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Jvadas

Senstantis organizmas daznai susiduria su jvairiy sveikatos problemy rizikos padidéjimu.
Vienas su senyvu amziumi asocijuojamy sutrikimy yra demencija. Demencija apibrézia tokias
sveikatos problemas kaip bendra atminties praradima, sutrikusius kalbéjimo, problemy sprendimo
igtdzius ir kitus mastymo sutrikimus. Bene didziausias demencijos sukéléjas yra Alzheimerio liga.
Remiantis amiloidy hipoteze, Sios ligos sukéléjais laikomi amiloidai, agreguojantys tarpusavyje,
pakitusios konformacijos baltymai. Siuo metu turimi ir naudojami vaistai leidzia liga tik sulétinti,
daznai sukelia nepageidautinus Salutinius poveikius, taigi efektyviai veikian€io vaisto, kuris
nesukelty daug Salutiniy poveikiy, paieskos yra aktuali Siuolaikinés medicinos problema. Amiloidy
agregacija stabdanciy vaisty efektyvumas priklauso nuo tyrimuose naudojamy tirpaly sudéties.
Tikslus fiziologiniy salygy atkartojimas gali paveikti Alzheimerio ligos sukeléjo APs2 amiloido
agregacijos savybes, tokias kaip fibriliy morfologijg ir agregacijos greiCius, taip pat paveikiant
tiriamojo vaisto sgveikg su jo taikiniais, teigiamai arba neigiamai paveikiant efektyvumg. Kuo
artimesniy fiziologinéms salygoms tirpaly naudojimas gali paskatinti efektyvesnj vaisty nuo
Alzheimerio ligos vystyma, sudarant tikslesnj pagrindg potencialiy vaisty identifikavimui arba
atmetimui ankstyvosiose vaisty paieskos stadijose. Agregacijos tyrimai padeda nustatyti APa2
morfologines ir struktiirines savybes skirtinguose tirpaluose, jvertinant tarp naudojamy tirpaly

susidaranc¢ius skirtumus.

Tikslas:
vertinti ABs> amiloidinio baltymo agregacijos kinetinius parametrus ir morfologines savybes

dirbtiniame smegeny skystyje dSS ir fiziologiniame tirpale PBS.

Uzdaviniai:
1. Jvertinti APs2 agregacijos Kinetiniy parametry skirtumus dirbtiniame smegeny skystyje dSS ir
fosfaty buferiniame tirpale PBS.
2. Jvertinti APs2 agregaty morfologinius skirtumus (fibriliy dydj, aukstj, pasiskirstymg)
dirbtiniame smegeny skystyje dSS ir fiziologiniame tirpale PBS.
3. Jvertinti morfologinius ir struktdrinius APs2 amiloidiniy agregaty skirtumus dirbtiniame

smegeny skystyje dSS su ir be agregacijos slopiklio benzensulfonamido (VR16-09).



Santrumpos

AL — Alzheimerio liga;

APP — amiloidy baltymas prekursorius;

SS — smegeny skystis;

dSS — dirbtinis smegeny skystis;

TSS-tarplastelinis smegeny skystis;

PBS — fosfato buferinis tirpalas (fiziologinis tirpalas);

CNS — Centriné nerviné sistema,

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis;

ASPS — su amiloidais susije pakitimai smegenyse (angl. ARIA);
ASPS-E — su amiloidais susije pakitimai smegenyse su edema (angl. ARIA-E);
ASPS-H — su amiloidais susije¢ pakitimai su smegeny kraujavimu (angl. ARIA-H);
NSPUV - nesteroidiniai pries uzdegiminiai vaistai (angl. NSAID);
GSM - y-sekretaze moduliuojantys preparatai;

AJM — atominés jégos mikroskopija;

PL — Parkinsono liga;

HL — Huntingtono liga;

TTR — transteritinas;

DSA — su dialize susijusios amiloidozes;

OT - optinis tankis;

a.r. —amino ragstys;

TEM — transmisinis elektrony mikroskopas;

KPI — Kunitz proteaziy inhibicinis domenas.



1. Literatiiros apZvalga

1.1 Alzheimerio liga, jos tipai ir diagnozé

Baltymy tirpumui ir funkcijai organizme jprastai reikalinga jiems specifiné trijy dimensijy
konformacija. D¢l jvairiy priezas¢iy funkcionalts ir tirpiis baltymai gali pakeisti savo konformacija
ir jgauti savybes, kurios sukelia jy agregavima j sankaupas, vadinamas amiloidais. Siy fibriliniy
agregaty susiformavimas organizme yra susijes su patologiniais susirgimais, Vvadinamais
amiloidozémis. Amiloidozés gali buti dviejy tipy — lokalizuotos arba sisteminés. Lokalizuotose
amiloidozése amiloidai kaupiasi sintezés vietoje organizme, sistematinése — jie gali pasklisti j kitas
organizmo dalis. Alzheimerio liga (AL), Parkinsono liga (PL) ir Huntingtono liga (HL) yra
daZniausiai pasitaikanciy lokalizuoty neurodegeneratyviniy amiloidoziy pavyzdZziai. Sisteminiy
amiloidoziy pavyzdziai yra imunoglobulino lengvosios grandinés, transteritino (TTR) ir su dializg
susijusios (DSA) amiloidozés, kurios gali paveikti daugiau nei vieng organg, plisdamos i§ sintezés
vietos organizme (Giorgetti et al., 2018; Girnius, 2013).

Alzheimerio liga (AL) yra neurodegeneracinis sutrikimas, kuris paveikia dalj vyresnio amZiaus
zmoniy. Ji pasizymi demencijos iSsivystymu — progresyviu kognityviniy ir funkciniy sugebéjimy
susilpnéjimu, jskaitant atminties praradima, sutrikusig kalbg ir sprendimy priémima bei asmenybés
pokyCius. Ligg pirmas apra$¢ Alois Alzheimer, bet pirmas ligos pamin¢jimas mums jprastu
pavadinimu buvo 1910 metais, daktaro Emil Kraepelin knygoje ,,Psychiatrie: Ein Lehrbuch fiir
Studirende und Aerzte (liet. ,,Psichiatrija: vadovélis studentams ir gydytojams*)(Yang et al., 2016).
Pasauliniu mastu, Alzheimerio liga sukelia 60-70% demencijos atvejy (World Health Organization,
2025). 2021 mety duomenimis JAV sergancCiyjy Alzheimerio liga buvo 6,2 milijono Zmoniy
(Alzheimer‘s Association, 2023). Naujausiais duomenimis JAV Alzheimerio liga diagnozuota
daugiau nei 7 milijonams Zzmoniy. Matoma kylanti tendencija, pagal kurig prognozuojama, kad 2050
metais AL atvejy (zmonéms vir§ 65 mety) JAV bus ~ 12,7 milijono. Alzheimerio liga JAV taip pat
yra penkta daZiausia mirties prieZastis zmonéms vir§ 65 mety (Alzheimer‘s Association, 2025).
Lietuvoje 2022 metais zmoniy, turinCiy Alzheimerio ligos sukelta demencija, buvo 40474,
naujausiais duomenimis $is skai¢ius jau siekia 43162 zmones (Higienos institutas, 2024; Higienos
institutas, 2022).

Alzheimerio liga pasizymi dviem tipais: paveldima ir atsitiktine. Paveldima Alzheimerio liga
yra sukeliama genetiniy mutacijy tokiuose genuose kaip APP (angl. amyloid precursor protein),
PSEN1 (angl. presenilin 1), PSEN2 (angl. presenilin 2). Taip pat, paveldima forma, kuri sudaro ~ 5
% AL atvejy, yra retesné nei sporadiska ir simptomai daZnai pasireiSkia jaunesniems nei 65 mety

zmonéms. Atsitikting arba sporadiska ligos forma yra daZznesné nei paveldima ir jos atveju simptomai



pasireiskia veliau, ji néra paveldima ir, manoma, yra sukeliama daugelio genetiniy ir aplinkos faktoriy
kombinacijy (Piaceri et al., 2013).

Siauriné APP geno mutacija A673V, esanti netoli B-sekretazés Kirpimo srities, sudaro
palankesnes APP kaip B-sekretazés substrato sglygas, skatinant amiloidogeniska APP procesavimo
kelig. Si mutacija ne tik skatina amiloidogenisky Ap formy gamyba, bet ir sustiprina gaunamy
amiloidy agregacijos savybes ir citotoksiskuma. Si mutacija buvo nustatyta tarp Siaurés Italijoje
gyvenanciy brolio ir sesers, kurie turéjo homozigotinius recesyvinius geny alelius su A673V mutacija
ir ankstyvame amziuje pasireiSkiancius Alzheimerio ligos simptomus. Pirmieji simptomai broliui,
turinciam $ig mutacija, pradéjo reikstis esant 36 mety ir per 10 mety liga iSplito, sukeldama nejprastai
didelius agregaty zidinius smegeny zievéje, visy galiiniy spazmus ir mirtj (Giaccone et al., 2010;
Kimura et al., 2016). Visgi, yra genetiniy mutacijy, kurios apsaugo nuo AL. ,Islandiska* APP geno
mutacija A673T, aptikta skandinavy 8aliy ir Islandijos Zzmoniy populiacijose, siejama su mazesniu
amiloidogenisky AP formy kaupimusi ir apsaugine funkcija prie§ Alzheimerio liga (Jonsson et al.,
2012).

Alzheimerio ligos diagnozavimas jprastai vykdomas apjungiant keleta skirtingy tyrimo metody.
Sie metodai susideda i§ diagnostiniy metody ir kity jvertinimy, tokiy kaip medicininé asmens ir jo
Seimos istorija, neurologiniai, kognityviniai ir funkciniai asmens jvertinimai. Diagnostinés priemonés
jprastai naudojamos Alzheimerio ligos diagnozavimui susideda i§ skirtingy smegeny vizualizavimo
tyrimy, tokiy kaip magnetinio rezonanso tyrimas (MRI), kompiuterinés tomografijos (CT) ir
pozitrony emisijos tomografijos. Neurony praradimas ar baltyminés sankaupos gali biiti pastebimos
naudojant smegeny vizualizavimo tyrimus, bet daznai, norint atlikti tikslesne diagnoze, Siy metody
rezultatai vertinami kartu su smegeny skysc¢io (SS) ar kraujo plazmos tyrimy rezultatais (Frisoni et
al., 2017; Alzheimer's Association, 2025). Pagrindiniai SS randami Alzheimerio ligos biomarkeriali
yra bendras Tau baltymo skaicius (T-Tau), kuris sergan¢iuosiuose individuose gali bati pakiles iki ~
250 % palyginus su sveikais to paties amziaus asmenimis. T-Tau padidéjimas gali biiti aptinkamas
laikotarpyje nuo pirmyjy ligos pozymiy iki visiSko jos pasireiSkimo — demencijos (prodrominis
laikotarpis). Fosforilintas Tau baltymas (P-Tau) yra dar vienas AL biomarkeris, pasireiSkiantis
prodromingje ligos stadijoje, kai matomi lengvi kognityviniai sutrikimai. Lyginant su to paties
amzZiaus kontrole, P-Tau Kiekis SS gali biiti pakilgs iki ~ 200 %. Taip pat, sumazéjes Smegeny skystyje
randamas APs Kiekis, kurj sukelia ABs2 agregacija smegenyse, yra vienas i§ AL biomarkeriy. Sis
pokytis taip pat aptinkamas prodrominéje ligos stadijoje (Blennow, 2017). Vienas i§ potencialiy AL
biomarkeriy yra padidéjes baltymo neurogranino kiekis SS. Sis biomarkeris yra labiau specifiskas
Alzheimerio ligai, nei T-Tau ir manoma, kad gali bati aptiktas ankstyvesnése ligos stadijose. Taip
pat, potencialus biomarkeris yra neurofilamentiné lengvoji grandiné (NFL). Padidéjes NFL kiekis

kraujo plazmoje siejamas su neurodegeneracija ir/ar aksony pazaidomis. NFL gali baiti aptinkamas
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ankstyvosiose ligos stadijose ir pasizymi diagnostiniu patikimumu atitinkanciu prie§ tai minétus SS
biomarkerius (Blennow, 2017). Vienas i§ patikimiausiy kraujyje (ir SS) randamy biomarkeriy yra p-
Tau217 peptido kiekis, kuris leidzia diagnozuoti APs. sankaupas smegenyse 82 %  tikslumu.
Gebéjimas atlikti tokia tikslig diagnoze i$ kraujo plazmos gali palengvinti ligos aptikimg nenaudojant
invaziniy metody, tokiy kaip liumbaliné punkcija. Taip pat, Sio peptido koncentracija kraujyje
priklauso nuo dienos laiko. DidZiausios koncentracijos randamos vakare, 0 maziausios — ryte (Khalafi

et al., 2025; Monica et al., 2024).

1.2 Amiloidai, AP struktiira ir toksiSkumas
Amiloidai yra morfologiskai fibriliniai agregave baltymai, turintys B-klosCiy antrine struktiira,
dar vadinama kryzmine B (angl. Cross-p) (1. pav.). Zmogaus organizme amiloidai atsakingi uz
daugiau nei 50 neurodegeneraciniy ligy. Amiloidy fibrilés formuojasi organizmo natyviems
baltymams pakei¢iant konformacija. Tokiy ligy pavyzdziai yra Alzheimerio liga, Parkinsono liga ir

kitos (Wille & Requena, 2018; Dobson, 2017).

