu bidu gydant methemoglobinemija, malSinant Slapimo taky diskomforta, ir kaip
chirurginiai ,,dazai - zymenys* skys¢iy nuteké¢jimams nustatyti, daugiausia i§ virSkinimo trakto ir
$lapimo sistemos ¥'.

Be viso to, kad metileno m¢lis buvo naudojamas kaip dazas susidaranciy amiloidiniy fibriliy
tyrimuose ir amiloidy nustatymui organizme, atlickant eksperimentus in vitro buvo pastebétas $io
junginio agregacija slopinantis poveikis %’. Tyrimai in vitro parodé, kad MB slopina A ir tau baltymo
agregacija, taip pat dalinai atstato mitochondrijy disfunkcijg ir metabolizmo procesus smegenyse.
Taip pat atlickant bandymus su pelémis, kurios buvo kaip Alzheimerio ligos modelis, buvo pamatyta,
kad peléms vartojant MB oraliniu btidu, jy smegenyse susikaupusiy AP agregaty kiekis sumazéjo ir

pageréjo kognityvinés funkcijos *°.
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. Medziagos ir metodai

2.1. Laboratoriné jranga

Centrifugos: ,,Eppendorf 5424” (F-45-18-11-Kit rotorius)

Magnetinés maisyklés: ,,VARIOMAG Maxi Direct®, ,,VELP Scientifica® ARE®;
pH metras: ,,Thermo Scientific Orion DUAL STAR meter*;

Purtyklé ,,KS 4000i” (IKA);

Refraktometras ,,RL3” (PZO);

Spektrofotometrai: ,,Varian Cary Eclipse®, “Nanodrop 20007, “Shimadzu UV-18007;
Svarstyklés: ,,Kern PCB 1000-2%, ,,Denver Instruments TP-214;

Termostatai: ,,Fisher Scientific IB-15G*, ,,Eppendorf Thermostat plus®;
Termostatuojamos purtyklés: ,,Ditabis ThermoMixer MHR 23%;

Ultragarsinis homogenizatorius: ,,Bandelin Sonopuls* (antgalis : MS-73);
Vakuuminé filtravimo sistema: ,,Sigma-Aldrich®;

Svirkstinis filtras (diametras — 30 mm, pory dydis - 0,22 pm).

2.2. Medziagos

Sigma-Aldrich : tioflavinas-T (ThT), Kongo raudonasis (CR), metileno mélis (MB),
dapoksilas (Dap), 1-anilinonaftaleno-8-sulfonatas (ANS)

Acros Organics : guanidino hidrochloridas (98 proc.) (GuHCI), dinatrio hidrofosfatas
(Na2HPO4), natrio dihidrofosfatas (NaH2POs), , druskos rugstis (HCI), natrio $armas (NaOH).
Fisher scientific: kalio dihidrofosfatas (KH2PQOs), natrio chloridas (NaCl), kalio chloridas
(KCI), fosforo riigstis (HsPO4)

2.3. Buferiniai tirpalai

6 M GuHCI, 50 mM natrio fosfato buferinis tirpalas (pH 6,0 arba 7,4). 44 ml 0,5 M
NaH2POs yra sumaiSoma su 600 ul 0,5 M Na;HPO4 (pH 7,4 atveju atitinkamai 1,2 ml
sumaiSoma su 3,8 ml) ir jpilamas nedidelis tiiris dejonizuoto vandens. | tirpalg suberiama 28,7
g GuHCI. Nustatoma tirpalo pH verte, kuri yra koreguojama naudojant HCl arba NaOH
tirpalus. Buferinis tirpalas yra filtruojamas naudojant 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro
filtra.. Toliau tirpalas yra skiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 50 ml tdrio.

50 mM natrio fosfato buferinis tirpalas (pH 6 arba 7,4). 8,8 ml 0,5 M NaH2POs yra
sumaiSoma su 1,2 ml 0,5 M Na,HPO4 (pH 7,4 atveju atitinkamai 2,4 ml sumaiSoma su 7,6 ml)
ir jpilama dejonizuoto vandens, kad bendras tirpalo tiiris bty 100 ml. Nustatoma buferinio
tirpalo pH verté, kuri jeigu reikia yra koreguojama naudojant HCl arba NaOH tirpalus.
Buferinis tirpalas filtruojamas naudojant 0,22 pm pory dydZio, 47 mm diametro filtra.
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e 10x PBS (pH 7,4). 1,42 g Na;HPO4 , 0,24 g KH2PO4, 8 g NaCl ir 0,2 g KCl yra istirpinama
100 ml dejonizuoto vandens. Tuomet buferinis tirpalas yra filtruojamas naudojant 0,22 pm
pory dydzio, 47 mm diametro filtrg. PrieS naudojimg Sis buferinis tirpalas skiedziamas 10
karty dejonizuotu vandeniu.

e 100 mM PO4* 100 mM NaCl (pH 2,4) buferinis tirpalas. 7,1 ml 1 M H3PO4 sumai§oma su
25,8 ml 0,5 M NaH2POy; ir jpilama dejonizuoto vandens. | tirpalg suberiama 1,17 g NaCl.
Buferinis tirpalas skiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 200 ml tiirio ir nustatoma jo pH verte,
kuri yra koreguojama naudojant HCI arba NaOH tirpalus. Gautas tirpalas yra filtruojamas
naudojant 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

e 4 M NaCl tirpalas. 11,69 g NaCl istirpinama 50 ml dejonizuoto vandens. Tuomet tirpalas
filtruojamas naudojant 0,22 um pory dydzio, 47 mm diametro filtra.

2.4. Metodai

2.4.1. Amilodiniy fibriliy paruoSimas

2.4.1.1. Dazy sgveikos tyrimui
Rekombinantinis Zzmogaus insulinas (ekstinkcijos koeficientas €280 = 6335 Mcm™ | moliné
masé M = 5808 Da) istirpinamas PBS (pH 7,4 ) buferiniame tirpale. Tiksli baltymo koncentracija yra
nustatoma naudojant ,,Nanodrop 2000 spektrofotometrg ir tirpalas skiedziamas PBS buferiniu
tirpalu, kad galutiné baltymo koncentracija biity 300 uM (1,74 mg/ml). Baltymo tirpalas yra

iSpilstomas po 1 ml j mégintuvélius ir inkubuojamas 60°C temperatiiroje 24 valandas.

Vistos kiauginio baltymo lizocimas (ekstinkcijos koeficientas €280 =37970 Mtcm™, moliné
masé M = 14313 Da) istirpinamas 2 M GuHCI 50 mM natrio fosfato (pH 7,4) buferiniame tirpale.
Tiksli baltymo koncentracija yra nustatoma naudojant ,,Nanodrop 2000 spektrofotometrg ir
koreguojama naudojant buferinj tirpalg, kad galutiné¢ baltymo koncentracija biity 300 uM (4,29
mg/ml). Tirpalas yra iSpilstomas po 1 ml | mégintuvélius, kuriuose yra po du 3 mm stiklo rutuliukus.
Méginiai yra inkubuojami termostatuojamoje purtykléje 60 °C temperatiiroje, purtant 600 apsisukimy
per minute greiciu, 24 valandas. Pagamintus agregatus centrifuguojame 10 min, 12500 apsisukimy
per minute greidiu ir resuspenduojame PBS (pH 7,4 ) buferiniame tirpale. Si procediira kartojama

keturis kartus.

Pelés prioninio baltymo fragmentas MoPrP 89-230 (ekstinkcijos koeficientas gg0 = 27515
M~tcm™, moliné masé M = 18655 Da) (pradiné konc. 3,0 mg/ml) skiedziamas naudojant 6 M GuHCI
50 mM natrio fosfato (pH 7,4) ir 50 mM natrio fosfato (pH 7,4) buferinius tirpalus, kad galutiné
GuHCI koncentracija méginyje buty 0,5 M, o baltymo - 0,5 mg/ml. Tirpalas iSpilstomas j

mégintuvelius po 1,5 ml, kurie inkubuojami termostatuojamoje purtykléje 60 °C temperatiiroje,

24



purtant 600 apsisukimy per minute greiciu, 24 valandas. Susidar¢ agregatai yra centrifuguojami 10
min 12500 apsisukimy per minute grei¢iu ir resuspenduojami PBS (pH 7,4) buferiniame tirpale. Si
centrifugavimo/resuspendavimo procediira pakartojama 4 kartus. Galiausiai méginiai po
centrifugavimo resuspenduojami mazesniame turyje buferinio tirpalo ir apjungiami, kad galutiné

baltymo koncentracija méginyje biity 300 pM.

2.4.1.2.  Joninés jégos tyrimui

Rekombinantinis mogaus insulinas istirpinamas 100 mM POs* 100 mM NaCl (pH 7,4)
buferiniame tirpale. Naudojant spektrofotometrg ,,Nanodrop 2000 yra nustatoma tiksli baltymo
koncentracija ir méginys skiedziamas buferiniu tirpalu, kad galutiné baltymo koncentracija buty 200
uM. Tirpalas i$pilstomas ] mégintuvélius po 1 ml ir inkubuojamas 60 °C temperatiiroje, 24 valandas.
Po agregacijos méginiai yra centrifuguojami 10 min, 12500 apsisukimy per minute greiciu ir fibrilés
resuspenduojamos j dejonizuota vandenj. Sis procediira kartojama 4 Kkartus. Galiausiai
nucentrifugavus méginiai apjungiami, resuspendavus mazesniame tiiryje dejonizuoto vandens, kad

galutiné baltymo koncentracija méginyje bty 400 uM.

Vistos kiauginio baltymo lizocimas i§tirpinamas naudojant 6 M GUHCI 50 mM PO4* (pH 6)
ir 50 mM POs* (pH 6) buferinius tirpalus, kad méginyje bty 2 M GuHCI. Tiksli baltymo
koncentracija méginyje yra nustatoma naudojant spektrofotometrg ,,Nanodrop 2000 ir méginys
skiedziamas naudojant buferinj tirpalg, kad galutiné baltymo koncentracija méginyje biity 200 pM.
Tirpalas i$pilstomas po 1 ml | mégintuvélius, kuriuose yra po du 3 mm stiklo rutuliukus. Méginiai
inkubuojami 60 °C temperatiiroje, purtant 600 apsisukimy per minute greiCiu, 24 valandas. Po
agregacijos meéginiai centrifuguojami 10 min 12500 apsisukimy per minutg¢ greiiu ir
resuspenduojami j dejonizuota vandenj. Sis procesas kartojamas 4 Kkartus, paskutinj karta
nucentrifugavus méginiai yra apjungiami, kad galutiné baltymo koncentracija méginyje biity 400 uM,

kaip ir insulino atveju.

Pelés prioninio baltymo fragmentas MoPrP (89-230) (pradiné konc. 3,0 mg/ml) yra
skiedziamas 6 M GUHCI 50 mM PO4* (pH 6) ir 50 mM PO4* (pH 6) buferiniais tirpalais, kad GuHCI
koncentracija méginyje biity 0,5 M ir baltymo koncentracija 0,5 mg/ml. Baltymo tirpalas iSpilstomas
] mégintuvélius po 1,5 ml ir jie inkubuojami 60 °C temperatiiroje, purtant 600 apsisukimy per minute
greiCiu, 24 valandas. Susidar¢ agregatai yra centrifuguojami 10 min 12500 apsisukimy per minute
greiciu ir resuspenduojami dejonizuotame vandenyje. Procediira kartojama keturis kartus ir galiausiai

nucentrifugavus méginiai yra apjungiami, kad galutiné baltymo koncentracija méginyje biity 400 uM.

o-sinukleinas (ekstinkcijos koeficientas 280 = 5960 M *cm™, moliné masé¢ M = 14460 Da)

(pradiné konc. 7,4 mg/ml (512 uM)) yra skiedZiamas naudojant 10x PBS (pH 7,4) buferinj tirpalg ir
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dist. vandenj, kad galutiné baltymo koncentracija méginyje biity 200 uM. Tirpalas iSpilstomas po 1
ml | meégintuvélius, kuriuose yra po du stiklo rutuliukus ir inkubuojama 60 °C temperatiiroje, purtant
600 apsisukimy per minute greiiu, 48 valandas. Agregatai nucentrifuguojami 10 min 12500
apsisukimy per minute grei¢iu ir resuspenduojami dejonizuotame vandenyje. Procesas kartojamas 4
kartus ir galiausiai nucentrifugavus méginiai yra resuspenduojami j 500 ul dejonizuoto vandens ir

apjungiami, kad galutiné baltymo koncentracija méginyje biity 400 pM.
2.4.2. Dazy tirpaly paruoSimas

ThT, CR, ANS, Dap ir MB dazy milteliai buvo istirpinti distiliuotame vandenyje (dazo
koncentracija 1 mM) ir tirpalai nufiltruoti naudojant 0,22 um pory dydzio, 13 mm diametro $virkstinj
filtrg. Tiksli dazy koncentracija yra nustatoma matuojant 200 karty skiesto tirpalo sugertj (ThT €412
=22,1 - 103 cm™*M?, CR &85 = 33,3 - 10° cm™*M?, ANS e35 = 5,2 - 102 cm™*M™, Dap e348 = 28,4 -
103 cm™M™, MB g664 = 73,1 - 10° cm*M). Tuomet jie skiedziami, naudojant PBS (pH 7,4) buferinj
tirpalg iki 150 pM koncentracijos. Dazy tirpalai laikomi 4 °C temperatiiroje, tamsoje, norint iSvengti

fotooksidacijos reakcijos.
2.4.3. Daiy saveikos absorbcijos tyrimas

Meéginiai absorbcijos tyrimui ruoSiami maiSant susidariusias amiloidines fibriles, kurios pries
naudojimg skaldomos ultragarsu 10 min (MS-73 antgalis, 40 % amplitudé, 30 s veikimo - 30 S
ramybés rezimas), PBS buferinj tirpalg ir dazus. Amiloidiniy fibriliy galutiné koncentracija méginyje
yra 100 uM, o dazo - 50 uM. ParuoSiami trijy tipy tirpalai: fibrilés be dazy, fibrilés su vienu i§ dazy
ir fibrilés su dviem dazais. SumaiSius méginiai inkubuojami kambario temperatiiroje 30 min ir
centrifuguojami 10 min 12500 apsisukimy per minute grei¢iu. Nucentrifugavus surenkama 150 pl
méginio supernatanto ir matuojama jo absorbcija 200-800 nm bangos ilgio ribose (rezoliucija — 1

nm).

2.4.4. Prijungty daZy koncentracijos nustatymas ir spektry korekcija

Pirmiausia norint nustatyti pavieniy daZzy, prisijungusiy prie amiloidiniy fibriliy,
koncentracija, matuojama supernatanto sugertis (A) 200-800 nm bangos ilgio srityje. Laisvo dazo

koncentracija randama, naudojant nustatytas dazy ekstinkcijos koeficiento vertes (€). Skai¢iuojama

pagal formule:

A
c=-—
€

Kur ¢ yra laisvo dazo koncentracija, A yra sugertis, dazui biidingame bangos ilgyje, € yra

ekstinkcijos koeficientas, nustatytas dazui biidingame bangos ilgyje.
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Norint nustatyti kiek yra prijungiama vieno ar kito dazo molekuliy, esant dviejy dazy miSiniui
tirpale kartu su amiloidinémis fibrilémis, pirmiausia yra nustatoma kaip dazy tarpusavio saveika
pakeicia jy sugerties spektrus. Kiekvienam bangos ilgiui apskai¢iuojamas korekcijos faktorius (t.y.
kiek dazy sgveika pakeicia sugerties intensyvuma tam tikrame bangos ilgyje), pagal kurj koreguojami
dazy misiniy spektrai. Sis faktorius lygus pavieniy dazy be fibriliy spektry sumos (DaZas 1 + Dazas
2) ir dviejy dazy méginio spektro (Dazas 1 su Dazas 2) santykiui (formulé).

KorF — Dazas1 + Dazas?2
ort = Dazas1 su Dazas?2

Kur KorF yra korekcijos faktorius, Dazasl + Dazas2 yra sudétos dviejy dazy absorbcijos
spektry vertés, Dazasl su Dazas2 yra absorbcijos vertés, gautos matuojant méginyje esant dviems

dazams.

Siekiant nustatyti kiek vieny ir Kity molekuliy yra prijungiama prie amiloidiniy fibriliy

pavir$iaus tiriant vienu metu abu dazus naudojama $i lygc€iy sistema: (formulé)
g1 X+ &7y =4
&1 X+ &ny=4;

Kur €11 yra pirmo dazo ekstinkcijos koeficientas A1 bangos ilgyje, €12 — antro dazo ekstinkcijos
koeficientas A1 bangos ilgyje, A1 — absorbcijos reik§mé, esant bangos ilgiui A1. O €1 — pirmo dazo
ekstinkcijos koeficientas A2 bangos ilgyje, 22 — antro dazo ekstinkcijos koeficientas A. bangos ilgyje,
A — absorbcijos reik§mé, esant bangos ilgiui A2. X yra pirmojo daZo koncentracija, o y — antrojo. Sie
bangos ilgiai yra parenkami, atsiZvelgiant  kiekvieno daZo absorbcijos spektro maksimumo reikSmeés

bangos ilgius, kurie naudojami apskaiciuoti ekstinkcijos koeficient ir daZo koncentracijq.
2.4.5. Dazy saveikos fluorescencijos tyrimas

Fluorescencijos tyrimui méginiai paruoSiami tokiu pat principu kaip ir absorbcijos tyrimui,
sumaiSant amiloidines fibriles, PBS buferin} tirpala ir amiloidofilinius dazus. Méginiai yra
inkubuojami kambario temperatiroje 30 min, taiau po inkubacijos néra centrifuguojami.
Pirmiausiai, didelio ploto suzadinimo-emisijos matricos skenuojamos naudojant 200-800 nm bangos
ilgiy intervalg (suzadinimo bangos ilgio zingsniai — 10 nm, emisijos — 1 nm). Radus didZiausio signalo
matricos pozicija, susiaurinamas skenavimo intervalas ir padidinama rezoliucija (suzadinimo bangos

ilgio zingsniai — 1 nm, emisijos — 1 nm).
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2.4.6. Fibriliy su ThT ir CR titravimas

Insulino amiloidinés fibrilés yra sumaiSomos su ThT ir CR, kad galutiné baltymo
koncentracija méginyje biity 100 uM, ThT koncentracijos — 50, 100 ir 150 uM, o CR koncentracijos
nuo 0 iki 50 pM. Sie méginiai inkubuojami 1 valanda kambario temperatiiroje ir matuojamas jy
fluorescencijos intensyvumas, esant suzadinimui 440 nm bangos ilgyje, o emisija 460-500 nm bangos
ilgio ribose. Meéginiy absorbcija buvo nustatoma praskiedus tirpalg 10 karty. Norint nustatyti
neprijungto ThT koncentracijag méginiai centrifuguojami, kaip ir anksciau apraSytuose bandymuose.

Neprijungto CR koncentracija visais atvejais supernatante buvo maziau nei 1 pM.
2.4.7. Joninés jégos poveikio tyrimas

ParuoSiami méginiai, kuriuose yra skirtingy koncentracijy NaCl tirpalai (galutiné konc. 0-2
M), skirtingy koncentracijy ThT tirpalai (galutin¢ konc. 20-100 pM) ir amiloidings fibrilés (galutiné
konc. 100 uM). Prie§ naudojimg amiloidinés fibrilés skaldomos ultragarsu 10 min (MS-73 antgalis,
40 % amplitude, 30 s veikimo — 30 s poilsio rezimas). Matuojama méginiy absorbcija 300-600 nm
bangos ilgio ribose, kas 1 nm zingsnj. Tuomet méginiai centrifuguojami 10 min, 9000 apsisukimy
per minute greiciu. Surenkama dalis méginio supernatanto, kuris skiedziamas 3 kartus ir matuojama
absorbcija 300-600 nm bangos ilgio ribose (1 nm rezoliucija). Méginio optinis tankis buvo

matuojamas esant 600 nm bangos ilgiui, naudojant 10 mm $viesos kelio ilgio kiuvete.

Fluorescencijos tyrimui méginiai paruo$iami kaip ir absorbcijos tyrimui, sumaisius NaCl, ThT
tirpalus ir amiloidines fibriles santykiu 2:1:1. Matuojamos méginiy fluorescencijos suZadinimo -
emisijos matricos (EEM), esant suzadinimui 435-465 nm bangos ilgio ribose, 1 nm rezoliucija, o
emisijai 460-500 nm bangos ilgio ribose, 1 nm rezoliucija. a-sinukleino atveju, fluorescencijos
emisijos intensyvumas buvo Zymiai didesnis nei kity baltymy atveju, todél méginiai buvo skenuojami
naudojant silpnesnj suzadinima. Norint palyginti gautus eksperimenty rezultatus, a-sinukleino
meéginiy fluorescencijos maksimumo reik§més buvo padaugintos i§ faktoriaus, kuris lygus 5
(apskaiCiuota nuskenavus kontrolinius méginius esant jprastam ir mazesniam suZadinimo

intensyvumui).
2.4.8. Vidinio filtro korekcija ir EEM maksimumo pozicijos skaifiavimas

Kadangi méginio absorbcija sukuria pirminio ir antrinio vidinio filtro efekta meéginio
fluorescencijai, visi EEM buvo pakoreguoti (5i vidinio filtro korekcija aprasyta '), naudojant

formule:

— Ic . 10—(AEx+AEm)/2

Im
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Kur AEx yra méginio absorbcija, esant suzadinimo bangos ilgiui, AEm — méginio absorbcija,
esant emisijos bangos ilgiui, Im — pamatuoto signalo intensyvumas, lc — koreguotas signalo

intensyvumas.