Plotis: keletas nm
Ilgis: ~ 1 pm

Cross-p struktira

Intervalas
tarp pluosty
~4.8 A

Intervalas
tarp klos¢iy

10-11 A

Amiloidinés fibrilés
1. Pav. Kryzminé-f amiloidy struktiira, sudaranti pagrindg amiloidinéms fibriléms (Chatani et al.,
2021)

AP oligomerai taip pat gali formuoti skirtingo tipo beta plokstes — paralelines ir antiparalelines.
Paralelinése plokstése visi AP peptidai yra orientuoti ta pacia kryptimi (peptido C ir N galo atZvilgiu),
0 antiparalelinése plokstelése peptidy krypties orientacija skiriasi tarp klos¢iy. Jprastai oligomerai su
paralelinémis  plokstémis formuojasi ankséiau ir jy agregacijos greitis yra létesnis, 0 antiparalelines
B plokstes formuojantys oligomerai agreguoja greiCiau. Taip pat, manoma, kad antiparalelinés 3

plokstes formuojantys agregatai pasizymi didesniu toksiSkumu (Zhaliazka et al., 2022).
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2. Pav. AP fibrilés su dviem sujungtais protofilamentais, iliustracija gauta kriogenines elektrony
mikroskopijos buidu. Protofilamentai paZyméti mélyna ir smeline spalvomis (A). Atominis paraleliniy

B-klos¢iy modelis vaizduojamas B. C ir D pasuktas vaizdas, parodantis protofilamenty persipinimo
taska ir karkaso modelj. (Gremer et al., 2018)

Naudojant kriogening elektrony mikroskopija, Gremer (2018) grupé gavo aukstos rezoliucijos
(4,0 A) AP, fibrilés modelj (2. pav.). Siame modelyje buvo pastebima, kad fibrilé sudaryta i§ dviejy
tarpusavyje susijungusiy protofilamenty, kurie sudaro L ir S formas. Sie protofilamentai susieti per
savo C galus, turi hidrofobinius klasterius, stabilizuojancius struktiiros centrg, ir druskos tiltus
(teigiamai jkrauty a.r. grandiniy sgveikg su neigiamai jkrautomis a.r. grandinémis), kurie padeda
stabilizuoti baltymo karkasg. Fibriliy galai asimetriSki, formuojantys vadinamas ,keteros* arba
»griovio* struktiiras, manoma, sudarancias pagrinda fibriliy augimui. I$ skirtingy agregaty formy
oligomeriné AP, forma laikoma toksiskiausia. Manoma, kad oligomerai gali pereiti biomimetines

membranas ir sukelti receptoriy medijuojama citotoksiSkuma, lizosominiy keliy sutrigdyma, lasteliy
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homeostazés sutrigdyma per vidulastelinj oligomery kaupimasj ir oksidacinj stresa (Vadukul et al.,
2020; Vadukul et al., 2017). Oligomery toksiskumas, manoma, yra proporcingai susije¢s su jy dydziu,
kur mazesni oligomerai pasizymi didZiausiu toksiSkumu, kuris mazéja jiems augant. Manoma, kad
AP oligomerai, sgveikaudami su gelezies ar vario jonais smegenyse, prisideda prie reaktyviy
deguonies riisiy susidarymo, sukeliant oksidacinj stresa.

Dar vienas AP medijuojamas toksiSkumas yra susietas su Tau baltymu. Tau yra mikrotubuliy
baltymai, randami neuronuose (daugiausiai aksonuose), jie stabilizuoja mikrotubules, padeda
tarplastelingje pernasoje ir prisideda prie neurony stabilumo palaikymo. AB oligomerai gali aktyvuoti
kinazes, tokias kaip GSK3B, CDK5 ir MAPKS. Sios kinazés fosforilina Tau baltymus, sukeliant jy
atsiskyrimg nuo mikrotubuliy, kas paskatina Tau konformacijos pokyCius ir agregacijg 1
neurofibrilinius raizginius (NFTs), sutrigdanc¢ius mikrotubuliy stabilumg ir aksony transports,
sukeliant sinapsiy disfunkcijas (Zhang et al., 2021; Roy et al., 2023; Guo et al., 2017; Smith et al.,
2007).

1.3 APP, jo procesavimas ir amiloidas

Amiloidas B (AP) yra peptidas, gaunamas proteolitiskai karpant APP (angl. Amyloid precursor
protein) baltyma. AB yra 36-43 aminortigs¢iy peptidas ir yra vienas i§ dviejy pagrindiniy mokslui
Siuo metu zinomy baltymy, numanomai sukelian¢iy Alzheimerio ligg (Zhang et al., 2011; Hamley,
2012). AP gali buti skirtingy ilgio variacijy, bet in vivo daugiausiai aptinkamas Apao kuris sudaro ~
60 % viso AP peptido, randamo SS. APss sudaro ~ 15 %, ABaz ~ 10 % ir ABs7 ~ 8 % . Kitos Ap formos
sudaro likusius ~ 7 %. Alzheimerio liga serganciuose asmenyse §ios procentines vertés gali skirtis
dél sumazéjusio SS APa2 kiekio (Braun et al., 2022). APP baltymas, kuris karpomas sekretazémis
virsta AP amiloidu, Zzmonése yra koduojamas 21 chromosomoje ir turi 3 pagrindines izoformas,
atsirandancias per alternatyvy splaisinga:

e APPG695 — sudarytas i§ 695 aminorigsciy,
e APP751 — sudarytas i§ 751 aminortgsties,
e APP770 — sudarytas i§ 770 aminorigs¢iy.

APP751 ir APP770 pasizymi 56 aminorigsciy Kunitz proteaziy inhibiciniu domenu (KPI),
esanciu ekstralgstelingje baltymo dalyje. APP baltymams zinduoliuose priklauso du baltymai: APLP1
ir APLP2, kurie abu yra pirmo tipo transmembraniniai baltymai, pasiZymintys AP ir E1 bei E2
konservatyviais domenais, esanciais ekstralgstelinéje baltymo dalyje (Zhang et al., 2011; Goate et al.,
1991; Rohan de Silva et al., 1997). Manoma, kad APP baltymas gali dalyvauti sinaptogenezéje,
baltymy perneSime per aksong, transmembraninéje signaly transdukcijoje, lasteliy adhezijoje, kalcio
metabolizme, bet visos §ios numanomos funkcijos reikalauja daugiau in vivo tyrimy (Zhang et al.,
2011; Zheng et al., 2006).



APP proteolitinis karpymas susideda is trijy pagrindiniy daliy (3. pav.): a-karpymo, B-karpymo,
y-karpymo. a-karpymo metu APP yra veikiamas a-sekretazés, veikiant Siai sekretazei nesusidaro A,
nes kirpimas vyksta ties Ap domenu, ties Lys16-Lys17 jungtimi. Tai atskiria tirpy ektodomeng
sAPPa, kuris yra svarbus neurony plastiSkumui ir i§gyvenimui, reguliuoja nerviniy kamieniniy
lasteliy proliferacija, dél to yra svarbus CNS formavimuisi, inhibuoja CDKS5 aktyvacijg ir padeda
apsaugoje nuo ekscitotoksiskumo (Zhang et al., 2011; Sisodia, 1992; Furukawa et al., 1996; Ohsawa
et al., 1999).
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3. Pav. APP transmembraninio baltymo proteolitinio karpymo schema, kurioje pateikiami sekretaziy
kirpimo taskai membranos atzvilgiu (A) ir atitinkamy sekretaziy veikimo sukuriami produktai (B)

(Sathya et al., 2012; Zhang et al., 2011).

Kita vertus, B-karpymas veikiant B-sekretaze yra pirmas zingsnis Ap gavimo procese. BACE1
(angl. ,,Beta-site APP Cleaving Enzyme 1) buvo identifikuota kaip proteazé, vykdanti §j kirpima.
BACEI yra su membrana suriSta aspartil proteazeé, kerpanti APP ties Aspl ir Glull. Po kirpimo
gaunamas sAPPp, kuris nuo sAPPa skiriasi AB1-16 regiono truikumu karboksiliniame gale. Visgi,
minima, kad sAPPJ funkcionuoja kaip mirties reporterio 6 ligandas, medijuojantis neuroniniy lasteliy

ziitj. Po a ir B proteolitinio karpymo susidaro aCTF ir BCTF peptidai (APP C-galo fragmentai). Siy
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fragmenty funkcijos néra tiksliai apibréztos, bet zinoma, kad padidinta BCTF ekspresija gali sukelti
sinapsinio signalo perdavimo sutrikdymus ir neigiamg poveikj kognityvinéms funkcijos,
nepriklausomai nuo amiloidy sankaupy atsiradimo smegenyse. Atitinkami karboksilo galiniai
fragmentai lieka prisijunge prie membranos ir toliau yra veikiami y-sekretaziy (Zhang et al., 2011;
Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999).

Svarbus etapas AP formavimuisi yra y-sekretaziy vykdomas y-karpymas. Kerpant aCTF licka
p83 fragmentas, kuris yra greitai suardomas, ir neturi jokiy apibrézty funkcijy. Kerpant BCTF
gaunamas AP. Siuo atveju y-sekretaziy vykdomas kirpimas vyksta transmembraninéje aplinkoje ir
tiksli kirpimo vieta gali skirtis, kas lemia pagrindiniy produkty APaso ir APaz susidaryma, 18 kuriy ABs2
yra labiau amiloidogeniSkas. Bendrai, y-karpymo metu gali susidaryti nuo 38 iki 43 amino ragsciy
AP variacijos, priklausomai nuo sekretazés kirpimo vietos (Florean et al., 2008; Braun et al., 2022).
Pati y-sekretazé numanoma yra kompleksas, sudarytas i§ keturiy komponenty:

e Presenilino (PS, PS; arba PSy),

e Nikastrino,

e APH-1,

e PEN-2 (angl. preselin enchancer-2).
IS 8iy komponenty, presenilinai buvo identifikuoti kaip svarbiausias katalitinis komponentas.
Zinduolivose yra du jo homologai — PS; ir PS,. Mutacijos §iuose genuose, ypatingai PSi
koduojan¢iame gene, yra viena pagrindiniy paveldimos Alzheimerio ligos priezasCiy (Zhang et al.,
2011; Kim et al., 2014; Zhao et al., 2007).

Pagrindiniai y-sekretazés proteolitinio karpymo produktai yra APso ir APaz; kaip ir minéta
anksc¢iau, AP42 yra labiau amiloidogeniskas, taip pat labiau hidrofobiskas ir dazniausiai sudaro apie
10 % bendro sudaryto AP produkto. ABs. bendrai skatina sinapsiy disfunkcijas, fibriliy kaupimasj
tarpneuroninéje erdvéje ir galy gale neurony veiklos praradimg paveiktose smegeny dalyse (Zhang et

al., 2011).

1.4 Amiloidy plitimo mechanizmai

Alzheimerio ligos atveju, lasteliy paZeidimai budingi specifinése smegeny vietose, kas gali
leisti manyti, kad plitimas gali biti savotiSkai selektyvus. Kai kuriy amiloidy, kaip AP,
patogeniSkumas (infektyviy amiloidy susikiirimas, dauginimasis ir plitimas) gali biiti apibréZiamas
proteopatiniy ,,sékly” modeliu (Jucker et al., 2018). Pirminis uzsimezgimas (generacija) vyksta
gyvenimo eigoje, susidarant pakitusios konformacijos baltymams. Amiloido pasalinimas i$ lgstelés
gali buti saglygojamas lastelés mirties, kontroliuojamos arba nekontroliuojamos egzocitozés. Plitimas
gali vykti per egzosomas, mikropiisleles (angl. microvesicles), tuneliniais nanovamzdeliais. Taip pat,

perneSimas gali vykti nenervinémis lgstelémis ir kiino skysc€iais (Jucker et.al., 2018). Sveikos Iastelés
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perima amiloidus pasyvios arba aktyvios endocitozés biidu. Amiloidy replikacija sveikoje lasteléje
salygoja tinkamy endogeniniy baltymy — substraty, kuriy konformacija infektyvus amiloidas gali
keisti, prieinamumas. Taip pat, plitimg salygoja atsparumas suardymui, Saperonai ir fragmentacija
(Jucker et al., 2018). Visi Sie faktoriai nulemia selektyvy pazeidziamuma priklausomai nuo paveikty
Igsteliy tipo ir nervinés sistemos regiony. Ekspresijos lygis ir konformacija pakeitusiy baltymy
izoformos gali biiti skirtingos priklausomai nuo lgsteliy, kas gali varzyti plitima arba nulemti kokios

konformacijos baltymas vyraus (Jucker et al., 2018).

1.5 AB fiziologiné aplinka ir agregacija

Fiziologine AP aplinka yra asocijuojama su smegenimis ir smegeny skysc¢iu, kur jis atsiranda
per mainus tarp tarplastelinio smegeny skys¢io — TSS (angl. brains interstitial fluid) ir smegeny
skys¢io — SS. TSS AP atsiranda po membraninio APP baltymo proteolitinio karpymo audiniy
Igstelése.(Chen et al., 2017). Mainai tarp TSS ir SS yra valdomi glimfinés sistemos, kur SS jteka j
smegenis Salia arterijy, maiSydamasis su TSS, i§ kurio surenka Salutinius produktus ir atliekas
(jskaitant AB), kurie yra perduodami j venas. Siuose mainuose ypatingai svarbiis astrocitiniai vandens
kanalai kaip akvaporinas-4, kurie skatina konvekcinj skys¢io judéjimg. Taip pat, AP gali buti
pasalinamas i§ smegeny per hematoencefalinj barjera, per receptorius kaip LPR1, esantj ant
hematoencefalinio barjero endotelio Igsteliy.