Norint iSvengti signalo triukSmo ir negalint nustatyti konkre¢ios EEM intensyvumo
maksimumo vertés, buvo apskai¢iuojamas signalo “masés centras”, pasirenkant 10 % didziausiy

intensyvumo veréiy ir naudojant Sig lygtj:

A= G ) 1)/ ) Lo

Kur A yra suzadinimo arba emisijos “masés centro” bangos ilgis, An — suzadinimo arba
emisijos bangos ilgis,  In visy signalo intensyvumy suma, esant An bangos ilgiui, X Ia visy signalo

intensyvumy suma.
2.4.9. Furje-transformacijos infraraudonyju spinduliy spektroskopijos tyrimas

Paruosty visy keturiy amiloidiniy baltymy fibriliy méginiai centrifuguojami 30 min, 12500
apsisukimy per minute grei¢iu ir resuspenduojami j D20. Si procediira kartojama 4 kartus. Po
paskutinio centrifugavimo, méginiai resuspenduojami j 200 pl D20 ir padalinami j dvi lygias dalis.
Viena méginio dalis sumaisoma su 100 pl D20, o kita dalis — su 100 pl D20, kuriame yra iStirpinta 4
M NacCl. I$ méginio spektro atimamas D20 spektras, atliekama bazinés linijos korekcija (tarp 1595
cmir 1700 cm™ pozicijy) ir normalizuojamas 1595-1700 cm™ ribose. Gauti duomenys analizuojami

naudojant GRAMS programing jrangg.
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3. Rezultatai

3.1. Dazy saveikos absorbcijos tyrimas
Norint nustatyti prie amiloidiniy fibriliy pavirSiaus prisijungusiy dazo molekuliy
koncentracija, pirmiausia buvo apskaiCiuoti visy dazy ekstinkcijos koeficientai jiems budingy
absorbcijos maksimumy bangos ilgiuose. Siam tikslui buvo pamatuota visy dazy sugertis 200-800
nm bangos ilgio ribose (3.1. pav.). Kad palengvinti diskusijg, toliau bus naudojami amiloidofiliniy
dazy trumpiniai: tioflavino-T (ThT), Kongo raudonojo (CR), 8-anilino-1-naftaleno sulfonato (ANS),
dapoksilo (Dap) ir metileno mélio (MB).
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8 o «
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2 = 2
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0,0 0,0 00F
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3.1. pav. Pavieniy dazy sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse ir lentelé, kurioje parodyti
kiekvienam dazui specifinio sugerties maksimumo bangos ilgiai ir apskaic¢iuotos tam bangos ilgiui
biidingos ekstinkcijos koeficiento vertés.

Kaip matoma paveiksle, daugelio dazy spektry 200-300 nm bangos ilgio srityje yra matomi
aromatiniams ziedams specifiniai sugerties pikai. Be $iy piky, taip pat matomi dazams specifiniai
absorbcijos maksimumai: ThT atveju — 1, CR, ANS ir Dap — 2, MB — 4. Kadangi buvo matuojamas
zinomos koncentracijos daZo absorbcijos spektras, pagal sugerties verte kiekvienam dazui
specifiniame bangos ilgyje buvo apskai¢iuoti dazy ekstinkcijos koeficientai. Gautos vertés parodytos
lenteléje (3.1. pav.). Pagal gautus ekstinkcijos koeficientus toliau buvo jvertinti dazy, prijungty prie

amiloidiniy fibriliy, koncentracijos.

Be to, pries pradedant tirti amiloidofiliniy molekuliy saveika su amiloidiniy fibriliy
pavirSiumi, reikéjo jvertinti ar Sie dazai nesgveikauja tarpusavyje, nes jy sgveika tirpale gali nulemti

klaidingg rezultaty interpretavima tolimesniuose tyrimuose. Todél buvo lyginami dviejy dazy spektrai
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kartu ir pavieniy dazy sudéti spektrai, kad jsitikinti, jog dél molekuliy sgveikos nepasikeicia spektro
maksimumo pozicijos ar sugerties intensyvumai. SumaiSius dazus ir pamatavus jy absorbcijos
spektrus 200-800 nm bangos ilgio srityje, matome, kad septyniais i§ deSimties atvejy skirtumas tarp
bendro dazy ir sudéty spektry maksimumo pozicijy yra minimalus (3.2. pav.), ta¢iau yra skirtumy

tarp sugerties verciy.
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3.2. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, kurie gauti sudéjus atskirus dviejy
pavieniy dazy absorbcijos spektrus (raudona spalva) arba méginyje esant dviems dazams (juoda
spalva).

CR-ANS ir CR-Dap pory atvejais tarp spektry nustatomas labai mazas skirtumas, kuris
reiskia, kad molekulés tarpusavyje nesgveikauja arba sgveika yra minimali. Kitais atvejais, matomas
didesnis skirtumas, todél galima daryti iSvadg, kad dazy molekulés tarpusavyje sgveikauja Siek tiek
stipriau, dél ko padidéja ar sumazéja dazo geba absorbuoti tam tikro bangos ilgio $viesa, todél j tai
biitina atsizvelgti vertinant tolimesniy tyrimy rezultatus, nes Sie skirtumai gali sukurti jsptdj, jog

dazai vienas kitam padeda ar trukdo jungtis prie fibriliy pavirSiaus.
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Vis délto Siy dazy sgveikos yra gana mazos, taciau kity trijy dazy pory atvejais pastebime

labai didelj skirtuma tarp spektry (3.3. pav.)
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3.3. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, kurie gauti sudéjus atskirus dviejy
pavieniy dazy absorbcijos spektrus (raudona spalva) arba méginyje esant dviems dazams (juoda
spalva).

Matome, kad maisant ThT-CR, CR-MB ir Dap-MB atsiranda zymiai didesni poky¢iai tarp
spektry intensyvumo ir absorbcijos maksimumo pozicijy, todél daroma iSvada, jog Sios molekulés
stipriai sgveikauja tarpusavyje, del ko gali pasikeisti jy jungimasis prie fibriliy pavirSiaus ir dazy
spektrinés savybés. Idomu tai, kad yra pastebima labai stipri sgveika ir dideli sugerties spektry
pokyc¢iai CR esant misinyje su ThT ir MB, ta¢iau CR kombinacijos su ANS ar Dap praktiskai neturi
jokios jtakos tirpaly sugerciai. Panasi situacija yra pastebima ir MB atveju, kuomet MB poroje su

ThT ar ANS spektrai beveik nesiskiria.

Toliau buvo atliekami tyrimai, norint jvertinti kaip pavieniai daZai jungiasi prie insulino
fibriliy. Sumai$ius pavienius dazus (galutiné dazo koncentracija méginyje 50 uM) su insulino
fibrilémis, méginiai buvo inkubuojami kambario temperatiiroje, nucentrifuguojami ir matuojama
surinkto supernatanto absorbcija 200-800 nm bangos ilgio srityje. Siame ir tolimesniuose tyrimuose
spektrai buvo gauti apskaiciavus trijy matavimy sugerties ver¢iy vidurkius. Visais atvejais nustatytos
dazy koncentracijos paklaida yra 0,1 uM arba maZiau. Sie sugerties spektrai palyginti su pradiniais,

zinomos koncentracijos pavieniy dazy tirpaly spektrais (3.4. pav.).
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3.4. pav. Pavienio 50 uM dazo ir méginio, kuriame yra 50 uM daZo ir rekombinantinio Zmogaus
insulino amiloidinés fibrilés, supernatanto sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse.

Naudojant anks¢iau gautas dazy ekstinkcijos koeficiento vertes, buvo apskaiciuota kiek
kiekvieno dazo buvo prijungta prie amiloidiniy fibriliy pavirSiaus. Kadangi pradiné dazo
koncentracija prie§ centrifuguojant méginius buvo 50 uM, pagal supernatanty absorbcijos vertes
galima matyti, jog visais atvejais sugerties maksimumo intensyvumas pasikeicia, tai reiskia, jog dazo
koncentracija tirpale sumazéja ir $i dalis po centrifugavimo lieka prisijungusi prie fibriliy. Matome,
kad maziausiai prie fibriliy prisijungia Dap (8,7 uM) ir ANS (10,4 uM), Siek tiek daugiau ThT (19,9
uM) ir MB (30,6 pM). O prie insulino fibriliy yra prijungiamos beveik visos CR molekulés (49,9

uM). 3.1. lenteléje pateikiamos apskaiciuotos prijungto dazo koncentracijos, tiriant pavienius dazus.

3.1. lentelé. Prie insulino amiloidiniy fibriliy prijungto pavienio dazo koncentracijos ir sugertis
kiekvienam dazui specifiniame bangos ilgyje.

. Bangos . Laisvo dazo Prvljungto
Dazas ilgis (nm) Sugertis kone. (uM) daZo konc.
’ (uM)
ThT 412 0,7 30,1 19,9
CR 486 <0,1 0,1 49,9
ANS 351 0,2 39,6 10,4
Dap 348 1,2 41,3 8,7
MB 664 0,8 19,4 30,6
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Taip pat galima pastebéti, kad beveik visy dazy atvejais, spektrai pries ir po dazy prisijungimo
prie fibriliy turi panasig forma, tik skirtinga sugerties intensyvuma, taciau MB atveju 612 nm ir 664
nm bangos ilgio sugerties maksimumai sumazéja neproporcingai. Tai gali buti dél dazo tirpale esanciy
priemaiSy ar pacio dazo molekuliy modifikacijy, kaip oksidacija ar redukcija, dél kuriy pasikeicia

afiniSkumas fibriliy pavirsiui.

Tuomet buvo pradétas analizuoti dviejy dazy kombinacijy poveikis jy jungimuisi prie insulino
amiloidiniy fibriliy. Kadangi ThT yra vienas i§ dazniausiai naudojamy fluorescenciniy dazy amiloidy
tyrimuose, jo sgveika su kitomis dazy molekulémis ir kaip keiciasi jo jungimasis prie fibriliy

pavirSiaus buvo tiriama pirmiausia (3.1.5. pav.).
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3.5. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus dazy
— insulino fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba dviejy dazy - insulino fibriliy misinio
supernatanta (juoda spalva).

Vienu atveju buvo nuskenuojamas vieno daZo — fibriliy miSinio supernatanto, tuomet antro
dazo — fibriliy miSinio supernatanto sugerties spektrai ir jie sudedami (sudéti spektrai). Kitu atveju
nuskenuojamas supernatanto absorbcijos spektras, kuomet méginyje yra sumaiSomi du dazai ir
amiloidinés fibrilés (spektras kartu). Kaip matome 3.5. pav., ThT kombinacijos su ANS ar MB neturi
didelio skirtumo tarp supernatanto su abiem dazais ir sudéty atskiry supernatanty spektry, Siek tiek
labiau skiriasi spektrai ThT poroje su Dap, taciau ypac ryskiis poky¢iai yra matomi esant ThT kartu
su CR. Kaip jau buvo pastebéta anksciau, Sie dazai stipriai sgveikauja tarpusavyje, todél yra biitina

Siy supernatanty spektry korekcija (3.1.6. pav.), kuri aprasyta metody 2.4.4. skyriuje.
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3.6. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus dazy
— insulino fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus nuskenuotg sumaisyty dviejy
dazy - insulino fibriliy misinio supernatanta (juoda spalva).
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Atlikus supernatanty spektry korekcijg yra matoma, kad ThT-Dap ir ThT-MB spektry
skirtumai Siek tiek sumazéja, taciau néra visiskai panaikinami. Vis délto Sie spektrai yra gana panasts
tarpusavyje, iSskyrus ThT-CR atvejj, kuomet matomas labai didelis spektry skirtumas, nes ThT
budingas sugerties maksimumas esant 412 nm bangos ilgiui iSnyksta ir absorbcija yra beveik lygi
nuliui. Tai parodo, kad esant tirpale kartu CR ir ThT molekuléms, jos sgveikaudamos tarpusavyje
padidina ThT afiniSkumg fibriliy pavirSiui ir prie jo prisijungia beveik visos tirpale esancios dazo
molekulés (48,8 uM), o CR koncentracija taip pat minimaliai padidéja vos per 0,1 uM (49,7 uM).
Palyginus sudéty ir dazy kartu sugertis, matome, kad ThT-ANS ir ThT-MB porose, koreguoto spektro
absorbcijos intensyvumas yra didesnis nei sudéty, o tai parodo, jog prie agregaty jungiama maziau
dazy molekuliy. ThT ir ANS prijungty dazy koncentracija sumazéja atitinkamai iki 11,1 uM ir 2,5
uM. Kombinacijoje su MB, Sis efektas ne toks rySkus, ThT koncentracija sumazéja vos 1 uM
(prijungto konc. 18,9 uM), o MB — 2,8 uM (27,9 uM). Panasiai kaip miSinyje su CR, taip ir su Dap,
koreguoto spektro sugertis yra mazesné, todél laisvo dazo molekuliy supernatante yra maziau
(prijungto ThT konc. 26,2 uM, Dap - 16,7 uM, o tai Dap atveju yra beveik du kartus daugiau, nei

prijungiama esant tirpale pavieniui dazui.

Dar vienas daznai naudojamas amiloidofilinis dazas yra CR, todé¢l toliau buvo analizuojamos

jo saveikos su kitais dazais (3.7. pav.).
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3.7. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus dazy
— insulino fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba dviejy dazy - insulino fibriliy miSinio
supernatantg (juoda spalva).

Kaip ir ThT atveju, yra pastebimi jvairiis spektry skirtumai. Esant CR poroje su ANS
supernatanto su abiem dazais ir atskiry dazy supernatanty sudéti spektrai beveik nesiskiria, Siek tiek
rySkesni skirtumai yra CR ir Dap kombinacijoje. Vis délto kaip ir tiriant dazy sgveikas be fibriliy,
taip ir meginiy su fibrilémis supernatanty sugerties spektrai esant CR su MB matomi kardinaliis
skirtumai. Todél buvo atlikta spektry korekcija, kad jvertinti koks yra tikrasis dviejy dazy su

fibrilémis méginiy supernatanty absorbcijos spektras (3.8. pav.).
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3.8. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus dazy
— insulino fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus nuskenuotg sumaisyty dviejy
dazy - insulino fibriliy miSinio supernatantg (juoda spalva).

Atlikus spektry korekcijg, matome, kad ANS ir Dap atvejais skirtumai zZymiai sumaz¢jo,
taciau CR-MB spektrai vis dar neidentiski. Visy specifiniy MB sugerties maksimumy intensyvumai,
esant 246, 292, 612, 664 nm bangos ilgiams yra stipriai sumazéj¢ ir sickia maziau nei 0,1. Kadangi
koreguota CR-ANS atveju sugertis yra didesné nei pavieniy dazy supernatanty absorbcija, tai parodo,
kad tirpale licka daugiau dazy molekuliy (prijungto CR konc. 49,2 uM, ANS — 4,0 uM).
Kombinuojant CR su Dap, CR afiniskumas fibriliy pavirSiui nekinta, o Dap Siek tiek sumazéja
(prijungto konc. 3,0 uM). Galiausiai pastebime rysky sugerties sumazéjimg CR-MB derinyje, o tai
parodo, kad Sie dazai sgveikaudami tarpusavyje, padeda ir vienas kitam jungtis prie insulino
amiloidiniy fibriliy. Prijungto MB koncentracija padidéjo net 1,6 karto (48,9 uM), o CR jungiasi

Visas.

Véliau analizuojama buvo likusiy trijy dazy, kurie yra re¢iau naudojami amiloidiniy baltymy

agregacijos tyrimuose, saveikos (3.9. pav.).
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3.9. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus dazy
— insulino fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba dviejy dazy - insulino fibriliy miSinio
supernatantg (juoda spalva).

Pirmieji ANS ir Dap kombinacijos méginiy supernatanty spektrai yra identiski, iSskyrus 200-
230 nm bangos ilgio srityje. Taciau gana ryskas skirtumai matomi ANS-MB ir Dap-MB atvejais.
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ANS-MB 600-700 nm bangos ilgio srityje sugerties vertés yra identiSkos ir jokio skirtumo
nepastebima, taciau esminiai skirtumai yra pastebimi iki 550 nm bangos ilgio srityje. Dap-MB poros
atveju, visos supernatanty sugerties maksimumo vertés yra skirtingos, taciau spektrai islaiko savo

formg ir maksimumo pozicijg. Toliau buvo atlieckama $iy sugerties spektry korekcija (3.10. pav.).
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3.10. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus
dazy — insulino fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus nuskenuotg sumaisyty
dviejy dazy - insulino fibriliy misinio supernatantg (juoda spalva).

Kaip ir pries korekcija, ANS-Dap spektrai iSlicka beveik identiski, taCiau yra pastebimas
ANS-MB ir Dap-MB spektry ryskus skirtumy sumazéjimas. ANS-MB abiejy supernatanty
maksimumo pozicijos iSlieka vienodos, tik Siek tiek skiriasi absorbcijos intensyvumas, o Dap-MB
spektry intensyvumy skirtumai stipriai sumazéja, taciau visiS$kai neiSnyksta. Kaip ir matoma pagal
ANS-Dap spektra, $iy dazy afiniSkumas fibriliy pavir$iui beveik nesikei¢ia, ANS prijungiama
daugiau vos 0,6 uM (prijungto konc. 9,0 uM), o Dap daugiau 1,4 uM (10,0 uM). ANS derinant su
MB yra prijungiama maziau dazy (MB konc. mazesné 0,8 uM), o Dap kombinacijoje su MB —
daugiau $iy dazy molekuliy (MB konc. didesné 1,8 uM). Taciau §j kartg pastebime didelj Dap
koncentracijos padidéjima, net 1,9 karto (prijungto konc. 16,3 uM).

Toliau buvo tiriama ir analizuojama pavieniy dazy sgveika su lizocimo amiloidinémis
fibrilémis (3.11. pav.). Kaip ir insulino atveju, yra pastebimas sugerties intensyvumo sumazéjimas

lyginant su pavienio dazo absorbcijos intensyvumais specifinése maksimumo pozicijose.
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3.11. pav. Pavienio 50 uM daZo ir méginio, kuriame yra 50 uM dazo ir viStos kiauSinio baltymo
lizocimo amiloidinés fibrilés, supernatanto sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse.

Taciau §j karta matome, kad maziausiai dazo molekuliy prijungta MB (27,9 uM) ir ThT (28,7
uM) atvejais, o ANS (38,5 uM) ir Dap (41,9 uM) yra prijungiama zymiai daugiau, nei prie insulino
fibriliy. Vis délto daugiausiai prie amiloidiniy fibriliy prisijungia dazo CR molekuliy (49,6 uM), kaip
ir eksperimentuose su insulino fibrilémis. Sie rezultatai parodo, kad dazy afiniskumas skiriasi
Jjungiantis prie kitokiy amiloidiniy fibriliy ir jis yra savitas fibriliy konformacijoms. Apskaiciuotos
prijungto pavienio daZo koncentracijos pateiktos 3.2. lentel¢je ir toliau analizuojami spektrai siejami
su Siomis vertémis.

3.2. lentelé. Prie lizocimo amiloidiniy fibriliy prijunto pavienio dazo koncentracijos ir sugertis
kiekvienam dazui specifiniame bangos ilgyje.

. Bangos . Laisvo dazo Prvljungto

Dazas ilgis (nm) Sugertis kone. (uM) daZo konc.
' (uM)
ThT 412 0,5 21,3 28,7
CR 486 <0,1 0,4 49,6
ANS 351 <0,1 11,5 38,5
Dap 348 0,2 8,1 41,9
MB 664 0,9 22,1 27,9
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Kadangi prijungiamy pavieniy dazy koncentracijos skiriasi nuo insulino agregaty tyrimo,
toliau buvo analizuojama, kaip sgveikauja amiloidofiliniai dazai, ar jie konkuruoja tarpusavyje
jungiantis prie lizocimo amiloidiniy fibriliy ir ar yra pastebima esminiy skirtumy tarp jy afiniSkumo
insulino fibriliy pavirSiui. Taip pat insulino amiloidiniy fibriliy atveju buvo pastebéta, kad atsiranda
esminiy sugerties spektry pokyciy, dél dviejy dazy tarpusavio sgveikos, todél tolimesniy tyrimy metu
analizuojami tik absorbcijos spektrai po jy korekcijos. Kaip ir anksc¢iau analizuotu atveju, pirmiausia
buvo lyginamos ThT kombinacijos su kitais dazais ir kokie yra skirtumai tarp dviejy dazy su

fibrilémis bei pavieniy dazy supernatanty sudéty spektry (3.12. pav.).
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3.12. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus
dazy — lizocimo fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus nuskenuotg sumaiSyty
dviejy dazy - lizocimo fibriliy misinio supernatantg (juoda spalva).

Kaip ir insulino agregaty tyrimy metu, buvo pastebéta, kad ThT biinant poroje su CR bei Dap
koreguota sugertis yra mazesné, nei sudéjus atskiry dazy absorbcijos vertes, o tai parodo, kad méginio
supernatante licka maziau dazo molekuliy. Vis délto prie lizocimo fibriliy yra prijungiamas ne visas
ThT (prijungto konc. 44,5 uM), 4,3 uM maziau nei prie insulino agregaty, 0 CR jungiasi tik 0,4 uM
daugiau (prijungto konc. 49,4 uM ), nei pavienis dazas. Kombinacijoje su Dap, abiejy dazy tirpale
licka Siek tiek maziau (ThT prijungto konc. 32,2 uM, Dap — 44,0), ta¢iau Sis efektas yra silpnesnis
nei Siems dazams sgveikaujant su insulino fibrilémis. Visgi pastebimas ir kitoks dazy sgveikos
poveikis, nei pries tai atliktame tyrime, ThT-ANS dazy prijungiama truput] daugiau nei pavieniy,
atitinkamai 1,3 uM ir 1,4 uM. Vienintelio ThT-MB atveju afiniskumas fibriliy pavir$iui sumazéja
(prijungto ThT konc. 21,2 uM, MB - 24,1 uM).

Tuomet buvo tiriamas CR ir kity dazy jungimgsis prie lizocimo amiloidiniy fibriliy ir

analizuojamos $iy dazy sgveikos ir sugerties spektrai (3.13. pav.).
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3.13. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus
dazy — lizocimo fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus nuskenuotg sumaiSyty
dviejy dazy - lizocimo fibriliy miSinio supernatantg (juoda spalva).

CR kombinacijose su ANS ir Dap pastebimas prisijungusiy dazy koncentracijos sumazé¢jimas,
taciau pirmu atveju prisijungusio CR lieka beveik tiek pat (48,7 uM), o ANS sumaz¢ja 3,0 uM. Panasi
situacija yra ir su Dap, CR koncentracija nesikeicia (49,6 uM), o Dap sumazéja 2,2 uM. Visgi Siek
tiek kitokj poveikj matome derinyje su MB, kai CR prijungiama beveik tiek pat, o MB koncentracija

iSauga 1,6 karto, kaip ir jungiantis prie insulino agregaty.