Smegeny skystis yra plazmos filtratas, randamas smegeny skilveliuose, kaukolés ir stuburo
subarachnoidinése erdvése. Jis atlieka tokias funkcijas kaip medziagy pernesimo terpé, atlieky
Salinimas ir smegeny apsauga. Suauge zmonés turi ~ 150 mL smegeny skyscio. Smegenyse jis yra
sekretuojamas gyslaininiame rezginyje. Kiekvieng dieng jo sekretuojama po 400-600 mL, taigi
suaugusio zmogaus smegenyse smegeny skystis atnaujinamas ~ 4-5 kartus per 24 valandas (Telano
et al., 2025). Gyslainés rezginys yra plonas epitelio sluoksnis, supantis fenestruotus kapiliarus, kur
susidaro kraujo ir smegeny skys&io barjeras. Sis barjeras uztikrina smegeny aplinkos reguliavima
praleisdamas jonus ir smulkias molekules kaip vitaminai ir maistinés medziagos, bet nepraleisdamas
baltymy ar lgsteliy. Vanduo perneSamas gyslainés rezginio epitelio lasteliy AQP1 kanalais. Kitos
smegenims reikalingos medziagos yra perneSamos per epitelio lasteles aktyvios pernasos budu arba
sintetinamos smegenyse. Gyslainés rezginio epitelio lasteliy membranose yra 5 mV teigiamos
jtampos potencialas, dél potencialy skirtumo natrio, chloro ir bikarbonato jonai yra traukiami i$
plazmos j smegeny skystj. Tai sudaro vandenj j smegeny skystj traukiantj osmosinj slégj (Telano et
al., 2025). Smegeny skystyje gausiausiai randami natrio (135-150 mmol/L) ir chloro (115-130
mmol/L) jonai. Kiti smegeny skystyje esantys jonai yra kalio (2,6-3 mmol/L), kalcio (1-1,4 mmol/L)
ir magnio (1,2-1,5 mmol/L). Smegeny skystyje gliukozés randama 2,8-4,4 mmol/L. Bendras smegeny

skysc¢io pH yra 7,3, o osmosinis slégis — 290 mOsm/kg H20. Smegeny skystyje randama 0,15-0,45
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mmol/L baltymy i§ kraujo plazmos, Kkuriuos sudaro albuminas, imunoglobulinai, leptinas ir
prolaktinas. Taip pat smegeny skystyje yra transferino, IGF-2 ir BDNF baltymy, kurie yra sintetinami
smegenyse. Smegeny skystyje randami vitaminai yra askorbo riigstis, foliatas, tiaminas,
monofosfatas, piridoksalis ir riboflavinas (Czarniak et al., 2023).

AP gali buiti randamas ir sveiky zmoniy smegenyse, kas paskatino fiziologiskai naudingy AP
funkcijy paieskas (Robinson et al., 2002). Amiloidy kaskados hipotezé apibrézia, kad Ap atsiradimas
smegeny parenchimoje yra Alzheimerio liga inicijuojantis jvykis. Si hipotezé vystési remiantis
atliktais moksliniais tyrimais ir §iuo metu skirsto AP toksiSkumg priklausomai nuo skirtingy AP
formy (APso ir APs2) paplitimo smegenyse (Karran et al., 2011). Vienas i§ Alzheimerio ligos
biologiniy zymeny yra sumazéjes APas2 kiekis smegeny skystyje. Visgi, tyrimy metu nustatyta, kad
efektyvesnis Alzheimerio ligos nustatymo zymuo yra Ao ir APa2 santykis (Constantinides et al.,
2023). Dviejy skirtingy AP izoformy santykio vertinimas, bandant aptikti Alzheimerio liga, yra
paremtas $iy dviejy formy skirtumais. Pastebéta, kad APso gali turéti inhibicin} efekta amiloidy
sankaupy formavimui in vivo. Tai jvertinta nusta¢ius, kad sinapsiy suardymas buvo mazesnis pelése,
kurios turéjo padidintg ABao ekspresija (Qiu et al., 2015).

AP patologija prasideda, kai organizme dél B ir y sekretazés veiklos pagaminama daugiau
amiloidogenisky peptidy (APao ir APasz). Jie linke sparciai agreguoti, kas apsunkina jy pasalinima i$
SS. AP peptidy agregacija skaidoma j tris pagrindinius etapus. Pirminé nukleacija, kurios metu
monomerai agreguoja tarpusavyje tirpale arba ant objekto pavirSiaus, suformuodami stabilias
strukttiras, vadinamas ,branduoliais®. Ilgéjimo etapas, kurio metu monomerai jungiasi prie
suformuoty stabiliy oligomeriniy struktary suformuodami fibriles. Paskutinis i$ trijy etapy yra antriné
nukleacija, kurios metu monomerai jungiasi tarpusavyje ant jau suformuotos fibrilés, naudodami ja
kaip matricg naujy fibriliy formavimui. Smulkiis oligomerai turi didel;j kiekj laisvosios energijos, kas
leisty jiems lengvai disocijuoti ] monomering forma, taigi ,,branduoliais® laikomi maziausi galimi
stabiliis oligomerai, kurie auga grei¢iau prisijungdami monomerus nei spéja disocijuoti  monomerus
(Linse, 2019). Visi Sie etapai gali vykti vienu metu, taip pat fibriléms budinga fragmentacija —
procesas, kurio metu fibrilés skyla pasiekusios kritinj ilgj. Atskilusios fibriliy dalys gali paskatinti
greitesnj agregaty formavimasi(Linse, 2019; Xue et al., 2010).

Nors skiriasi tik dvejomis aminortgstimis C galo regione, ABs2 it AP4o agreguoja skirtingai.
AP42 dimery konformacing jvairové didesné nei Aao, taip pat pH 7 APs2 linkes formuoti dimerus per
C galo domeng, 0 AP4o labiau linkes formuoti dimerus per N galo domeng. Ankstyvose agregacijos
etapuose APso gali buti randamas monomero, dimero ar tetramero formose. Tetramero formos Apao
néra linkusi prisijungti papildomy monomery ar dimery, kas sulétina didesniy oligomery formavimag
ir agregacija. Kita vertus, APs ankstyvose agregacijos stadijose gali buti randamas ir stabiliose

pentamero ar heksamero formose, Sie vadinami ,para-branduoliai“ gali lengvai jungtis |
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dodekamerines struktiiras, grei¢iau formuodami didesnés masés oligomerus ir protofibriles (Barz et
al., 2012; Cote et al., 2012; Kim et al., 2011; Kim et al., 2014, Bitan et al., 2002; Bernstein et al.,
2009; Viet et al., 2012). C galo regionas yra svarbi AB agregacijos mechanizmo dalis. Tyrimais
parodyta, kad ABs2 C galo regionas yra labiau struktariskai stabilus, nei Apso. S-oksiduotas katijono
radikalas 1§ 35 pozicijos metionino, gali biiti gaunamas sgveikaujant su 10 pozicijos tirozino tirozilio
radikalu. Tokia sgveika parod¢, kad APas. struktiiroje yra pasisukimas ties 22 ir 23 aminoriigstimis. S-
oksiduotas katijono radikalas yra stabilizuojamas C galo karboksilo grupiy formuojant f plokstés
struktiirg. Minétas katijono radikalas siejamas su neurotoksiskumo efektais, kas parodyta B posikj
pasalinancia mutacija 22 aminoriigsties pozicijoje. Taip pat, nuo C galo yra priklausomas tetramero

struktiiros stabilumas (Irie et al., 2005; Socher et al., 2014; Bitan et al., 2002; Viet et al., 2012).

1.6 AP42 agregacijos slopikliai, agregatus ardantys junginiai ir vaistiniai preparatai

Tarpusavyje agreguodami Afs, oligomerai formuoja fibriles ir véliau plokstes. Zmonése $iy
didesniy struktiiry suformavimas gali pasirodyti kaip beveik negriztamas procesas dél fibriliy ir 3
klos¢iy suardymo sudétingumo. Visgi, fibriliy tirpdymas ir ardymas néra visiSkai nejmanomas ir
keletas junginiy pasizyméjo savybémis, galin¢iomis jas ardyti, taip pat vykdomi tyrimai su junginiais,
galinCiais sulétinti arba sustabdyti agregacijg. Tam tikslui pritaikyti ir tiriami kai kurie Saperoniniai
baltymai arba antikiinai, kurie parodé efektyvuma.

Vieninteliai Siuo metu patvirtinti vaistiniai preparatai Alzheimerio ligos gydymui yra
monokloniniai antikiinai. Vienas i$ jy yra Aducanumab, rekombinantinis antikiinas, gautas i$ sveiky
vyresnio amziaus zmoniy kraujo limfocity bibliotekos. Aducanumab epitopas atpazjsta APs> 3-7
amino rugsciy liekanas, sudarydamas kompleksg, kuris leidzia suardyti didesnés struktiiros agregatus,
kaip fibriles ir plokstes (4. pav.). Tikslus suardymo procesas néra aiskus, bet manoma, kad jis susijes
su mikroglijos medijuojama fagocitoze (Arndt et al., 2018). Aducanumab buvo pirmas JAV
patvirtintas vaistinis preparatas, skirtas Alzheimerio ligos gydymui, ta¢iau, §iuo metu jo gamyba yra
nutraukta. Sis vaistinis preparatas buvo patvirtintas pagreitinta tvarka, bet dél galimy Salutiniy
poveikiy vaistas buvo kontroversiskas. Aducanumab asocijuojamas su tokiais Salutiniais poveikiais
kaip smegeny edema ir kraujavimas (Alzheimer‘s Association, 2025; Tampi et al., 2021). Siuo metu
yra patvirtinti dar du monokloniai antikiinai Donanemab ir Lecanemab, skirti sergantiems
nepazengusia ar ankstyva Alzheimerio ligos forma (Alzheimer‘s Association, 2025). Donanemab yra
monokloninis antikiinas, Kuris jungiasi prie 3 AP pyrogliutamato aminortgsties liekanos,
suformuodamas kompleksa su fibrilémis ar amiloidy plokstelemis, kuris inhibuoja agregacija ir
skatina agregaty Salinima (4. pav.). Po 72 savai¢iy gydymo 26,7 % pacienty patyré su amiloidais

susijusiy pakitimy (ASPS), o 6,1 % patyré su amiloidais susijusiy pakitimy su edema (ASPS-E).
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Tyrimo grupéje, gaunancioje Donanemab, 90 % pacienty iSvysté antikinus pries vaistinj preparatg.
Daugumos pacienty kognityvinés funkcijos ir gyvenimo kokybé po 72 savaiciy gydymo buvo geresné
nei placebo grupés. Lecanemab yra zmogui pritaikyta IgG1, pelés mAb158 antikiino iteracija.
Pagrindinis $i0 antikiino taikinys yra AP protofibrilés (4. pav.), kurios yra tirpios ir veikia
neurotoksiskai, trikdydamos atminties funkcijai svarbias elektrofiziologines smegeny sistemas.
Lecanemab pasizyméjo maziausia (21,5 %) i§ naudojamy antikiing ASPS tikimybe. Si statistika
apima ir ASPS-E ir ASPS-H (su amiloidais susij¢ pakitimai su smegeny kraujavimu) (Ameen et al.,
2024; Hampel et al., 2023).

Anti-amiloidiniy monokloniniy antikiiny molekuliniai taikiniai
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4. Pav. Anti-amiloidiniy monokloniniy antikuny Aducanumab, Lecanemab ir Donanemab
molekuliniai taikiniai ir agregaty Salinimo efektyvumg vaizduojanti iliustracija (Leisher et al., 2023).

Kita strategija, naudojama kuriant agregacija slopinanéius potencialius vaistinius preparatus,
yra pagrjsta peptidais. Viena i§ tokiy peptidy vysté John R Horsley grupé (Horsley et al., 2020). Sis
heksapeptidas, kurio pavadinimas straipsnyje nebuvo nurodytas, turi APs2 atpazinimo elementg —
KLVFFA ir yra paremtas hidrofobine AP peptido dalimi. Sukonstruotame peptide buvo naudojamos
D-aminornigstys, padidinant komplementarumg su APz, taip pat inhibiciniame peptide yra C galo

elementas, trikdantis tolimesnj monomeriniy A4 prisijungimg. Tyrimy metu parodytas specifiskas
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inhibicinio peptido prisijungimas prie APs ir agregacija inhibuojantis efektas. Nustatyta, kad
sukonstruotas peptidas nepasizymi citotoksiskumu (Horsley et al., 2020). Kiti peptidai, naudojami
AP42 agregacijos stabdymui, yra homotaurinas ir scilo-inozitolis. Homotaurinas ir scilo-inozitolis yra
pragje antra klinikiniy tyrimy faze. Abu Sie preparatai inhibuoja ABs2 agregacija, bet klinikiniy tyrimy
progresa stabdo nepastoviis efektyvumo rezultatai ir Siy peptidy nespecifiSkumas AP (Tillet et al.,
2020; Villegas et al., 2015). Taigi, modifikuoty karkasy peptidai, paremti agregacijai atspariais Apa2
segmentais, yra alternatyva, leidzianti uztikrinti specifiSkumg. Pagrindinés taikomos karkaso
modifikacijos yra N-galo amininimas arba metilinimas, padidinancios proteolitinj ir konformacinj
stabilumg, ir galimai padedancios perneSime per hematoencefalinj barjerg (Tillet et al., 2020).
Khallilia C. Tillet grup¢ atliko tyrimg, kurio metu buvo susintetinti 14 AP42 agregacija inhibuojantys
N-amininti heksapeptidai, paremti ABs> KLVFFA agregacijai atspariu regionu. Jy agregacijos
inhibicijos efektyvumas buvo vertinamas tarpsusavyje, taip pat j tyrimg jtraukiant nemodifikuotg
heksapeptida. Efektyviausig inhibicin} poveikj parodé di-aminintas 14 peptidas. Pasitilytas veikimo
mechanizmas pagrijstas peptido prisijjungimu prie fibriliy ir vandenilinio rySio tarp B klosCiy
blokavimu, uzkertant kelig tolimesnei agregacijai (Tillet et al., 2020).

Kita strategija, taikoma stengiantis kurti potencialius vaistinius preparatus, yra paremta
sekretazémis. Vienas i$ taikomy metody yra BACE1 (B-sekretazés) inhibicija. Pries tai aptarta, kad
B-sekretazé yra pirmas APP baltymo proteolitinio karpymo zingsnis, vedantis j APs2 gavimg. Tam
inhibitoriy yra OM99-2, veikiantis kaip pereinamosios biuisenos analogas, atitikdamas tetraedrinj
proteolitinés B-sekretazés katalizuojamos reakcijos produktg ir prisijungdamas prie B-sekretazés
aktyviojo centro, inhibuodamas jos veikla (Ghosh et al., 2014). Kitas potencialus taikinys buvo vy-
sekretazé. Vienas 1§ potencialiy vaistiniy preparaty ,,Semagacestat”, ne peptidinés kilmés mazy
molekuliy principu sukurtas inhibicinis preparatas, trecioje klinikiniy tyrimy fazéje buvo atSauktas
deél neveiksmingumo ir potencialaus simptomy apsunkinimo (Doody et al., 2013). Visgi, y-sekretazés
i§licka potencialiu terapiniu taikiniu. Siuo metu vystoma kitokia strategija, paremta y-sekretazés
veiklos moduliavimu o ne inhibicija, taip sumazinant amiloidogenisky AP (APa2 ir APso) gamyba
organizme, bet tuo pa¢iu neuzkertant kelio y-sekretazés veiklai. Siuo metu su dauguma $iy y-sekretaze
molekulés, kurios prisijungia prie y-sekretazés komplekso ir alosteriSkai moduliuoja sekretazés
veikima, skatinant didesnj ne amiloidogenisky APs7 ir APss gamyba. GSM pagal savo cheming
struktlirg gali buti i$skiriami kaip imidazolu paremti GSM, karboksilo riigstimi paremti GSM,
nesteroidiniais prie§ uzdegiminiais vaistais (NSPUV) paremti GSM. Kai kurie i§ $iy preparaty jau
patikrinti pirmos fazés klinikiniuose tyrimuose. Vienas i§ jy yra NSPUV principu sukurtas

moduliatorius E2012, kuris 50 % sumazino plazmoje aptinkama Apas2. Visgi, jis turéjo tokius
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Salutinius poveikius kaip cholesterolio metabolizmo sutrikdymas, kas galéjo paskatinti kataraktos
i8sivystyma. Tai buvo iSspresta su naujesniu GSM E2212, kuris neturéjo tokio Salutinio poveikio.
Visgi, E2212, kaip ir kai kurie Kiti y-sekretazés moduliatoriai, buvo nutrauktas dél nenurodyty
priezas¢iy. Taigi, GSM yra potenciali terapiné strategija, reikalaujanti tolimesniy tyrimy, kurie
reikalingi norint geriau suprasti jos efektyvumga (Nordvall et al., 2023).

Kitokios smulkios molekulés taip pat tiriamos kaip galimi AP agregacijos inhibitoriai. Vieni 1§
jy yra benzensulfonamidai. Sie junginiai, turintys sulfonamido grupe, per siera sujungta su benzeno
ziedu, yra potenciali véziniy susirgimy gydymo priemone deél gebéjimo inhibuoti anglies anhidrazes
(su navikais susij¢s fermentas). Visgi, benzensulfonamidai pasizymi amiloidy kaip alfa sinukleinas
ir A4z agregacijos slopinimu. Potencialus veikimo mechanizmas, kaip ir su pries tai minétais peptidy
pagrindu veikianéiais agregacijos slopikliais, manoma, kad yra paremtas benzensulfonamido saveika
su hidrofobiniu AP fragmentu KLVFFAE, kuris pasitlytas kaip agregacija skatinanti AP dalis.
Benzensulfonamidai saveikauja su ABs2 monomerais ir smulkiais oligomerais (Zvirblis et al., 2024;
Selim et al., 2025; PubChem, 2025). Tiriant skirtingy cheminiy modifikacijy benzensulfonamidus,
APa42 agregacijos pusperiod] padidinti pavyko naudojant daug skirtingy modifikacijy, i§ kuriy
efektyviausios buvo grupé su sulfonamido modifikacijomis (Zvirblis et al., 2024).

Taip pat, amiloidy agregatus veikian¢iy vaisty tyrimy rezultatai in vitro gali skirtis priklausomai
nuo naudojamy buferiniy tirpaly. Vienas i$ to pavyzdziy yra dviejy potencialiy agregacijos inhibitoriy
— oksiduoto polifenolio EGCG ir fluorinto benzensulfonamido VR-16-09 — efektyvumo tyrimas,
atliktas dirbtiniame smegeny skystyje ( dSS), turin¢iame pagrindinius smegeny skys¢io komponentus
ir PBS tirpale. Sis tyrimas parodé¢ sumazéjusi EGCG inhibicinj efektyvuma dSS ir nezymiai
padidéjusj VR-16-09 inhibicinj efektyvuma, kuris, manoma, buvo sukeltas albumino, esan¢io dSS
tirpale. Tai parodo, kad inhibicinis vaisto potencialas in vitro gali skirtis priklausomai nuo naudojamo

tirpalo ir turi buti vertinamas parenkant sglygas, artimiausias fiziologinéms (Sakalauskas et al., 2023).

1.7 Atominés jégos mikroskopija ir kriogeniné atominé mikroskopija

Amiloidy fibrilés yra struktiiruoti junginiai, pasireiSkiantys Alzheimerio ligos ir kity
amiloidiniy patologijy atveju. Sios struktiiros yra svarbios biologijos ir medicinos tyrimuose bei turi
pritaikymus nanotechnologijy srityje. Fizikiniy ir mechaniniy fibriliy savybiy bei jy formavimosi
ypatumai yra svarbis norint suprasti jy biologine rolg medicininiams ar Kitiems tikslams. Atominés
jégos mikroskopija (AJM) yra priemon¢, leidZianti tirti topografines, chemines, elektrines,
magnetines, optines ir mechanines méginio pavir$iaus savybes (Adamcik et al., 2012). Atominés
jégos mikroskopas veikia palydovui vedant astrig adatg per méginio pavir$iy. Atlickamas pavirSiaus
nuskaitymas — vaizdo fiksavimas ir perdavimas. Adata yra prijungiama prie lanksCios atramos,

prijungtos prie palydovo. Piezoelektrinis keraminis skeneris valdo palydovo horizontalig ir vertikalia
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pozicija pavirSiaus atzvilgiu. Adatai judant per pavirSiy atramos pozicijos pokycCiai yra sekami
lazerio, kurio atsispindéjimo poky¢iai fiksuojami pozicijai jautriu fotodetektoriumi. Atgalinio rysio
sistema leidzia valdyti vertikalig skenerio pozicija uztikrinant pastovy lazerio atspindéjimg ir
kontakta su pavirSiumi. Surenkami koordinac¢iy duomenys yra konvertuojami | trijy dimensijy
topografinj vaizda. Amiloidy tyrimuose Sie topografiniai Zemélapiai leidzia jvertinti agregaty biiseng
(sankaupy buvima ir pasiskirstymg) bei jy morfologines savybes tokias kaip aukstj, ilgj, plotj ir
periodiskuma (NanoAndMore, 2025; Adamcik et al., 2012).

Lazeris

Fotodiodas

5. Pav. Atominés jégos mikroskopijos veikimo principas skanuojant pavir§iy ir prietaiso
komponentai (kairéje), bei amiloidiniy fibriliy vizualizacija su auks$¢io ir dydzio skalémis (deSinéje)
gaunama programiSkai apdorojus gautus atominés jégos mikroskopijos duomenis (Adamcik et al.,
2012).

Atominés jégos mikroskopija skirstoma j kontaktine, osciliuojancia ir bekontakte. Kontaktinés
AJM (pavaizduota 5. pav.) metu, adata turi pastovy kontaktg su méginio pavirs$iumi. Osciliuojanéioje
atominés jégos mikroskopijoje adatos laikiklis ritmiSkai pakyla ir nusileidzia pagal nustatyta
amplitude ilgiau iSsaugant adatos efektyvumg. Osciliaciné AJM jprastai naudojama tiriant minkstus
méginius arba méginius su prastai besilaikanciais tiriamaisiais objektais. Bekontaktinio AJM metu
fiksuojamos Van der Valso jégos palydovas osciliuoja, bet adata nesudaro kontakto su pavirSiumi
(NanoAndMore, 2025).

Kita efektyvi priemoné amiloidiniy agregaty tyrimams yra kriogenin¢ elektrony mikroskopija
(cryo-EM). Sis metodas buvo efektyviai naudojamas vizualizuoti lasteliy, virusy ir baltymy
struktiiras. Gaunamy duomeny rezoliucija yra molekulinio lygmens, kas yra ypatingai naudinga
tiriant amiloidines fibriles. Molekulinio lygmens duomenys gali padéti giliau suprasti agregacijos

mechanizmus ir slopinimo veikimo principus, vertinant molekulinius sgveikos skirtumus tarp fibriliy
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paveikty agregacijos inhibitoriais ir fibriliy nepaveikty inhibitoriais. Cryo-EM leidzia geriau suprasti
agregacijos skirtumus tarp skirtingy Alzheimerio ligos tipy (paveldimos ir sporadiskos), taip pat
jvertinti agregacijos skirtumus tarp fibriliy gauty in vitro ir klinikiniy méginiy, padedant uztikrinti
efektyvy inhibitoriy vystyma ir in vitro tyrimams naudojamy tirpaly tobulinimg (bandant sukurti
tirpalus, kurie sudaryty salygas, artimesnes fiziologinéms) (Milne et al., 2013; Yang et al., 2022).
Kriogeninés elektrony mikroskopijos metu vaizdas iSgaunamas naudojant transmisinj elektrony
mikroskopa (TEM). Vizualizacija gali biiti atlickama skirtingais elektrony mikroskopais, jprastai
pirminé vizualizacija vykdoma paprastesniais senesniais TEM prietaisais, kur elektrono signalas
paverCiamas fotonais vaizdui iSgauti. Tokie paprastesni prietaisai veikia kaip tarpinis jvertinimas
siekiant suprasti, ar méginys yra paruoStas teisingai ir ar pavyko uzSaldymas. Véliau optimizuoti
meéginiai fotografuojami brangesniais mikroskopais, 0 gaunamy nuotrauky kiekis gali siekti keleta
tikstanCiy. Surinkti duomenys yra apdorojami. Pirmiausia yra koreguojama nuotrauky kokybe.
Kadangi cryo-EM nuotraukos daromos ne kaip pavienés nuotraukos o kaip filmai, kurie gali turéti
100 kadry per sekunde, pirmiausia kadrai yra sulyginami ir Salinami nerySkumai. Koreguojami
optikos netikslumai ir nuotraukose yra atrenkami regionai, turintys méginj. Tai gali biiti atlickama
mechaniSkai arba automatizuotai. Toliau méginiy nuotraukos yra klasifikuojamos j grupes pagal
orientacija. Sis klasifikavimas leidzia grupuoti skirtingai pasisukusias makromolekules ir atrinkti
neoptimalias méginio nuotraukas arba priemaiSas (Savva, 2019). Toliau 2D vaizdai yra konstruojami
] prastos rezoliucijos 3D modelj. Tokie prastos rezoliucijos referenciniai 3D modeliai yra lyginami
tarpusavyje ir sudaro vaizda i§ skirtingy kampy. Geriausiai atitinkantis duomeny 2D vaizdas
sulyginus su 2D vaizdo atkarpa i§ 3D modelio yra naudojamas galutinio 3D modelio suformavimui.
Sie sulyginimai kartojami, kol gaunamas geriausios rezoliucijos 3D struktiirinis méginio modelis.
Galutinis zingsnis yra atominés struktiiros vizualizavimas. Aukstos rezoliucijos modelis naudojamas
kaip Zemélapis modeliuojant amino riigi¢iy seka meéginyje. Zinant teoring amino rugiciy seka ir
naudojant modeliavimo programas, kiekviena amino ragstis yra pridedama mechaniskai ir

pakoregavus geometrinius neatitikimus, modelis gali biiti naudojamas tyrimo tikslams (Savva, 2019).

19



2. Medziagos ir metodai

2.1 Naudotos medziagos

Reagentai:

Sigma-ALDRICH: Acto rugstis (99 %); cholesterolis 99 %; zmogaus serumo albuminas; tioflavinas-
T, natrio laktatas.

CARL ROTH: Agaras Kobe I; tricinas (99 %); MgSOa; NaH2PO4; KoHPO4; KH2PO4s;, NaoHPO4;
triptonas/peptonas; a-laktozé; Guanidino tiocionatas (GUSCN); gliukozé.

Thermofischer Scientific:

Tris; imidazolas (99 %); KH.PO4; KCI; NaCl; mieliy ekstraktas; dekstrozé; NDS; glicinas;
kanamicinas; akrilamidas (40 %); EDTA; ur¢ja 99 %; glutaminas 99 %; glicerolis CaCl..

Acros Organics:

Glicerolis (99 %); Na2SOa.

Honeywell:

Etanolis (99,8 %).

Cytiva:

IMAC sefaroze.