Galiausiai buvo analizuojamos likusios dazy poros. Pagal 3.14. pav. pastebime, kad sugerties
maksimumo pozicijos visais atvejais iSlieka vienodos, taciau skiriasi absorbcijos intensyvumas

lyginant dviejy dazy kartu su fibrilémis ir pavieniy dazy supernatanty sudétus spektrus.
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3.14. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus
dazy — lizocimo fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus nuskenuotg sumaiSyty
dviejy dazy - lizocimo fibriliy misinio supernatantg (juoda spalva).

Galima matyti, kad visais trimis atvejais tirpale lieka daugiau dazy molekuliy, nei po meéginiy
centrifugavimo su pavieniais dazais. Vis délto Sie koncentracijy pokyciai yra nedideli, dazy molekuliy
sumazéja tik iki 3,3 pM, isskyrus ANS-MB derinj, kuomet ANS prijungiama net 10,3 uM maziau.
Sie rezultatai panasis j tyrimo su insulino amiloidinémis fibrilémis rezultatus, i§skyrus Dap-MB porg,

kuriy buvo prijungiama daugiau nei pavieniy dazy atskirai.
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Galiausiai absorbcijos tyrimai buvo atlikti su pelés prioninio baltymo fibrilémis. Pavieniy

dazy ir méginiy su fibrilémis supernatanty palyginimas pavaizduotas 3.15. pav.
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3.15. pav. Pavienio 50 uM dazo ir méginio, kuriame yra 50 uM dazo ir pelés prioninio baltymo
(MoPrP) amiloidinés fibrilés, supernatanto sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse.

Kaip ir ankstesniais atvejais, beveik visos CR molekulés prisijungia prie prioninio baltymo
fibriliy (49,9 uM), o visy kity dazy prijungiama yra maziau nei pus¢ daZzo molekuliy — maZziausiai
ThT (12,3 uM), Siek tiek daugiau MB (14,5 uM) ir ANS (14,7 uM) ir beveik pusé Dap molekuliy
(23,9 uM). Naudojant dazy ekstinkcijos koeficiento reikSmes ir sugertj tame bangos ilgyje
apskaiciuotos prijungto pavienio dazo koncentracijos vertés pavaizduotos 3.3. lenteléje.

3.3. lentele. Prie pelés prioninio baltymo amiloidiniy fibriliy prijunto pavienio dazo koncentracijos
ir sugertis kiekvienam dazui specifiniame bangos ilgyje

. Bangos . Laisvo dazo Prvljungto

Dazas ilgis (nm) Sugertis kone. (uM) daZo konc.
’ (uM)
ThT 412 0,8 37,8 12,2
CR 486 <0,1 0,2 49,8
ANS 351 0,2 35,3 14,7
Dap 348 0,8 26,1 23,9
MB 664 1,4 35,5 14,5
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Kaip ir ankstesniais bandymais, pirmiausia buvo analizuojama ThT sgveika su kity dazy

molekulémis (3.16. pav.)
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3.16. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus
dazy — pelés prioninio baltymo (MoPrP) fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus
nuskenuotg sumaisyty dviejy dazy - MoPrP fibriliy miSinio supernatantg (juoda spalva).

Analizuojant §iuos paveikslus, pastebime, kad ThT derinant su CR ir Dap, jungiamy dazy
molekuliy padidéja. CR prijungiamas visas, o ThT koncentracija siekia 45,8 pM, padid¢jant net 3,7
karto. Sgveikaujant su Dap, jungiamo ThT koncentracija padidéja beveik 2 kartus, o Dap — 6,5 uM.
Likusiy kombinacijy metu dazy molekuliy supernatante lieka daugiau, nei esant tirpale vienam dazui.
Saveikaujant ThT ir ANS, prijungty daZzo molekuliy koncentracija sumaz¢ja atitinkamai iki 1,8 pM

ir 11,1 uM, o ThT-MB atveju, koncentracijos sumazéjo minimaliai, atitinkamai 0,5 uM ir 1,0 pM.

Toliau buvo analizuojamos CR saveikos su trimis dazais, kaip ir ankstesniais atvejais (3.17.

pav.).
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3.17. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus
dazy — pelés prioninio baltymo (MoPrP) fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus
nuskenuotg sumaisyty dviejy dazy - MoPrP fibriliy misinio supernatantg (juoda spalva).

Visais atvejais prie amiloidiniy fibriliy yra prijungiamas visos CR molekulés. Taciau ANS ir
Dap supernatante lieka daugiau (atitinkamai prijungto ANS konc. sumaz¢ja iki 12,4 uM, o Dap 20,2
pM). Tadiau sgveikaujant CR su MB, jie vienas kitam padeda jungtis prie amiloidiniy fibriliy
pavirSiaus, MB afiniSkumas joms zymiai padidéja, net 3 kartus (44,8 uM). Panasis rezultatai buvo

gauti jungiantis tiek prie insulino, tiek lizocimo agregaty.

42



Galiausiai buvo analizuotos ANS sgveikos su Dap ir MB, bei Dap su MB (3.18. pav.).
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3.18. pav. Sugerties spektrai 200-800 nm bangos ilgio srityse, gauti sudéjus nuskenuotus atskirus
dazy — pelés prioninio baltymo (MoPrP) fibriliy supernatantus (raudona spalva) arba pakoregavus
nuskenuotg sumaisyty dviejy dazy - MoPrP fibriliy misinio supernatantg (juoda spalva).

ANS-Dap ir Dap-MB atvejais koreguoti spektry intensyvumai yra mazesni nei sudéty, kas
parodo, jog prie prioninio baltymo fibriliy prisijungia daugiau dazy molekuliy. Vis délto Sis efektas
néra labai rySkus, prijungiama tik nedaugiau nei 3,6 uM, iSskyrus MB, kurio koncentracija padidéja
9,2 uM. Priesingas reiskinys matomas ANS-MB atveju, kuomet abiejy dazy molekuliy supernatante

padidéja minimaliai, mazdaug 1,0 pM.

3.2. Dazy saveikos fluorescencijos tyrimas
ISanalizavus kaip keiciasi tirpaly sugerties spektrai ir prijungiamy prie fibriliy pavirSiaus dazy
koncentracijos, buvo norima istirti ar budami kartu méginyje dazai keicia vienas kito fluorescencijos

intensyvumus.

Pirmiausia buvo tikrinama ar dazai sgveikaudami tarpusavyje keifia vienas kito
fluorescencijos intensyvuma ar jo maksimumo pozicija, kuomet miSinyje néra amiloidiniy fibriliy,
kad atlikus tolimesnius tyrimus biity galima daryti teisingas i§vadas apie fluorescencijos pokycius,

prisijungiant dviems daZzams prie agregaty pavirsiaus (3.19. pav.).
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3.19. pav. Pavieniy dazy ir jy miSiniy suzadinimo-emisijos matricos (EEM) 200-800 nm bangos ilgiy
srityse.

Lyginant dviejy dazy kartu suzadinimo-emisijos matricas su pavienio dazo, matome, kad ThT
esant porose su kitais keturiais dazais, dideliy poky¢iy neatsiranda, tik su CR matomas nedidelis
fluorescencijos padidéjimas iki 15 s.v., ties 300 nm suzadinimo ir 450 nm emisijos bangos ilgiais.
ThT-Dap fluorescencijos intensyvumas, biidingoje Dap ties 600 nm emisijos bangos ilgio srityje, o
MB bidingoje srityje pastebimas fluorescencijos intensyvumo padidé¢jimas iki 45 s.v.. Taciau
rySkesni skirtumai matomi kity dazy kombinacijose su CR, kuomet CR-Dap yra nuslopinama abiems
dazams biidingose srityse fluorescencija (atitinkamai ties 400 nm ir 600 nm emisijos bangos ilgiais),
0 CR-MB poroje pastarajam budingoje srityje fluorescencija visiskai iSnyksta. Sgveikaujant su ANS,
CR fluorescencijos intensyvumas sumazéja. Jdomas rezultatai yra matomi Dap-MB atveju, kuomet
Dap biuidingoje srityje (600 nm emisijos bangos ilgio) intensyvumas sumazéja, taciau atsiranda kitoje

srityje (mazdaug ties 400 nm emisijos bangos ilgiu).

Kadangi CR ir MB atvejais nepadid¢ja fluorescencijos intensyvumas prisijungus dazui prie
amiloidiniy fibriliy, toliau buvo analizuojama tik ThT, ANS ir Dap fluorescencijos pokyciai
sgveikaujant su kity dazy molekulémis. Pirma buvo lyginami intensyvumo pokyciais, dazams

jungiantis prie insulino fibriliy (3.20. pav.).
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3.20. pav. Pavieniy dazy arba dviejy dazy miSiniy su insulino fibrilémis suzadinimo-emisijos matricos
(EEM).

Lyginant Sias suzadinimo-emisijos matricas (EEM), matome, jog visais atvejais sumaisius du
dazus yra sumazinamas fluorescencijos intensyvumas tam dazui biidingose bangos ilgiy srityse. ThT
atveju matome, jog biinant pavieniui su fibrilémis, $io dazo maksimalus intensyvumas yra esant 450
nm suzadinimo ir 490 nm emisijos bangos ilgiams ir siekia 180 s.v.. Sgveikaujant su kitais dazais, jo
fluorescencijos intensyvumas sumazéja (ThT-ANS ir ThT-Dap), o kitais atvejais visiskai iSnyksta
(ThT-CR ir ThT-MB). Panasiis rezultatai pastebimi ir ANS kombinacijose su CR ir MB, taciau ¢ia
matomi ir fluorescencijos intensyvumo padidéjimai kai kuriose srityse (ANS-ThT ir ANS-Dap),
taCiau jie atsiranda dél dviejy dazy spektry persiklojimy, nes ThT budinga fluorescencija 420 nm
suzadinimo ir 490 nm emisijos bangos ilgiy srityse, 0 Dap — 380 nm suZadinimo ir 490 nm emisijos
bangos ilgio srityse. Taip pat ir Dap porose su ThT ir ANS yra matomas fluorescencijos intensyvumo

sumaz¢jimas, o derinyje su CR ir MB — visiSkas fluorescencijos nuslopinimas.

Toliau buvo tikrinami fluorescencijos pokyc¢iai dazams jungiantis prie lizocimo amiloidiniy

fibriliy ir ar yra esminiy skirtumy nuo anksé¢iau aptarto atvejo (3.21. pav.)
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3.21. pav. Pavieniy dazy arba dviejy dazy miSiniy su lizocimo fibrilémis suzadinimo-emisijos
matricos (EEM).