Terpés ir tirpalai:

PBS tirpalas: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPOg4, 1,8 mM KH2POg4, pH 7,4;

dSs tirpalas: 4 mM gliukozés, 1,4 mM CaClz, 1,3 mM MgClz, 0,7 mM gliutamino, 0,65 mM uré¢jos,
0,052 mM cholesterolio, 2,4 mM natrio laktato, 0,0615 mM zmogaus serumo albumino, 127 mM
NaCl, 1,8 mM KCI, 1,2 mM KH2POs, 7,81 mM Na,HPO., 3,19 mM NaH.PO. pH 7,35;

ZYM-5052 terpé: 10 g/L triptono, 5 g/ mieliy ekstrakto, 0,5 g/L NaCl, 1 g/LL NH4Cl, 6,78 g/L
Na:HPOs4, 3 g/ KH2POs4, 0,3 g/L Na2SOs4, 0,5 g/L gliukozés, 5 mL glicerolio 0,5 % (w/v), 2 g laktozés
0,2 % (W/v);

,,Lysogeny Broth“ (LB) terpé su arba be priedy: mieliy ekstraktas 0,5 % (w/v), peptonas 1 %

(w/v), NaCl 0,5 % (w/v), priedai: kanamicinas 100 pg/ml, agaras 2 % (w/v);

,,Fast Running Buffer 10x: (NDS-PAGE buferinis tirpalas) 60,57 g/L Tris, 63,05 g/L EPPS, 1 %
(w/v) NDS, 1,5 g/L EDTA,

Katodinis buferinis tirpalas 10x: (Tricino NDS-PAGE) 1 M Tris, 1 M Tricino, 1 % NDS pH 8,25;
Anodinis buferinis tirpalas 10x: (Tricino NDS-PAGE) 1 M Tris, 0,225 M HCI, pH 8,9;

Buferinis tirpalas C: (Dydziu paremtos chromatografijos buferinis tirpalas): 20 mM fosfaty 94:6 (0,5
M Na.HPOs: 0,5 M NaH:PO.), 0,2 mM EDTA pH 8;

Guanidino tiocionato tirpalas 6 M GUSCN, 1 mM EDTA pH 8;

Uré¢jos tirpalas 6M uréjos, 20mM Tris, 300 mM NaCl pH 8 ;
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A tirpalas (gryninimo) 20 mM Tris 300 mM NaCl pH 8;
B tirpalas (gryninimo) 0,5 M imidazolo 20 mM Tris 300 mM NaCl pH 8.

Naudoti kamienai ir plazmidés:
e Escherichia coli BL21 Star™ (genotipas: F— ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm rne131 (DE3))
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific);

e pDS111 SUMO-ADbL42 plazmidé gauta i§ Biotechnologijos Instituto, Amiloidy tyrimy grupés.

Naudoti prietaisai ir jranga:

Fisherbrand ,, Isotemp” termoblokas;

Biosan ,, Microspin FV-2400 centrifuga;

Eppendorf ,, Centrifuge 5418 R” centrifiga;

Eppendorf ,, Centrifuge 5810 R” centrifiiga;

Fisherbrand ,, Isotemp” maiSymo ir kaitinimo lenta;

Kern ,, EMB 500-1" svarstyklés;

Thermofisher Scientific ,,Orion 3-STAR” pH metras;

Biosan ,, RTS-1C” purtyklé su realaus laiko OT matavimu;

Cytiva ,, Akta start” chromatografijos Sistema;

BMG Labtech ,, CLARIOstar Plus” ploksteliy skaitytuvas;

Denver Instrument ,, TB-215D” svarstyklés;

Fisherbrand ,, FB 70155” vakuminé pompa;

Biometra ,, PS 300 T” elektroforezés aparatas (maitinimo $altinis);
Invitrogen ,, PowerEase Touch” elektroforezés aparatas (maitinimo $altinis);
Biometra ,,Eco-Line* elektroforezés stovas;

Superdex 75 gelfiltracijos kolona;

Bruker Dimension ,,JCON SPM" atominés jégos mikroskopas;
Thermofisher scientific ,,Air-Tite™ Henke-Ject™* 1 ir 3 mL $virkstai;
Corning ,,Assay Plate REF 3881 plokstelés;

Thermofisher scientific ,,Sealing tape, Clear Polyolefin* ploksteliy uzdengimo pléve;
BioDesign Inc of New York ,,BioDesignDialysis Tubing™* dializés maiSeliai;

Kinesis ,,Filtration Membranes® $virkstiniai filtrai.
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2.2 Taikyti metodai

2.2.1 Cheminé lasteliy transformacija, kultiiros auginimas ir baltymo sintezé

Plazmidé pDS111 _SUMO-aB42 jterpiama j kompetentines Escherichia coli BL21 Star™
lgsteles. Kompetentinés lgstelés maiSomos su 15 pl misinio su plazmide ir inkubuojamos 30 min ledo
voneléje. Vykdomas karsc¢io Sokas 1,5 min. prie 42 °C, tada lastelés 2 min grazinamos j ledo vonele,
resuspenduojamos 0,5 ml SOC terpés ir inkubuojamos 1 val 37 °C. Transformacijos miSinys sé¢jamas
ant LB terpés léksteliy su pridétu kanamicinu 100 ug/ml, 1ékstelés inkubuojamos 16 val 37 °C.
Uzaugusios kolonijos atrenkamos ir paséjamos j SOC terpe su 100 pg/ml kanamicino, auginamos 8
val 37 °C. Ruosiamos uzsaldytos kultiiros, maiSoma 1 mL kultGros su 100 pl DMSO. Kultiros ir
glicerolio miSinys perpilamas j 1 mL kriogeninius mégintuvélius. Misinys mégintuvélyje sumaiSomas
lengvai vartant mégintuvélj ir perkeliamas j -80 °C S$aldiklj. Tolimesniam auginimui Viena
Escherichia coli BL21 Star™ su pDS111 _SUMO-aB42 plazmide perkeliama j autoinduktyvig terpe
(ZYM 5052). Lastelés auginamos iki 0,9 OT. Gautos lgstelés surenkamos centrifiiguojant 18000 G,
20 min, supernatantas nupilamas ir méginiai suspenduojami 6 M uré¢jos, 20 mM Tris, 300 mM NacCl,

pH 8 tirpale siekiant sudaryti saglygas, kuriose APs2 negaléty agreguoti (Sakalauskas et al., 2023).

2.2.2 Baltymo gryninimas

Viso gryninimo proceso metu vengiama méginius laikyti kambario temperatiiroje ilgesnj negu
bitina laiko tarpg, nenaudojami méginiai laikomi -80 °C temperatiroje, naudojami — ant ledo.
Méginiai 15 min homogenizuojami ultragarsu naudojant VS70/T angalj, naudojant 50 % galios ir 30
sekundziy ciklus, méginj laikant lede ir papildomai homogenizuojami stumokliu iki kol pasiekiama
vientisa konsistencija. Méginiai centrifiguojami 18000 G, 20 min, supernatantas surenkamas.
Atliekamas NDS-PAGE patikrinant, ar gautas baltymas. Paruosiamas 20 mM Tris, 300 mM NaCl,
pH 8 tirpalas (A) ir 0,5 M imidazolo, 20 mM Tris, 300 mM NaCl, pH 8 tirpalas (B). Tirpalai yra
filtruojami naudojant 0,22 um PVDF membranos filtrg. Baltymo eliucijai naudojamas laiptinis
imidazolo gradientas (50 mM; 100 mM; 200 mM). Paruosiama gravitaciné kolonélé, Ni-NTA
sorbentas maiSomas ir perkeliamas j §vary indg, plaunamas 50 mM imidazolo tirpalu. Kolonos apacia
uzdengiama ir sorbentas supilamas j vidy per piltuvélj. Sorbentui nusistovéjus, kolonélés apacia
atidaroma iSpilant perteklinj imidazolo tirpala, bet paliekant sorbenta apsemta. Supernatantas
supilamas j kolong leidZiant jam susigerti j sorbenta, prasokimo frakcija surenkama. Toliau vykdoma
eliucija, naudojamas laiptinis imidazolo gradientas (50 mM; 100 mM ir 200 mM). Surenkamos
frakcijos tikrinamos NDS-PAGE. Atrenkamos frakcijos, turinios didziausias baltymo

koncentracijas, frakcijos sumaiSomos j vieng méginj.
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Paruosiama 4 L dializés buferinio tirpalo (20 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8). Atkerpamas
celiuliozés membranos dializés maiSelis (,,BioDesignDialysis Tubing” i§ BioDesign Inc. of New
York), suvilgomas dejonizuotame vandenyje. Vienas maiselio galas uzspaudziamas ir | maiSelj
supilamas méginys. Antras maiselio galas uzspaudziamas ir méginys patalpinamas j dializés buferinj
tirpalg kartu su magnetiniu maiSytuvu. Dializé vykdoma per naktj ~ 12 val 4 °C temperatiiroje Su
maiSymu.

Vykdomas SUMO zymens nukirpimas naudojant Ulpl proteaz¢. Po dializés méginys
skiedziamas gaunant 1 M uréjos koncentracijg ir inkubuojamas su proteaze (0,5 pul Ulpl / 200 ul
méginio) 2 val kambario temperatiiroje. Po karpymo atliekamas tricino NDS-PAGE, patikrinant ar
proteazes vykdomas kirpimas buvo sékmingas.

Vykdoma dydziu paremta chromatografija. Pirmiausia paruoSiamas dydziu paremtos
chromatografijos 20 mM natrio buferinis tirpalas C 0,2 mM EDTA, pH 8. Naudojami 0,5 M NaH2POx
ir 0,5 M NaHPOs, kurie maiSomi santykiu 94:6 (Na:HPO.: NaH.PO.). Tirpalas filtruojamas
naudojant 0,22 pym PVDF membranos filtrg. Naudojant HCI ir NaOH pH privedamas iki 8. Kolona
yra kalibruojama, leidziant 3-5 kolonos tarius fosfatinio buferio, stebint 280 nm absorbcija ir
uztikrinant, kad absorbcija bty lygi 0 arba kuo arciau 0 ir kolonoje nebiity susidariusiy burbuly. Po
dializés ir proteazés karpymo gautas méginys suSvirkS¢iamas j sistemg (2 mL). LeidZiama méginiams
pilnai patekti j sorbentg ir vykdoma eliucija naudojant buferinj tirpalg C. Stebint 280 nm absorbcijos
smailes renkamos frakcijos. Frakcijos, numanomai turincios APas2, yra surenkamos j mazo baltymy
prisikabinimo mégintuvélius Thermofisher scientific ,,Low protein binding” mégintuvélius
stengiantis sumazinti méginio praradimg dél prikibimo ir agregacijos su plastikinémis mégintuvélio
sienelémis. Surinktos frakcijos su APs2 uzSaldomos ir ruoSiamos liofilizavimui. Frakcijos
sumaiSomos ir perkeliamos j indg su liofilizavimui tinkamu dangteliu, leidZian¢iu vandens garams
iSgaruoti i§ indo. Méginys perkeliamas j -80 °C 8aldiklj 2 val. Méginiai patalpinami j liofilizatoriy ir
vakuume -30 °C laikomi 2 val. Toliau jjungiama liofilizavimo funkcija, méginiai laikomi -10 °C
vakuume (0,05 mbar) 24 val. D¢l sublimacijos drégmé iSgarinama. Toliau naudojant méginys
resuspenduojamas 6 M GUSCN, 1 mM EDTA, pH 8 tirpale. Pakartotinamai atliekama gelfiltracija ir
i§ karto surinkta tikslinio baltymo frakcija yra naudojama tyrimams (Sakalauskas et al., 2023).

2.2.3 NDS-PAGE ir Tricino NDS-PAGE
Tyrimo metu tarpiniai rezultatai vertinami atliekant NDS-PAGE. Procesas pradedamas nuo 10
% skiriamojo akrilamido gelio paruosimo, 10 % akrilamido tirpalas supilamas j stikliuka ir uzpilamas
dejonizuotu vandeniu. Skiriamajam gelio sluoksniui sustingus paruosiamas 4 % koncentruojamasis
akrilamido tirpalas. Vanduo ispilamas i§ stovo ir ant sustingusio skiriamojo gelio supilamas

koncentruojamasis 4 % akrilamido tirpalas ir jstatomos ,Sukos” skirtos Sulinéliy formavimui.
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Sustingus koncentruojamajam geliui, nuimama tarpiné guma ir stikliukai su geliu perkeliami |
elektroforezés stova. Gelis apsemiamas elektroforezés buferiniu tirpalu (angl. Fast Running Buffer).
,,SUK0S” iStraukiamos, méginiai ir baltymy molekulinés masés Zymuo su pipete jleidziami j Sulinélius.
Uzdedamas elektroforezés stovo dangtis. Teigiamos ir neigiamos elektros srovés laidai prijungiami
prie elektros srove valdancio elektroforezés aparato. Elektroforezé vykdoma ~ 40 min naudojant 200
V jtampos parametrus. Dazui pradedant verztis j elektroforezés buferj elektros srautas sustabdomas,
stikliukas i§imamas i$ elektroforezés stovo. Koncentruojamojo gelio sluoksnis atskiriamas, o méginys
patalpinamas ] plastikinj indg su vandeniu. Tricino NDS-PAGE procesas analogiskas, bet skiriasi
gelio komponentais, naudojamais buferiais ir elektroforezés trukme. Tricino NDS-PAGE gelis
suformuojamas j stikliukg supilant 16 % skiriamojo akrilamido tirpalo ir i§ karto ant jo supilant 10 %
pereinamojoakrilamido tirpalo. Ant vir§aus uZpilama dejonizuoto vandens. Siems geliams sustingus
paruo$iamas 4 % koncentruojamasis akrilamido tirpalas ir jstatomos ,,Sukos”. Tricino NDS-PAGE
metu naudojami du skirtingi buferiniai tirpalai. Katodinis buferinis tirpalas supilamas j virSutinj
elektroforezés stovo kompartamentg (artimiausig katodui) paruosiamas skiedziant 10 X koncentruotg
1 M Tris, 1 M Tricino, 1 % NDS, pH 8,25 buferin;j tirpala iki 1 x. Anodinis buferinis tirpalas,
supilamas | apatinj arCiausiai anodo esantj elektroforezés stovo kompartamentg, paruoSiamas
skiedziant 10 x koncentruotag 1 M Tris, 0,225 M HCI, pH 8,9 buferinj tirpalg iki 1 x. Elektroforezé
vyksta ~ 3 val, naudojant 150 V jtampos parametrus.

Gelio dazymas vykdomas paSildant gelj, panardintg vandenyje mikrobangy krosneléje ir
neleidziant vandeniui uzvirti. Vanduo nupilamas ir gelis uzpilamas ,,GelCode™ Blue Safe Protein
Stain® (Thermofisher scientific) gelio dazu. Mikrobangy krosneléje gelis kartu su dazu pakaitinamas
neleidziant gelio dazui uzvirti. Tada daZas grazinamas j indg, o gelis uZpilamas vandeniu ir
praplaunamas pakaitinant mikrobangy krosneléje, neleidziant vandeniui uzvirti. Paskutinis
praplovimo Zingsnis kartojamas du kartus. Per ~ 15 min gelyje esantys nusidaze baltymai tampa
matomi. Dazant akrilamido gelj, gautg vykdant Tricino NDS-PAGE, pritaikomas papildomas gelio
fiksavimo zingsnis. Po elektroforezés surinktas gelis patalpinamas j 50 % etanolio, 40 % H-0O, 10 %
acto ragsties tirpala. To tikslas denataruoti baltymus sustabdant jy difundavima i$ gelio dazymo metu.

Meéginiy paruo§imas vykdomas maiSant méginj su 6x baltymy dazu. 5 pl méginio maiSomi su
25 pl dazo gaunant galuting 1 x dazo koncentracija. Méginiai su §iuo miSiniu 10 min pakaitinami 95

°C termobloke (Sakalauskas et al., 2023).

2.2.4 Baltymuy kinetika
Atliekant baltymy kinetikos eksperimentus pirmiausia paruosiamas PBS (137 mM NaCl, 2,7

mM KCI, 10 mM NaHPOg4, 1,8 mM KH2PO,) tirpalas ir dirbtinio smegeny skys¢io dSS tirpalas, j
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kurj jeina 4 mM gliukozés, 1,4 mM CaClz, 1,3 mM MgCl, 0,7 mM glutamino, 0,65 mM ur¢jos, 0,052
mM cholesterolio, 2,4 mM natrio laktato, 0,0615 mM Zmogaus serumo albumino, 127 mM NacCl, 1,8
mM KCI, 1,2 mM KH:PO.4, 7,81 mM Na.HPOa, 3,19 mM NaH:PO.. Taip pat, ir PBS, ir dSS
naudojama 20 mM tioflavino-T (ThT), skirto suteikti fluorescensinj signalg amiloidy agregatams.
Tyrimo metu buvo atliekami skirtingi baltymy kinetikos eksperimentai (Lent.1.). Vienas
eksperimentas, lyginantis APs. agregacija PBS ir dSS, eksperimentas, lyginantis APs2 ir APa2 su
agregacijos inhibitoriumi VR16-09 (fluorintu benzensulfonamidu) dSS ir eksperimentas, lyginantis
APa42 agregacijg dSS tirpale ir PBS tirpale su ko-agreguojan¢iu MoPrP prioninio baltymo N galo
motyvu (MoPrP23-143).

Lent. 1. Skirtingus atliktus baltymy kinetikos eksperimentus vaizduojanti lentelé. Vaizduojamos
naudotos APas2 koncentracijos, tirpalai, kuriose buvo vykdoma agregacija, ir méginiy, kuriems buvo
atlikti agregacijos tyrimai, kiekis (pagal plokstelés Sulinélius).

I. Eksperimentas I1. Eksperimentas I11. Eksperimentas
8 uM 16 uM 4 uM 8 uM 8 uM 8 uM
APz APaz APBaz A4z ABaz ABa2
PBS 8 8 méginiai | - - - -
meéginiai
dss 8 8 méginiai | 4 4 4 4
meéginiai méginiai | méginiai | méginiai | méginiai
dSS + VR- - - 4 4 - -
16-09 méginiai | méginiai
PBS + - - - - 4 4
MoPrP23- meéginiai | méginiai
143 (1:1
santykiu su
ABa2)

Skirtingy koncentracijy ABs42 méginiai buvo maiSomi su tirpalais ir agregacijos inhibotoriumi
VR16-09 arba MoPrP23-143 prioninio baltymo N galo motyvu (priklausomai nuo tyrimo). Méginiai
buvo iSpilstomi j ploksteliy skaitytuvui skirty ploksteliy Sulin¢lius. Plokstelés buvo uzdengiamos
Thermofisher scientific Nunc™ pléve ir patalpinamos | ploksteliy skaitytuva. AP42 agreguojant,

méginiuose esan¢iam ThT jungiantis prie fibriliy gaunamas fluorescensinis signalas. S fluorescensinj
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signalg matuodamas ploksteliy skaitytuvas sudaro agregacijos kreivg. Amiloidams agregavus tyrimas
baigiamas, o ploksteléje esantys méginiai naudojami tolimesniems tyrimams. Baltymy kinetikos

duomenys apdorojami ,,Origin 2018 programa (Sakalauskas et al., 2023).

2.2.5 Atominés jégos mikroskopija (AJM)

Paruosiamas 1 % APTES tirpalas. Visi toliau atlieckami zingsniai vykdomi metalinj dékla, prie
kurio priklijuotas zerutis (silikaty klasés mineralas), prilaikant su znyplémis, kad nebiity paZeistas
pavirSius. Naudojant lipnig juostg Zerucio pavirSiaus nelygumai nulupami, sudarant kuo plokstesnj
pavir$iy be obstrukcijy. Ant Zzerucio pavir§iaus uzpilama 50 pl APTES ir laikoma 5 min, sudarant
zerucio pavirsiuje teigiamg krtivj, prie kurio prikibty neigiamai jkrautas APs>. APTES nuplaunamas
naudojant 2 mL dejonizuoto vandens, likusius vandens lasus nupurSkiant kompresuotu oru. Ant
zerucio uzpilama 40 ul méginio ir laikoma 5 min Naudojamas méginys su agregavusiu APz, gautas
po baltymy kinetikos eksperimento. Zerutis pakartotinai nuplaunamas 2 mL dejonizuotu vandeniu,
isdziovinamas kompresuotu oru ir yra paruostas tolimesniam naudojimui. Toliau metalinis déklas su
priklijuotu Zeruciu patalpinamas j atominés jégos mikroskopo (,,Dimension Icon Bruker®) kamers,
kurioje jis prisitvirtina per org traukiancig angg. Toliau kameros durys uzdaromos ir programoje
nustatomas pavirSiaus suradimas. Vykdoma tapsnojimo rezimo atominés jégos mikroskopija. AJM
palydovas kartu su silicio nitrido adata (RTESPA-300 Bruker) suranda méginio pavir§iy. Suradus
pavir$iy su amiloidinémis fibrilémis daromos aukstesnés rezoliucijos (1024 x 1024 tasky) 10 um x
10 pum ploto nuotraukos ir priartintos 4 um x 4 um ploto nuotraukos. Naudojamas skenavimo greitis
— 0,5 Hz (10 um x 10 um ploto nuotraukoms) ir 1 Hz (4 um x 4 pum ploto nuotraukoms), adatos
osciliacijos daznis ~300 kHz. Gautos nuotraukos apdorojamos naudojant ,,Gwyddion” programa,
gauti duomenys papildomai analizuojami naudojant ,,Origin 2018” programg. ,,Gwyddion”
programoje nuotraukose yra surenkama 50 atsitiktiniy fibriliy auk$¢iy profiliy. Sie profiliai yra
aproksimuojami naudojant Gauso kreive, gaunant aukSCiausig kiekvieno profilio taska. Toliau
duomenys perkeliami j ,,0Origin 2018 programg, kur yra sudaromi auk$éiy pasiskirstymo grafikai.
Toliau duomeny normalumas patikrinamas atliekant Shapiro-Wilk analiz¢. Priklausomai nuo
duomeny normalumo toliau atlickamas T-testas arba Mann-Whitney analizé. Nustatomas auksciy
pasiskirstymo duomeny statistinis reik§mingumas, auks¢iy vidurkis, medianos linija ir standartinis
nuokrypis. Pavieniy fibriliy analizé atlieckama ,,Gwyddion” programoje iskerpant pasirinktas fibriles
ir jas orientuojant tokia pacia kryptimi. Toliau fibrilés duomenys eksportuojami ir perkeliami j
,Origin 2018” programa, kurioje sudaromi spalvy spektro Zemélapiai. ,,Origin 2018 programoje
fibriliy profiliai buvo aproksimuojami Gauso funkcija, surinkus duomenis apie plo¢io parametrus
buvo sudaromi plocio pasiskirstymo grafikai. AuksCio pasiskirstymo grafikai buvo sudaryti

programoje ,JImagel“. Fibrilés duomenys gauti i§ ,,Gwyddion® programos buvo perkeliami ]
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»,lmage]“ programa, joje fibrilé buvo pazymima segmentuota linija ir iStiesinta naudojant
programines funkcijas. Pagal ,,Gwyddion*“ programos duomenis ,Image]*“ programoje buvo

parenkama kiekviena fibrilg atitinkanti dydzio skalé ir buvo sukuriamas aukscio profiliy grafikas.

2.2.6 Kriogeniné elektrony mikroskopija
Matavimai naudojami tyrimo metu buvo atlikti Dr. Dariaus Sulskio CEITEC laboratorijoje
(Bruno, Cekija). Gauti duomenys perkeliami j ,Relion“ programa. Programoje nuotrauky
apdorojimas pradedamas judesio korekcija, kuri padeda iSvengti vaizdo iSblukimo. Vykdoma
korekcija pagal kontrasto perdavimo funkcija (CTF), sutvarkomas optikos sukeltas vaizdo
i8kraipymas ir vykdomas mechaninis daleliy atrinkimas. Toliau gautos dalelés pagal struktiirg yra

klasifikuojamos j grupes naudojant ,,FilamentTools* programa (CryoEM101, 2025).
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1 Gryninimo rezultatai

Iterpus pDS111_SUMO-aB42 plazmide j kompetentines Escherichia coli BL21 Star lasteles,
buvo atlikta AB42 amiloidinio baltymo sintezé. Po baltymo gryninimo gravitacine kolonéle ir atlikus
NDS-PAGE, patikrinta gauto baltymo molekuliné masé (6. pav.). Teoriné APas2 peptido masé ~4,5
kDa (PubChem, 2021), SUMO Zymens masé ~11,5 kDa (UniProt, 2025), histidino 6X Zymens masé
~0,84 kDa (Cusabio, 2025). Kartu teoriné chimerinio baltymo AP42-SUMO-His6x molekuliné masé
turéty bati ~ 16,84 kDa.

kDa (M1 |2]|3]|4]|5]6
180 |

130 |

100 |gu

70 |- ~ 20 kDa AB,,
55 | grynintas 100
40 P mM 1midazolo
35 (%

25 e

15 | _l

10 [Sgryninti AB,,

fragmentai

6. Pav. Gravitacine kolona (afinine chromatografija), naudojant Ni?* jonais aktyvuota afininj
sorbenta, gryninto APBa-SUMO-His6x baltymo NDS-PAGE gelio nuotrauka. Nuo 1 iki 5 numerio
pazyméti takeliai su ABs2-SUMO-His6x baltymo méginiais, gautais gryninimui naudojant laiptinj
imidazolo gradienta: 1 — 20 mM, 2 — 50 mM, 3 — 100 mM, 4 — 200 mM, 5 — 300 mM, 6 — 500 mM.
Raudona spalva apibrézti vizualiai pastebimi iSgryninti fragmentai (2-5 takeliai). Zalia spalva
pazymétas vizualiai jvertintos didziausios koncentracijos méginys (3). M — Thermofisher scientific
,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder” #26616 (pavaizduota desingje iliustracijos puséje).

Gautuose meginiuose (6. pav.) APa-SUMO-His6x baltymo molekuliné masé ~ 20 kDa.
Matomas baltymo masés skirtumas nuo teorinio ~16,8 kDa. Tai gali buti aiSkinama kaip netipiniu
baltymo judéjimu gelyje, iprastu amiloidogeniniams peptidams. Remiantis literatira §j netipinj

baltymo judéjima geliu galéjo sukelti ir SUMO zymuo. Kadangi As2 turi neigiama kravi
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fiziologiniame pH, sukeliamga didelio kiekio rtigstiniy aminortigs¢iy, kurios elektrostatiskai atstumia
NDS molekules, kas gali paskatinti netipinj peptido judéjima, neatitinkantj teorinés molekulinés
masés (Alavi et. al., 2022; Tiwari et al., 2019; Pryor et al., 2012).

Atlikus pirminj afininés chromatografijos gryninimo etapg SUMO-His6x baltymo dalis tapo
nebereikalinga. Tolimesniems agregacijos tyrimams reikalingas Aas> peptidas, kuris buty kuo
artimesnis fiziologiniam peptidui. Taigi chimerinis baltymas buvo karpomas naudojant Ulpl
proteaze. Stengiantis optimizuoti procesg buvo atlickamas mazos skalés karpymas ir rezultaty
vizualizavimas atliekant NDS-PAGE (7. pav.), jvertinantis optimaliausig proteazés koncentracijg ir

kirpimo laikg.