Kaip ir insulino atveju, buvo analizuojamos trijy dazy (ThT, ANS ir Dap) sgveikos su kitais
dazais. Galima matyti, kad visy Siy dazy fluorescencija yra slopinama, jiems esant misinyje su kitais
junginiais. Taciau yra pastebimi ir keli skirtumai tarp $io bandymo rezultaty ir anks¢iau aptarto atvejo.
ThT saveikaujant su CR fluorescencija yra visiSkai nuslopinama, o su ANS ir Dap pastebimas
intensyvumo sumaz¢jimas. Taciau jdomu tai, jog dazams jungiantis prie lizocimo amiloidiniy fibriliy
pavirSiaus ThT fluorescencija visiSkai neiSnyksta kombinacijoje su MB, o yra tik stipriai
nuslopinama, prieSingai nei insulino atveju. ANS poroje su ThT fluorescencijos intensyvumas yra
sumazejes, nors insulino atveju Sioje srityje buvo stebimas dviejy dazy spektry persiklojimas, 0 su
CR ir MB fluorescencija visiSkai nuslopinama. Kombinacijoje su Dap velgi yra matomas
intensyvumo padidéjimas, dél Siy dviejy dazy persiklojusiy spektry. Dap sgveikaujant su ThT ir ANS
fluorescencijos intensyvumas sumazéja, o su CR ir MB visai nuslopinamas, kaip buvo pastebima ir
insulino fibriliy tyrimy metu. Dar vienas skirtumas nuo anksc¢iau aptarto atvejo yra tas, jog ANS ir
Dap prisjjungiant prie lizocimo amiloidiniy fibriliy yra stebimas didesnis fluorescencijos

intensyvumas.

Galiausiai §ie tyrimai buvo pakartoti naudojant ir pelés prioninio baltymo amiloidines fibriles
(3.22. pav.). Matome, jog ThT fluorescencijos intensyvumas sumazinamas sgveikaujant su ANS, Dap
ir MB, o kombinacijose su CR visiskai nuslopinamas ir §ie rezultatai yra panasis ] tyrimy, naudojant

lizocimo amiloidines fibriles. ANS atveju pastebime intensyvumo sumaz¢jimg poroje su ThT, taciau
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taip pat pastebimas ir nestiprus spektry persiklojimas ties 420 nm suzadinimo bangos ilgio sritimi ir

rysky spektry persiklojima su Dap. Taip pat matome visiska fluorescencijos nuslopinimg deriniuose

su CR ir MB. Be to jungiantis prie prioninio baltymo fibriliy maksimalus pasiekiamas intensyvumas

yra panasus kaip ir insulino atveju (apie 50 s.v.), taip pat ir Dap (apie 165 s.v.). Dap kombinacijose

su ThT ir ANS matome sumazéjus] fluorescencijos intensyvumg, o su CR ir MB — visiska

nuslopinima.
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3.22. pav. Pavieniy dazy arba dviejy dazy miSiniy su pelés prioninio baltymo (MoPrP) fibrilémis

suzadinimo-emisijos matricos (EEM).

3.3. ThT ir CR saveikos tyrimas

Kadangi didziausia sgveika buvo pastebéta tarp ThT ir CR, nes Siy dazy kombinacijoje

matomas stipriausias fluorescencijos slopinimo efektas ir rySkiausias ThT afiniSkumo fibriléms

pokytis, jy pora buvo tiriama detaliau.
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3.23. pav. A. Prijungto prie insulino fibriliy ThT koncentracijos priklausomybé nuo CR ir pradinés
ThT koncentracijy méginyje. B. Fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo CR ir pradinés
ThT koncentracijy méginyje. C. Prijungto prie insulino fibriliy ThT koncentracija, esant
skirtingoms pradinéms ThT koncentracijoms ir miSinyje esant ThT kartu su CR. D-F Sugerties
priklausomybé nuo bangos ilgio, esant skirtingoms CR (0-50 uM) ir ThT (50 (D), 100 (E), 150 (F)
uM) koncentracijoms meéginyje.

Paruosus fibriliy méginius, kuriuose buvo galutiné 50, 100 ir 150 uM ThT koncentracija, buvo
titruoti su CR, kurio galutiné koncentracija sieké iki 50 uM. Buvo pastebéta, kad esant méginyje 50
uM ThT galutinei koncentracijai, §io dazo prijungiamo prie fibriliy koncentracija didéja tiesiSkai, CR
koncentracijai méginyje esant nuo 0 pM iki 16 pM, t.y. didéjant CR koncentracijai méginyje, prie
fibriliy prisijungia vienodas kiekis ThT molekuliy (3.23. pav. A). Toliau didinant CR koncentracija,
mazdaug nuo 15 uM, prijungty ThT molekuliy kiekis kyla ne taip greitai, kol stabilizuojasi, tai reiskia,
kad beveik visos ThT molekulés yra prijungtos prie fibriliy pavirSiaus. Per Siuos taSkus nubréztos
kreivés nuokrypio koeficientas yra 1,3, 0 tai reiskia, kad viena CR molekulé vidutiniskai sukelia 1,3
ThT molekuliy prijungima prie fibriliy. Kuomet meéginyje galutiné ThT koncentracija yra 100 uM,
yra pastebimas toks pats tiesiS8kas prijungty ThT molekuliy didéjimas, kai yra didinama CR
koncentracija. Taciau §i tiesé yra Siek tiek statesné, jos nuokrypio koeficientas yra 2,0 ir daugiau tasky
atitinka $ig tiese, kol yra pasiekiamas ThT molekuliy jsisotinimas. Tai parodo, kad esant didesnei ThT
koncentracijai, CR sukuriamas didesnio ThT afiniskumo fibriléms efektas veikia stipriau. Siuo atveju
prie fibriliy prijungty molekuliy skai¢ius pradeda maZzéti esant tirpale mazdaug 20 puM CR. Galiausiai
kuomet galutiné ThT koncentracija méginyje yra 150 uM, matoma statesné kreive, kurios nuokrypio
koeficientas yra 2,3 ir j jg patenka dar daugiau taSky, t.y. CR koncentracija, kurioje pradedama
prijungti prie fibriliy pavirSiaus Siek tiek maziau ThT molekuliy yra 30 pM. Taciau §iuo atveju
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matome, kad prijungto ThT koncentracija nepasiekia jsotinimo, esant 50 uM CR koncentracijai. Tai
gali reiksti, kad pasiekti ThT dazo jsotinima reikéty daugiau CR molekuliy arba jsotinimas jau yra
pasiektas.

Toliau buvo analizuojama kaip keiCiasi fluorescencijos intensyvumas didé¢jant CR
koncentracijai méginyje esant 3 skirtingoms ThT koncentracijoms — 50 uM, 100 uM ir 150 uM (3.23.
pav. B). Kuomet galutiné ThT koncentracija méginyje yra maza, t.y. 50 uM, pradedant didéti CR
koncentracijai méginyje yra pastebimas staigus fluorescencijos intensyvumo kritimas, kuris sulétéja
esant 20 uM CR, kol galiausiai pasiekiamas visiskas fluorescencijos nuslopinimas. Taciau esant 100
uM ThT, didéjant CR koncentracijai méginyje i§ pradziy fluorescencijos intensyvumas lieka stabilus
ir pradeda gana staigiai kristi esant 10 uM CR koncentracijai. Si kreivé jgyja sigmoidés forma,
kuomet nuo mazdaug 35 pM CR koncentracijos, fluorescencijos intensyvumas krenta lé¢iau, kol
pasiekia 0. Tiriant kaip keiCiasi fluorescencijos intensyvumas esant galutinei 150 puM ThT
koncentracijai, matome, kad gana stabilus fluorescencijos intensyvumas esant nedideléms CR
koncentracijoms islieka ilgiau nei 100 uM ThT atveju. Taciau kreivé nejgauna sigmoidés formos, nes
fluorescencijos intensyvumas nepasiekia 0, kaip 50 ir 100 uM atvejais. Tikétina, kad fluorescencijos
intensyvumas visiSkai sumazéty ir tapty 0, reikia daugiau CR molekuliy tirpale, kaip ir tiriant
prijungty ThT molekuliy koncentracijg. Be to buvo pastebéta, kad esant méginyje CR ir ThT yra
prijungiama daugiau ThT molekuliy, nei bendra jungiamo ThT koncentracija méginiuose be CR

(3.23. pav. C).

Tuomet patikrinus visy titravimo méginiy sugertis 300-600 nm bangos ilgio srityje, esant
galutinei ThT koncentracijai 50 uM, buvo pastebéta, kad sugerties maksimumo pozicija yra 417 nm
bangos ilgyje, taciau ji pradeda slinktis link 450 nm bangos ilgio, kuomet méginyje didéja CR
koncentracija (3.23. pav. D). Taciau $is efektas néra toks rySkus, kuomet galutiné ThT koncentracija
yra didesné (3.23. pav. F,G). Tai gali bati susij¢ su tuo, kad esant 50 uM galutinei ThT koncentracijai
meéginyje yra prijungiamos visos ThT molekulés esant mazesniai CR koncentracijai, prieSingai nei
esant didesnei galutinei ThT koncentracijai. Sie sugerties maksimumo pozicijos poky¢iai gali atsirasti
del paciy CR molekuliy, kurios jungiasi prie insulino amiloidiniy fibriliy ir nesgveikauja su ThT
molekulémis, nes jy kiekis yra nedidelis ir nereikia visy CR molekuliy, kad jvykty ThT jsisotinimas.
Apskai¢iuojant koks prisijungusiy ThT ir CR dazy sugerties spektras biity, jeigu Sie dazai
nesgveikauty, matome pazymeéta 3.23. pav. D-G punktyrine linija. DidZiausi spektry skirtumai visy
ThT koncentracijy atvejais yra pastebimi 500-550 nm bangos ilgio srityje, kuri yra susijusi su CR
jungimusi su insulino amiloidinémis fibrilémis.

Pagal Siuos rezultatus buvo publikuotas straipsnis ,,Amyloidophilic Molecule Interactions on

the Surface of Insulin Fibrils: Cooperative Binding and Fluorescence Quenching* 1%,
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3.4. Joninés jégos poveikio tyrimas
Kadangi yra zinoma, jog tirpalo pH verté ar klampa, gali turéti jtakos dazo fluorescencijos
kvantinei ideigai %%, buvo norima iitirti ar tirpalo joniné jéga keidia vieno populiariausio dazo,
naudojamo amiloidiniy baltymy agregacijos tyrimuose, tioflavino-T sgveikg su amiloidinémis
fibrilémis. Siam tikslui buvo tiriama ThT saveika su keturiy amiloidiniy baltymy fibrilémis, esant

skirtingoms NaCl ir ThT koncentracijoms tirpale.

Pries atliekant tyrimus su amiloidinémis fibrilémis, buvo norima jsitikinti ar joniné jéga
nedaro jokios jtakos paciai fluorescencinio dazo molekuléms (3.24. pav.). Tam tikslui buvo

apskaiciuojami ekstinkcijos koeficientai, esant 412 nm bangos ilgiui, bei skirtingoms ThT ir NaCl

koncentracijoms.
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3.24. pav. ThT ekstinkcijos koeficiento, esant 412 nm bangos ilgiui, priklausomybé nuo NaCl ir ThT
koncentracijos meéginyje.

Kaip matome pagal 3.24. pav., nepanasu, kad joniné jéga reik§mingai pakeisty ekstinkcijos
koeficientus esant mazesnéms NaCl koncentracijoms ar net pa¢ioms didZiausioms, kuomet ThT yra
laisvas ir neprijungtas prie amiloidiniy fibriliy pavirSiaus. Taciau yra matomi ekstinkcijos koeficiento
poky¢iai nuo 21 x103 Mt cm™ iki 24 x10% M cm, todél norint i§vengti nors ir nedideliy joninés
jégos sukelty pokyciy, tolimesniuose tyrimuose naudojamos tikslios toje NaCl koncentracijoje

apskaiciuotos ekstinkcijos koeficiento vertés.