Kda| 1 M 2 3 4 5

15 : ~ 10 kDa

f
10 ' [

e
- @ = W
~ 10 kDa Ll
1,7

7. Pav. Mazos skalés proteazés vykdomo karpymo méginiai tricino NDS-PAGE gelyje. APaso-
SUMO-His6x pilnas baltymas (pazymétas raudonai) pavaizduotas 1 takelyje. APs2-SUMO-His6x
baltymas, karpytas Ulpl proteaze, pavaizduotas 2-5 takeliuose. Méginiai 2-3 takeliuose inkubuoti 50
min, 4-5 takeliuose 120 min. Naudoti du skirtingi proteazés tariai 0,5 ul (2 ir 4 méginiai) ir 1 pl (3 ir
5 méginiai) (200 pl méginio). Zaliai pazyméti ABs, peptidai, gauti kirpimo metu, mélynai — SUMO-
Hiséx zymenys. M — Thermofisher scientific ,,Spectra™ Multicolor Low Range Protein Ladder”
#26628 (pavaizduota desinéje iliustracijos puséje).

Ulpl proteaze vykdytas méginiy karpymas pavyko sékmingai, gaunant ~ 6 kDa masés Apa2
peptida. Gelyje (7. pav.) vélgi matomas netipinis pilno APs2-SUMO-His6x baltymo judéjimas.
neatitinkantis teorinés pilnos baltymo molekulinés masés. Vertinant proteazés kirpimo efektyvuma,
nebuvo nustatytas didelis skirtumas tarp naudojamy koncentracijy ir inkubavimo laiko. Taigi,

didesnés skalés karpymui buvo naudojama 0,5 pl tiiris inkubuojant 120 min.
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Tolimesnio gryninimo dydziu paremtos chromatografijos metodu buvo salinama SUMO-His6x
baltymo dalis. Naudojant dvi skirtingas imidazolo koncentracijas, 50 mM ir 500 mM, buvo
iSplaunamas SUMO-His6x. APa. surinktas prasokimo frakcijoje ir naudojant dializés buferj (20 mM
Tris 1 mM EDTA pH 8) eliucijai. Sio gryninimo rezultatas buvo jvertintas NDS-PAGE (8. pav.).

kDa| I | M| 2] 3] 4 5
40

25

15

8. Pav. Po antro gryninimo etapo gravitacine kolona gauta tricino NDS-PAGE gelio nuotrauka.
Nuotraukoje pavaizduotas proteaze kirptas APs-SUMO-His6x baltymas (1). Taip pat prasokimo
frakcijoje (2) ir eliucijai naudojant dializés buferj (3) gauti APs2 méginiai. Raudonai pazyméti
nesukarpyti ABs-SUMO-His6x baltymai, zaliai — APs2 peptidai. 4 takelyje eliucija vykdyta naudojant
50 mM, o 5500 mM imidazolo koncentracijas. M — Thermofisher scientific ,,Spectra™ Multicolor
Low Range Protein Ladder” #26628 (pavaizduota desinéje iliustracijos puséje).

Atlikus didelio kiekio APs2-SUMO-His6x baltymo karpymg ir antra gryninimo gravitacine
kolona etapg tricino NDS-PAGE gelyje (8. pav.), pastebéta, kad gauto APa> peptido koncentracija
néra didelé. Tai galima aiSkinti neefektyviu proteazés karpymu, numanomai dél buferiniame tirpale
esancios 1 M koncentracijos uréjos, kuri galéjo denatiiruoti proteaze ir sumazinti jos efektyvuma (Das
et. al., 2009). Visgi, skirtumai tarp 1 ir 2-3 takeliy rodo koncentracijos sumaz&jima po gryninimo
kolonéle, kas galimai gali biiti susij¢ su precipitacija prie kolonos pavirsiy, prarandant dalj méginio
(Rakow et. al., 2014). Visgi, 2 ir 3 takelyje matomos frakcijos buvo naudojamos tolimesniuose tyrimo
etapuose, papildomai neoptimizuojant Sio gryninimo etapo.

Toliau méginiai buvo papildomai gryninamidydziu paremtos chromatografijos metodu,
naudojant gelfiltracine kolong. Sio gryninimo metu buvo sudaryta chromatograma, pazyminti Afs,

eliucijos smaile ir méginio suleidimo i kolong taska (9. pav.)
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9. Pav. Gryninimodydziu paremtos chromatografijos metu gauta chromatograma. OranZine spalva
pazyméta APas2 eliucijos smailé, prasidedanti ties ~ 16 mL. Smailé pasiekia ~10 mAU absorbcija.
Pagal Beer-Lambert désnj apskai¢iuota gautos APs2 koncentracija ~10 pM. Raudona spalva
pazymétas méginio suleidimo j kolong taskas (injekcijos taskas).

Gautoje chromatogramoje (9. pav.) matomi 5 pagrindinés smailés, i§ kuriy, remiantis
ankstesniy tyrimy duomenimis, ABa. eliucijos smailé identifikuota ties ~ 16 mL. Kituose pikuose,
numanoma, yra pasalinamos jvairios priemaiSos i§ gelfiltracinés kolonos, buferio komponentai ir

druskos, taip pat po gryninimo galimai likg SUMO-His6x zymenys.

3.2 AP42 agregacijos kinetiniy tyrimy rezultatai

Pirmo baltymy kinetikos eksperimento metu buvo lyginama dviejy koncentracijy ABs2 (8 uM
ir 16 uM) agregacija fosfaty buferiniame tirpale PBS ir dirbtiniame smegeny skystyje dSS. Taip pat
buvo lyginama dviejy koncentracijy Afa42 agregacija naudojant agregacijos inhibitoriy VR16-09

(fluorintg benzensulfonamida) (10. pav.)
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10. Pav. APs2 amiloido agregacijos Kinetiniy eksperimenty grafikai. Agregacija vertinta pagal
fluorescencija, naudojant tioflaving T (THT). A dalyje pavaizduotos 8 uM Apas2 agregacijos Kinetinés
kreivés dirbtiniame smegeny skystyje (roziné kreivé) ir fosfaty buferiniame tirpale (mélyna kreivé),
B dalyje pavaizduotos 16 uM APa. agregacijos Kinetinés kreivés dirbtiniame smegeny skystyje
(geltona kreivé) ir fosfaty buferiniame tirpale (Zalia kreivé). C dalyje pavaizduotas grafikas
vaizduojantis A ir B daliy agregacijos kreiviy puslaikio vertes, su standartiniais nuokrypiais.

Pagal baltymy kinetikos kreives (10. pav.), A ir B dalyse bei agregacijos puslaikio ver¢iy grafikag C
dalyje galima jvertinti, kad PBS tirpale AP agreguoja grei¢iau nei dSS, bet 16 pM koncentracijos
APs2 agregacijos metu matuojamas fluorescensinis signalas yra aukstesnis nei kity kreiviy. PBS
tirpale 8 uM AP42 agregacijos puslaikis buvo 14,6 min (SD 0,38). Lyginant su 8 uM Apa2 agregacijos
puslaikiu dSS tirpale (29,3 min, SD 0, 52) PBS tirpale agregacija vyko beveik 2 kartus greiiau.
Panasi tendencija matoma naudojant aukstesne (16 uM) A2 koncentracijg. Naudojant didesnés
koncentracijos AP42 PBS tirpale agregacijos puslaikis buvo 14,5 min (SD 0,37), o dSS tirpale 24,6
min su daug didesniu standartiniu nuokrypiu (SD 4,9). Sie rezultatai atitinka literatiiroje aprasytas
APs2 savybes smegeny skystyje ir fosfaty buferiniame tirpale. Literatiiros Saltiniuose apraSomas
intensyvesnis fluorescensinis APs2 agregacijos signalas smegeny skystyje lyginant su fosfaty
buferiniu tirpalu, néra siejamas su intensyvesne agregacija, o su aplinkos, kurioje vyksta
fluorescencija poky¢iais. Taip pat literatliros Saltiniuose aprasoma, kad AP42 agregacijos puslaikiai
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yra letesni smegeny skystyje (Frankel et. al,, 2019; Padayachee et. al., 2016). Siuose eksperimentuose
gauti duomenys atitiko literattiros Saltiniuose aprasomas A4z agregacijos tendencijas ir sudaré baze,
leidzian¢ig nustatyti, kada Aps2 suformuos fibriles, kadangi tolimesniy eksperimenty metu

naudojamas méginys turéjo biiti agregaves.

3.3 Atominés jégos mikroskopijos rezultatai
Po baltymy kinetikos tyrimo méginiai su agregavusiu APs2 buvo perkeliami ant zerucio ir
tiriami atominés jégos mikroskopu. Pirmiausia buvo tiriami 8 M koncentracijos Aps2 PBS ir dSS
tirpaluose ir lyginamos jy agregacijos savybés (fibriliy morfologija, agregaty sankaupy pasiskirtymas

ir gausumas). Sis palyginimas vaizduojamas 11 paveiksle.
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11. Pav. Atominés jégos mikroskopijos biidu gautos nuotraukos, parodancios 8 M koncentracijos
AP42 amiloidiniy fibriliy skirtumus fosfaty buferiniame tirpale (PBS) ir dirbtiniame smegeny skystyje
( dSS). A daliesvirsuje pavaizduotos 10 x 10 um (1024 x 1024 pikseliy) nuotraukos. Apacioje
pavaizduotos i$ ty paciy méginiy gautos priartintos 4 X 4 um (1024 x 1024 pikseliy) nuotraukos. B
dalyje pavaizduotas atsitiktine tvarka 10 x 10 um nuotraukose suzyméty fibriliy aukséiy
pasiskirstymo grafikas (n = 50). C dalyje vaizduojama histograma, kurioje vaizduojamas fibriliy
auks$c¢iy pasiskirstymas pagal tasky dazn;.
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Pagal 11. pav. A dalies nuotraukas galima matyti, kad PBS tirpale Aps. formuoja tankesnes
agregaty sankaupas lyginant su dSS, kuriame fibrilés yra labiau pasisklaidziusios. Remiantis 11. Pav.
B dalyje pavaizduotu penkiasdesimties aukscio pasiskirstymo grafiku (n = 50), galima jvertinti
bendra fibriliy auks¢iy pasiskirstyma. Patikrinus duomeny normaluma atliekant Shapiro-Wilk analize
(p > 0,05) ir atlikus T-testo statisting analize, jvertinta, kad PBS tirpale fibriliy auks$¢iy pasiskirstymas
yra pastovesnis — vidurkis (4,9 nm) sutampa su medianos linija (4,9 nm), standartinis nuokrypis — SD
= 1,26 nm. Kita vertus dSS tirpale matomas didesnis bendras fibriliy aukstis (vidurkis ~ 5,9 nm,
medianos linija ties ~5,6 nm), standartinis nuokrypis — SD = 2,49 nm. Taip pat, remiantis 11. Pav. C
dalimi galima pastebéti, kad agregaty, formuoty dSS, auksc¢io pasiskirstymas yra labiau variabilus,
i§skiriamos 6 skirtingy aukséiy fibriliy populiacijos (palyginus su 3 populiacijomis AP fibriliy,
formuoty PBS). Tai parodo, kad dSS fibriliy auksciai yra maZziau pastovis. Statistinis reikSmingumas
darant prielaidg apie vienodg dispersijg p = 0,018, darant prielaida, kad dispersijos skiriasi — p =
0,019. Apibendrinant jvertinta, kad tarp dSS ir PBS suformuoty AP agregaty auks$ciy pastebimas
statistiSkai reikSmingas skirtumas. Remiantis Siais pastebéjimais buvo sudaryti pavieniy fibriliy

aukséio zemélapiai, siekiant vizualizuoti detaly pavienés fibrilés profilj PBS ir dSS tirpaluose (12.

pav.).
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12. Pav. Pavieniy fibriliy, gauty atominés jégos mikroskopijos biidu, profiliy analizé. Fibrilés paimtos
i§ nuotrauky, pavaizduoty 12. pav. Kairéje pus¢je (1 (PBS)) pavaizduota APa: fibrilé gauta i§ PBS
méginio atominés jégos mikroskopijos nuotraukos, desingje (2( dSS)) APz fibrilé gauta i§ dSS
méginio atominés jégos mikroskopijos nuotraukos. VirSutinéje dalyje (a) vaizduojama analizuojama
fibrilé, Zemiau pateikti atitinkamy fibriliy spalvinés skalés zemélapiai (b) ir grafikai, vaizduojantys
aukscio (c) bei plocio (d) poky¢ius fibrilés ilgio atzvilgiu.

Remiantis §iuo individualiy fibriliy palyginimu galima pastebéti, kad PBS tirpale suformuotos

APa fibriliy aukscio smailés ir jdubos pasiskirséiusios stabilesniais periodais lyginant su dSS tirpale

suformuota APa: fibrile, kurios smailés ir jdubos néra taip reguliariai pasiskir¢iusios. Taip pat galima

pastebéti, kad smailiy aukstis PBS tirpale suformuotoje fibril¢je yra pastovesnis, kas gali paaiskinti

ankstesniuose rezultatuose (11. pav.) jvertintg tolygesnj A fibriliy auksCio pasiskirstymg PBS

tirpale. Auksciausia smailé, pastebima dSS tirpale suformuotoje fibriléje ~ 5,58 nm. Remiantis 12.
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pav. D dalyje vaizduojamu fibriliy plocio pasiskirstymo ilgio atzvilgiu grafikais, galima matyti, kad
PBS tirpale suformuota fibrilé buvo plonesné, nei dSS tirpale suformuota fibrilé. Tam jtaka galéjo
daryti skirtumai tarp fibriliy tiesumo, matomi 12. pav. B dalyje, kur matoma, kad dSS tirpale
suformuota fibrilé turéjo labiau netaisyklingg formg (daugiau siikiy)

Toliau tyrimo metu buvo vertinami ABs2 agregacijos skirtumai tarp APz dSS tirpale ir ABaz

PBS tirpale su MoPrP23-143 (13. pav.).
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13. Pav. Atominés jégos mikroskopijos nuotraukos (a) gautos lyginant 8 uM koncentracijos Apa2
agregatus dSS tirpale ir PBS tirpale su kartu agreguojanciu pelés prioninio baltymo N galo motyvu
MoPrP23-143. Taip pat individualiy pavieniy fibriliy i§ nuotrauky spalvy spektro Zzemélapiai (b),
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aukscio (c¢) ir ploc¢io (d) pasiskirstymo ilgio atzvilgiu analizé. Numeriu 1 pazyméta PBS tirpale su
MoPrP prioninio baltymo N galo motyvu suformuota paviené analizuojama fibrilé, numeriu 2 dSS
tirpale suformuota paviené analizuojama fibrile. Siy fibriliy auks¢io analizés pateiktos apacioje,
atitinkamai pazymétos numeriais 1 ir 2.