Pirmiausia insulino fibrilés buvo skaldomos ultragarsu ir resuspenduojamos i tirpalus,
kuriuose yra NaCl ir ThT koncentracijy ruozas. Pamatavus méginiy sugertj 300-600 nm bangos ilgio
srityje, pirmiausia pastebima, kad optinis tankis, esant 600 nm bangos ilgiui, kinta, keiciantis tirpalo
joninei jégai (3.25. pav. A). Kuomet méginyje néra NaCl, optinis tankis (ODsoo) yra nedidelis ir siekia

vos 0,1. Didéjant NaCl koncentracijai, ta¢iau esant vis dar mazoms NaCl koncentracijoms, optinis
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tankis greitai didéja. Jis pasiekia 0,35, esant 100 mM NaCl koncentracijai, ir daugiau nebesikeicia
didéjant joninei jégai tirpale. Tai parodo, kad iki tam tikros joninés jégos tirpale, insulino fibrilés
sunkiai sgveikauja tarpusavyje ir nesudaro dideliy, Sviesg sklaidanciy superagregaty, ka galima matyti
ir centrifuguojant méginius, nes esant mazoms NaCl koncentracijoms tirpale, ne visos insulino fibrilés
nuséda ir dalis lieka supernatante. Dél Sios priezasties, skaiCiuojant prijungto ThT koncentracijg prie
amiloidiniy fibriliy pavirSiaus, esant 0-20 mM NaCl koncentracijai, jos negalima tiksliai nustatyti
(3.25. pav. B).

Po méginiy centrifugavimo ir pamatavus jy supernatanty sugertj 300-600 nm bangos ilgio
srityje, buvo nustatytos prijungto ThT koncentracijos, esant 20 mM - 2 M NaCl ir 20-100 uM ThT
koncentracijoms (3.25. pav. B). Kaip matome, didéjant NaCl koncentracijai tirpale, didéja prijungto
ThT koncentracija, taciau prijungiamos ne visos ThT molekulés. Daugiausiai ThT molekuliy yra
prijungiama esant 100 uM ThT ir 2 M NaCl koncentracijai tirpale, prijungto ThT koncentracija siekia
55 uM. Esant didziausiai ThT koncentracijai tirpale yra matomi didziausi prijungiamo dazo

koncentracijos poky¢iai esant mazai ir didelei joninei jégai tirpale (nuo 5 uM iki 55 uM).
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3.25. pav. Joninés jégos jtaka ThT sgveikai su insulino amiloidinémis fibrilémis. A. Optinio tankio,
esant 600 nm bangos ilgiui, priklausomybé nuo NaCl koncentracijos méginyje. B. Prijungto prie
fibriliy pavirSiaus ThT koncentracijos priklausomybé nuo NaCl ir ThT koncentracijy méginyje. C.
Fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo NaCl ir ThT koncentracijy méginyje. D.
Fluorescencijos intensyvumo ir prijungto dazo koncentracijos santykio priklausomyb¢ nuo prijungto
dazo koncentracijos, esant skirtingoms NaCl koncentracijos méginyje.

51



Toliau buvo analizuojama fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo tirpalo joninés
jégos ir ThT koncentracijos jame ir buvo pastebétas panaSus efektas, jog didéjant NaCl ir ThT
koncentracijai tirpale, fluorescencijos intensyvumas didéja (3.25. pav. C). Taciau Sie rezultatai ne
visiskai atitinka prijungty ThT molekuliy koncentracijos did¢jima, esant didesnei tirpalo joninei jégai
ir jame esan¢iy dazo molekuliy skai¢iui. Cia pastebime, kad didZiausias fluorescencijos intensyvumas
yra pasiekiamas ne esant didziausiai NaCl ir ThT koncentracijai, bet vidutinése jy reikSmése, kas
parodo, kad atsiranda ThT molekuliy saves slopinimo efektas, kuris yra pastebétas anksciau atliktuose
tyrimuose®. Lyginant fluorescencijos intensyvumo ir prijungto ThT koncentracijos santykj su
prijungto dazo koncentracija, yra pastebimas tasky iSsidéstymas lanko forma (3.25. pav. D). Toks
santykio mazéjimas did¢jant prijungty ThT molekuliy prie insulino fibriliy pavirSiaus parodo
ankscCiau pastebéta saves slopinimo efekta ir matome, kad kuo daugiau dazo molekuliy prisijungia
prie fibriliy, tuo labiau sumazéja ThT fluorescencijos intensyvumo ir koncentracijos santykis. Jdomu
tai, jog Sie intensyvumo ir prijungty molekuliy santykiai, esant skirtingiems joninés jégos stiprumams
tirpale yra gana panasis, kas rodo, kad pati NaCl koncentracija neturi jtakos fluorescencijos

intensyvumo sumazéjimui, o jis keicia tik prijungiamy dazo molekuliy koncentracija.

Toliau $ie bandymai buvo atlikti, naudojant kitos rtsies amiloidines fibriles, norint jsitikinti
ar fluorescencinio dazo jungimui prie fibriliy pavirSiaus, turi jtakos pavirSiaus pokyc¢iai. Pirmiausia

buvo tiriama joninés jégos jtaka ThT jungimuisi prie vistos kiausinio baltymo lizocimo fibriliy.

Kaip ir insulino atveju, pirma buvo lyginama optinio tankio, esant 600 nm bangos ilgiui,
poky¢iai (3.26. pav. A). Matomas staigus tankio padidéjimas didinant NaCl koncentracijag méginyje.
Taciau §j karta ODeoo padidéja labiau, tai yra nuo mazdaug 0,1 iki 0,6. Insulino fibriliy atveju §i verté
buvo nuo 0,1 iki 0,35. Be to yra pastebima, jog optinio tankio stabilizavimasis yra pasiekiamas esant
mazesniai NaCl koncentracijai tirpale, t.y. 50 uM, nei insulino atveju (100 pM). Sie rezultatai parodo,
kad lizocimo fibrilés yra linkusios asocijuoti viena su Kita esant mazesnei joninei jégai tirpale. Tai
buvo pastebéta ir centrifuguojant méginius, norint nustatyti laisvo ir prisijungusio ThT koncentracija
méginyje. Lizocimo fibrilés pilnai nusicentrifuguoja esant 10 mM NaCl koncentracijai tirpale. Be to
yra matomos tokios pat prijungiamo dazo priklausomybés nuo NaCl ir ThT koncentracijos méginyje
tendencijos, kuomet didéjant tirpalo joninei jégai ir daZzo koncentracijai, prie lizocimo fibriliy
pavir$iaus yra prijungiama daugiau dazo molekuliy (3.26. pav. B). Visgi §iuo atveju yra prijungiama

daugiau ThT molekuliy, net mazdaug 70 uM, esant didziausiai NaCl ir ThT koncentracijai méginyje.
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Prijungto ThT koncentracija (uM)
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3.26. pav. Joninés jégos jtaka ThT sgveikai su lizocimo amiloidinémis fibrilémis. A. Optinio tankio,
esant 600 nm bangos ilgiui, priklausomybé nuo NaCl koncentracijos méginyje. B. Prijungto prie
fibriliy pavirSiaus ThT koncentracijos priklausomybé nuo NaCl ir ThT koncentracijy méginyje. C.
Fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo NaCl ir ThT koncentracijy méginyje. D.
Fluorescencijos intensyvumo ir prijungto dazo koncentracijos santykio priklausomybé nuo prijungto
dazo koncentracijos, esant skirtingoms NaCl koncentracijos méginyje.

Toliau kaip ir pirmuoju atveju buvo analizuojama fluorescencijos intensyvumo
priklausomybé nuo joninés jégos stiprumo ir dazo koncentracijos (3.26. pav. C). Kaip ir insulino
méginiy atveju, matome, kad didéjant NaCl ir ThT koncentracijoms fluorescencijos intensyvumas
auga, taciau didZiausios intensyvumo vertés pasislenka link didesniy NaCl ir ThT verciy. Be to yra
pastebimas beveik du kartus didesnis maksimalus fluorescencijos intensyvumas (800 s.v.) nei
insulino atveju (450 s.v.). Taip pat lyginant intensyvumo ir prijungto dazo koncentracijy santykius,
matome, kad jis sumazéjo nuo 30 uM? iki 10 pM™1, kuomet insulino fibriliy tyrimy metu buvo nuo
50 uM? iki 10 uM™, kas rodo, jog prie lizocimo fibriliy prisijungusiy ThT molekulés sukuria dar
stipresnj savo fluorescencijos intensyvumo slopinimg (3.26. pav. D). Visgi $iuo atveju taskai yra

labiau iSsibarste, taciau vis dar iSlaiko j lankg panasig forma.

Skirtingai nuo insulino ir lizocimo, pelés prioninio baltymo (MoPrP) fibriléms reikia didesnés
joninés jégos, kad vykty stipresné sgveika tarp agregaty. Kaip matome 3.27. pav. A, méginiy, esant
nedidelei NaCl koncentracijai, optinis tankis mazai skiriasi nuo pradinio méginio ir rySkesnis

padidéjimas atsiranda tik tirpale esant 100 mM NaCl. Be to, optinio tankio vertés stabilizuojasi ir
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siekia apie 0,35-0,40, kaip ir méginiai su insulino fibrilémis. Tiriant prijungto prie fibriliy pavirSiaus
dazo koncentracijos pokycius, kaip ir ankstesniais atvejais matome, kad prijungiama daugiau
molekuliy didéjant NaCl ir ThT koncentracijoms (3.27. pav. B). Vis délto matome, kad
centrifuguojant méginius dalis fibriliy lieka supernatante net esant NaCl iki 100 uM, t.y. reikia 100
uM NaCl koncentracijos, kad fibriliy nelikty supernatante, ir maksimali prijungiamo dazo

koncentracija siekia vos apie 35 M, maziau nei pries tai aptartais atvejais.
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3.27. pav. Joninés jégos jtaka ThT sagveikai su pelés prioninio baltymo (MoPrP) amiloidinémis
fibrilémis. A. Optinio tankio, esant 600 nm bangos ilgiui, priklausomybé nuo NaCl koncentracijos
meéginyje. B. Prijungto prie fibriliy pavirSiaus ThT koncentracijos priklausomybé nuo NaCl ir ThT
koncentracijy meéginyje. C. Fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo NaCl ir ThT
koncentracijy meginyje. D. Fluorescencijos intensyvumo ir prijungto dazo koncentracijos santykio
priklausomybé nuo prijungto dazo koncentracijos, esant skirtingoms NaCl koncentracijos meéginyje.

Galiausiai tiriant fluorescencijos intensyvumo poky¢ius, matoma kitoks intensyvumo veréiy
pasiskirstymas (3.27. pav. C). Tiriant MoPrP méginiy fluorescencijos poky¢ius, pastebime, kad
didziausias fluorescencijos intensyvumas pasiekiamas esant tik 2 M NaCl koncentracijai ir tai
nepriklauso nuo dazo molekuliy tirpale. O pats maksimalus fluorescencijos intensyvumas yra gana
panaSus | insulino méginiy (apie 550 s.v.). Toliau analizuojant intensyvumo ir prisijungusiy
molekuliy santykj, matome, kad jis yra nuo 90 pM™? iki 10 uM™, kas parodo, jog ¢ia ThT savo
fluorescencijos slopinimas yra zymiai silpnesnis, nei anksc¢iau aptartais atvejais (3.27. pav. D), taciau

tasky iSsidéstymas iSlaiko panasig lanko forma.
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Paskutiné buvo analizuojama joninés jégos jtaka tioflavino-T sgveikai su a-sinukleino
fibrilémis ir Sis efektas iSsiskyré labiausiai i$ kity. Nors optinio tankio ir prijungiamo dazo
priklausomybés nuo NaCl koncentracijos atkartoja panasia tendencija kaip ir ankstesniais variantais,
taCiau Cia pastebimi esminiai skirtumai fluorescencijos intensyvumo pokyciuose. ODgoo padidéjimas
atsiranda nuo stipresnés tirpalo joninés jégos, taciau maksimali pasickiama ODsgo verté yra gana
maza, mazdaug apie 0,14 ir kad ja pasiekti reikia didesnés NaCl koncentracijos (3.28. pav. A). Kaip
ir MoPrP méginiams, taip ir a-sinukleino fibriléms, kad jos pilnai biity nucentrifuguojamos reikia 100
mM NaCl. Be to, didé¢jant NaCl ir ThT koncentracijoms tirpale, prie fibriliy pavirSiaus yra
prijungiama daugiau ThT molekuliy, o maksimali prijungto dazo koncentracija siekia mazdaug 45

uM (3.28. pav. B).
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3.28. pav. Joninés jégos jtaka ThT sgveikai su a-Sinukleino amiloidinémis fibrilémis. A. Optinio
tankio, esant 600 nm bangos ilgiui, priklausomybé nuo NaCl koncentracijos méginyje. B. Prijungto
prie fibriliy pavirSiaus ThT koncentracijos priklausomybé nuo NaCl ir ThT koncentracijy méginyje.
C. Fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo NaCl ir ThT koncentracijy méginyje. D.
Fluorescencijos intensyvumo ir prijungto daZo koncentracijos santykio priklausomybé nuo prijungto
dazo koncentracijos, esant skirtingoms NaCl koncentracijos méginyje.

Vis délto kaip ir buvo minéta anksciau, $io tyrimo metu buvo pastebéti esminiais skirtumai
nuo anksciau analizuoty rezultaty. Nors méginiy maksimalus optinis tankis yra labai mazas, taciau
fluorescencijos intensyvumas zymiai didesnis, nei kity trijy baltymy fibriliy atvejais (mazdaug 2600

s.v.) (3.28. pav. C). Tai parodo, jog Sios fibrilés yra Zymiai maziau linkusios asocijuotis tarpusavyje
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ir prie jy prisijungusiy ThT molekuliy fluorescencijos kvantin¢ iSeiga yra zymiai didesné. Be to
galime pastebéti, jog fluorescencijos intensyvumas mazéja, kuomet tirpale didéja ThT koncentracija,
esant mazai joninei jégai (0-20 mM NaCl), kas nebtidinga kity baltymy atvejais. Tai parodo, jog Siuo
atveju yra matomas labai rySkus ir stiprus ThT molekuliy savo fluorescencijos slopinimas. Taip pat
matomas i$skirtinis intensyvumo ir prijungto dazo koncentracijos santykio pasiskirstymas (3.28. pav.
D). Galima pastebéti, kad esant 100 mM ir 200 mM NaCl koncentracijoms, santykio vertés pasiskirsto
ne vienodai, nei esant kitokio stiprumo joninei jégai tirpale. Si jzvalga sukélé klausimy dél agregaty
struktiiros skirtingose joninése jégose, todél buvo atliktas visy fibriliy méginiy, esant 0 M ir 4 M NaCl
koncentracijoms, Furje-transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos tyrimas, norint

jvertinti ar joniné jéga turi kokios nors jtakos pac¢ioms baltymy amiloidinéms fibriléms (3.29. pav.).
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3.29. pav. FTIR spektrai (A, C, E, G) ir jy antrinés i$vestinés (B, D, F, G), esant 0 arba 2 M NaCl
koncentracijoms méginyje visy keturiy baltymy fibriliy atvejais.

Lyginant FTIR spektrus ir jy antrines iSvestines, matome, kad néra esminiy skirtumy tarp
fibriliy meéginiy, kurivose yra 2 M arba 0 M NaCl koncentracija, tiek insulino, lizocimo ir MoPrP
atvejais. Skirtumai tiek FTIR spektre, tiek jo antringje iSvestingje yra matomi a-sinukleino atveju.
3.29. pav. G dalyje galime matyti, jog esant 2 M NaCl, 1670-1620 cm™ ribose intensyvumas didéja
greiCiau, t.y. kreiveé jgyja lanko forma, o ne panasios ] ties¢ forma, kaip méginiuose be NaCl. Be to
spektro antrinéje i§vestinéje (3.29. pav. H) galime aiskiai matyti, jog ties 1622 cm™ bangos skai¢iumi
signalo intensyvumas yra didesnis esant 2 M NaCl. Kadangi §i bangos skaiCiaus sritis yra susijusi su
B-klostémis %1, tai rodo, jog esant méginyje NaCl, a-sinukleino fibrilés keigia savo konformacija, dél
kurios atsiranda anksciau aptarti fluorescencijos intensyvumo pokyc¢iai, iSsiskiriantys 1§ kity tiriamy

baltymy.
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Be viso to dar buvo iSanalizuota kaip keiciasi suzadinimo-emisijos matricy (EEM) bangos
ilgiai, kuriuose yra stebimas maksimalus signalo intensyvumas, esant skirtingoms prijungto ThT
koncentracijoms (3.30. pav.). Sios bangy ilgio ribos yra skirtingos visais keturiais fibriliy méginiy
atvejais, nes skirtingy riisiy fibrilés gali turéti skirtingus dazo jungimo biidus %1%, Analizuojant $iuos
bangos ilgiy pokycius, galima matyti, jog insulino, lizocimo ir MoPrP atvejais, suzadinimo bangos
ilgis mazéja, daugejant prie fibriliy prijungty dazo molekuliy, o emisijos bangos ilgis did¢ja. Taciau
a-sinukleino atveju pastebimas priesingas efektas, kuomet daugéjant prijungto ThT, suzadinimo
bangos ilgis didéja, o emisijos — praktiskai nesikei¢ia. Sie rezultatai gali bati tokie, dé¢l anks¢iau

pastebéty ir aptarty a-sinukleino fibriliy konformacijy poky¢iy, atsiradusiy dél joninés jégos tirpale.
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3.30. pav. Insulino (A), lizocimo (B), pelés prioninio baltymo (MoPrP) (C) ir a-sinukleino (D)
suzadinimo-emisijos matricy (EEM) intensyvumo ,,masés centras®, esant skirtingoms prijungto prie
fibriliy pavirsiaus ThT koncentracijoms.

Pagal Siuos rezultatus buvo publikuotas straipsnis ,,Effect of Ionic Strength on Thioflavin-T

Affinity to Amyloid Fibrils and Its Fluorescence Intensity** 14,
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ISvados
1. Buvo nustatyta, jog dauguma tirty amiloidofiliniy molekuliy sgveikauja tarpusavyje ir keiciasi
ju afiniSkumas amiloidiniy fibriliy pavirsiui.
2. Amiloidofiliniy molekuliy tarpusavio sgveikos metu (tirpale ir ant fibriliy pavirSiaus) keiciasi
Jju sugerties spektrai ir fluorescencijos emisijos intensyvumai.
3. Didéjant tirpalo joninei jégai, prie amiloidiniy fibriliy pavirSiaus yra prijungiama daugiau ThT
molekuliy ir jy fluorescencijos intensyvumas didéja, iki kol ThT molekulés pradeda slopinti

viena kitos fluorescencijg.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

KAMILE MIKALAUSKAITE
Amiloidofiliniy molekuliy sgveikos su amiloidiniy fibriliy pavirSiumi tyrimas

Amiloidiniy baltymy konformaciniai poky¢iai ir jy agregacija amiloidiniy fibriliy forma yra
susijusi su daugeliu neurodegeneraciniy sutrikimy, kaip Alzheimerio, Parkinsono ligos ar
transmisinés spongiforminés encefalopatijos. Siuo metu yra atliekama labai daug tyrimy norint istirti
baltymy agregacijos mechanizmus ir kaip jvairios aplinkos sglygos gali turéti jtakos agregacijos
procesams ir gaunamy tyrimy rezultatams. Yra pastebéta, kad temperatiira, pH, joniné jéga, purtymo
rusis keicia ne tik agregacijos kinetinius parametrus, taciau ir baltymo konformacinius pokycius, taip
susidarant skirtingy kamieny fibriléms. Siems tyrimams daZnai yra naudojami amiloidofiliai dazai,

kaip Kongo raudonasis, tioflavinas-T ar ANS.

Siame darbe buvo pagamintos dviejy modeliniy baltymy — insulino ir lizocimo, bei su
neurodegeneracinémis ligomis susijusiy baltymy — pelés prioninio ir a-sinukleino amiloidinés
fibrilés. Atlikti tyrimai kaip keiciasi dazy saveika su fibriliy pavir§iumi miSinyje esant dviejy dazy
kombinacijoms ir jvertinti ThT jungimosi su fibrilémis poky¢iai, esant skirtingai tirpalo joninei jegai,
naudojant sugerties ir fluorescencinés spektroskopijos metodus. Nustatyta, kad dazai sgveikaudami
tarpusavyje kai kuriais atvejais padidina afiniSkuma fibriliy pavirSiui, taciau kitais atvejais trukdo
vienas kitam. Taip pat pastebéta, kad esant didesnei tirpalo joninei jégai, prie amiloidiniy fibriliy

pavirSiaus jungiasi daugiau ThT molekuliy.

59



SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

KAMILE MIKALAUSKAITE
Study of Amyloidophilic Molecule Interactions on the Surface of Amyloid Fibrils

Conformational changes in amyloid proteins and their aggregation in the form of amyloid
fibrils are associated with many neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s, Parkinson’s
disease, or transmissible spongiform encephalopathies. Currently, there is a lot of research carried out
in order to investigate the mechanisms of protein aggregation and how different environmental
conditions may affect the aggregation process and the results obtained from studies. It has been
observed that temperature, pH, ionic strength and type of shaking change not only the kinetic
parameters of aggregation, but also the protein’s conformation, thus forming fibrils of different

strains. Amyloidophilic dyes such as Congo red, thioflavin-T or ANS are often used in these studies.

In this work, amyloid fibrils of two model proteins - insulin and lysozyme, as well as
neurodegenerative-disease-related proteins - mouse prion protein and a-synuclein, were produced.
Study of the changes of dye interaction with fibril surface in a mixture of two dye combinations was
performed and changes in ThT binding to fibrils at different ionic strength of the solution were
evaluated using absorbance and fluorescence spectroscopy methods. It was found that dyes, in some
cases, increase the affinity for the surface of fibrils, by interacting with each other, but in other cases
they interfere with one another. It has also been observed that at higher ionic strength of the solution,

more ThT molecules bind to the surface of amyloid fibrils.
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