Remiantis atominés jégos mikroskopijos nuotraukomis (13. pav. A) galima jvertinti, kad PBS
tirpale su ko-agreguojan¢iu MoPrP23-143 prioninio baltymo N galo motyvu, APs. agregatai yra
koncentruoti keliuose taskuose, su keletu pavieniy fibriliy. Dél Sios priezasties didelio kiekio fibriliy
auksc¢iy profiliy analizés atlikti nepavyko. Dirbtinio smegeny skys¢io (dSS) tirpale, A2 fibrilés buvo
agregavusios maZziau tankiai, sudarydamos daugiau pavieniy fibriliy. Pavieniy fibriliy spalvy spektro
(b), aukséio (c) ir plocio (d) pasiskirstymo ilgio atzvilgiu profiliai parodo, kad dSS tirpale suformuota
APaz fibrilé buvo aukstesné (dauguma smailiy buvo aukstesnés nei 10 nm) ir platesné (plo¢iy variacija
nuo ~ 17 nm iki ~ 40 nm). Remiantis Siuo rezultatu bei didesniu fibriliy auks$¢iy pasiskirstymo
variabilumu nustatytu 11. pav. C dalyje, galima teigti, kad dSS tirpale sudaro salygas ,,brandziy*
(auksty ir placiy) fibriliy polimorfy formavimuisi.

Tyrimo metu taip pat buvo atliktas palyginimas tarp 8 pM koncentracijos AP fibriliy
suformuoty dSS tirpale naudojant VR16-09 (fluorintas benzensulfonamidas) agregacijos slopiklj ir

nenaudojant slopiklio (14. pav.).
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14. Pav. Atominés jégos mikroskopijos biidu gautos nuotraukos, parodancios 8 pM koncentracijos
AP42 amiloidiniy fibriliy skirtumus dirbtiniame smegeny skystyje ( dSS) naudojant slopikl; VR16-09
(fluorinta benzensulfonamida) ir lyginant su kontroliniu méginiu be slopiklio.A dalies virSutinéje
eiléje pavaizduotos 10 x 10 um (1024 x 1024 pikseliy) nuotraukos. Apatinéje eiléje pavaiduotos is ty
paciy méginiy gautos priartintos 4 x 4 um (1024 x 1024 pikseliy) nuotraukos. DeSinéje puséje
pavaizduotas atsitiktine tvarka 10 x 10 pm nuotraukose suzyméty fibriliy (n = 50) auksCiy
pasiskirstymo grafikas (n = 50). C dalyje vaizduojama histograma, kurioje vaizduojamas fibriliy
auks¢iy pasiskirstymas pagal tasky daznj.

Gautose atominés jégos mikroskopijos nuotraukose (14. pav. A) matomas didesnis fibriliy
kiekis kontroliniame méginyje lyginant su méginiu, turin¢iu agregacijos slopiklj. Kontroliniame
méginyje fibrilés tiesesnés, matomos sritys, kuriose agregatai susikaupe tankiai ir matomos kelios
pavienés ilgos, aukstos fibrilés. Méginyje su slopikliu matomos kelios ilgos, bet neaukstos fibrilés
bei kelios tankesnés agregaty sankaupos, kuriuose dominuoja fibrilés, turin¢ios daug stkiy ir zemo
aukscio galus. Taip pat méginyje su inhibitoriumi matoma daugiau smulkiy junginiy, kurie gali buti
smulkios fibrilés arba oligomerai. 14. pav. B iliustracijos dalyje pavaizduotas atsitiktine tvarka
parinkty fibriliy auksciy pasiskirstymo grafikas (n = 50) tarp méginio su inhibitoriumi (VR16-09) ir
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kontrolés. Atlikus Shapiro-Wilk analiz¢ buvo pastebéta, kad duomeny pasiskirstymas néra normalus
(p < 0.05), taigi statistinei analizei buvo pasirinktas Mann-Whitney tyrimas. Jo metu nustatyta
kontrolinio méginio medianos linija — 3,33 nm, méginyje, kuriame Aps2 buvo paveiktas inhibitoriumi,
nustatyta medianos linija — 5,32 nm (p = 0,014). Remiantis $iais duomenimis galima jvertinti, kad
didZiosios dalies fibriliy, paveikty inhibitoriumi (VR16-09), aukstis buvo mazesnis nei kontrolinio
meginio be inhibitoriaus. Remiantis grafiku galima pastebéti, kad inhiboriaus paveikty A4z fibriliy
auksciai yra labiau pastoviis vir§ 5,32 nm, o mazesnio aukscio fibriliy pasiskirstymo jvairové yra
didesné. Visgi, méginyje paveiktame inhibitoriaus matoma daugiau auksty fibriliy i$skir¢iy. Taip pat
remiantis 14. Pav. C dalimi galima pastebéti, kad agregaty, formuoty dSS su agregacijos inhibitoriumi
(VR16-09), auks¢io pasiskirstymas yra labiau variabilus, iSskiriamos 5 skirtingy aukscéiy fibriliy
populiacijos (palyginus su 3 populiacijomis A2 fibriliy formuoty dSS tirpale). Tai parodo, kad dSS
tirpale su agregacijos inhibitoriumi (VR16-09) suformuoty fibriliy auks$¢iai yra maziau pastovis.
Toliau buvo nagrinéjamos pavienés Apa. fibrilés, suformuotos dSS tirpale su ir be agregacijos
inhibitoriaus (VR16-09). Buvo vertinamas individualiy fibriliy auks¢io ir plo¢io pasiskirstymas ilgio

atzvilgiu bei sudaromi spalvinés skalés fibriliy zemélapiai (15. pav.).
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15. Pav. Pavieniy fibriliy, gauty atominés jégos mikroskopijos biidu, profiliy analizé. Fibrilés
paimtos i§ nuotrauky, pavaizduoty 15. pav. lliustracijoje pateiktos naudojant 8 uM koncentracijos
APa2 suformuotos fibrilés. Kairéje puséje vaizduojama kontrolé be inhibitoriaus, deSingje — su
inhibitoriumi VR16-09 (fluorintu benzensulfonamidu). VirSuting¢je nuotraukoje (a) vaizduojama
analizuojama fibril¢, Zemiau pateikti atitinkamy fibriliy spalvinés skalés Zemélapiai (b) bei grafikai
vaizduojantys aukscio (¢) ir plo¢io (d) poky¢ius fibrilés ilgio atzvilgiu.

Remiantis gautais spalvy spektro Zemélapiais ir fibriliy aukscio ilgio atzvilgiu grafiku, galima
pastebéti skirtumus tarp méginio paveikto inhibitoriumi (15. pav. 2) ir kontrolés (15. pav. 1).
Méginyje su inhibitoriumi (15. pav. 2. B), galima matyti fibrile supancius smulkius taskus, kurie,
veikiausiai, yra smulkios fibrilés ar jvairtis oligomerai, kuriy agregacija buvo slopinama. Taip pat
remiantis 15. pav. C dalimi galima matyti, kad fibrilé gauta méginyje su agregacijos inhibitoriumi
turi daugiau triikiy ir gilias jdubas, kuriy auksc¢iai daug zemesni nei kontrolés (aukséiy variacija nuo

~ 0,3 nm iki ~ 3,8 nm). Tai parodo, kad fibril¢, suformuota dSS tirpale su agregacijos inhibitoriumi
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(VR16-09), yra galimai praardyta ir lyginant su kontrole maziau morfologiskai pastovi. Ploc¢io
pasiskirstymai (15. pav. D) tarp fibriliy yra panasiis, bet pastovesnis plotis matomas fibriléje, gautoje
dSS su agregacijos inhibitoriumi (VR16-09).

3.4 Kriogeninés elektrony mikroskopijos rezultatai

Atominés jégos mikroskopijos metu gauti duomenys buvo apdorojami naudojant ,,Relion*
programa ir analizuojami ,,FilamentTools* programa. Fibriliy 2D profiliai buvo klasifikuojami pagal
ju morfologines savybes. Pirmiausia buvo klasifikuojamos kontrolinio méginio fibrilés, inkubuotos

be inhibitoriaus (16. pav.)

2D klasiy pasiskirstymas (%)

16. Pav. Kriogeninés elektrony mikroskopijos gauty fibriliy 2D profiliy klasifikacija gauta naudojant
,FilamentTools* programg. Naudotas kontrolinis méginys, kuriame Afs2 buvo inkubuojamas
dirbtiniame smegeny skystyje be inhibitoriaus. Pagrindinés klasés vaizduojamos A skiltyje (K1, K2
ir K3). B skiltyje vaizduojami atitinkan¢ioms klaséms priklausanciy 2D profiliy pavyzdziai. C skiltyje
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pavaizduotas klasiy pasiskirstymg vaizduojantis grafikas. Juodai pavaizduotas 100 nm dydzio skalés
Zymuo.

Pagal gautg klasifikacija galima matyti, kad kontroliniame méginyje didzioji dalis fibriliy
skirstomos j dvi klases. Raudonai pazyméta (K1) grupé, sudaranti 53,84 % visy parinkty fibriliy,
kuriai badingos tiesios ir platios fibrilés. Zaliai pazyméta (K2) grupe, sudaranti 45,26 % parinkty
fibriliy, kuriai budingos plonesnés fibrilés su vienu ar daugiau stukiy. Taip pat klasifikuojamos dvi
smulkesnés klasés — mélyna (K3), sudaranti 0,88 % parinkty fibriliy ir zydra (K4), sudranti 0,02 %
parinkty fibriliy. K3 klasei, veikiausiai, priklauso netipinés fibrilés arba protofibrilés, taip pat $i klase,
remiantis B skilties duomenimis, gali buti programiskai iSskiriama, jtraukiant fibriles, kuriy
nuotraukose susidares vaizdinis ,trivk§mas* sudarant fibriles iSskiriantj vaizda. K4 klasei galimai
priskiriamos retos morfologijos (netipinés) fibrilés arba j §ia grupe irgi yra jtrauktos fibrilés su
vaizdiniu ,triukSmu* sudarant retos fibrilés vaizdo jspidj. A skiltyje pavaizduotose mikrografose
matomos tankios ilgy, strukturiskai variabiliy fibriliy sankaupos.

Toliau pagal morfologines sgvybes buvo klasifikuojami méginio su inhibitoriumi VR16-09

fibriliy 2D profiliai (17. pav.).

33.55%

53.21%

2D klasiy pasiskirstymas (%)

17. Pav. Kriogeninés elektrony mikroskopijos gauty fibriliy 2D profiliy klasifikacija, gauta naudojant
,FilamentTools* programa. Naudotas méginys, kuriame A4 buvo inkubuojamas dirbtiniame
smegeny skystyje su inhibitoriumi VR16-09 (fluorintu benzensulfonamidu). Pagrindinés grupés
vaizduojamos A skiltyje (K1, K2 ir K3). B skiltyje vaizduojami atitinkan¢ioms grupéms
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priklausan¢iy 2D profiliy pavyzdziai. C skiltyje pavaizduotas klasiy pasiskirstyma vaizduojantis
grafikas. Juodai pavaizduotas 100 nm dydzio skalés Zymuo.

Meéginyje su inhibitoriumi fibrilés klasifikuojamos i 3 pagrindines klases. Raudonai pazyméta
(I1) klasé sudaro didziaja fibriliy dalj (53,21 %), jai priskiriamos plonos, lenktos fibrilés su vienu ar
daugiau skiy. Zaliai pazymétai (I2) klasei priskiriama 33,55 % parinkty fibriliy, $iai klasei bidingos
placios ir tiesesnés fibrilés. Mélynai pazymétai (13) grupei priskiriamos plonos tiesios fibrilés.

Vertinant 16 ir 17 paveiksléliuose pavaizduotas klasifikacijas galima pastebéti, kad
kontroliniame méginyje be inhibitoriaus dominuoja K1 klasés (53,84 %) tiesios placios fibrilés.
Remiantis morfologinémis fibriliy savybémis, Sios klasés atitikmuo méginyje su inhibitoriumi yra I3,
sudaranti 33,55 % fibriliy. Méginyje su inhibitortumi dominuoja plonos fibrilés, kas gali reiksti
agregacijos pokycius arba nepakankamg oligomery prieinamuma dél inhibicijos. Pagal gautus
duomenis matoma, kad VR16-09 pilnai nesustabdo fibriliy susidarymo, bet pakeifia fibriliy
morfologinj pasiskirstyma, sudarant sglygas, kuriose dominuoja plonos, lenktos, vieng ar daugiau
sukiy turincios fibrilés.

Lyginant gautus rezultatus (16. pav. ir 17. pav.) galima pastebéti, kad dSS (dirbtinio smegeny
skyscio) tirpale Aps. fibriléms badingos dvi pagrindinés polimorfinés formos. Remiantis kity
mokslininky tyrimais, in vivo randamas mazesnis kiekis ABa. fibriliy polimorfiniy formy variacijy
(duominuoja 1-2 skirtingos formos). Polimorfizmo variabilumas yra veikiamas aplinkos sglygy
(buferinio tirpalo sudéties, agregacijos slopikliy naudojimo), kas yra atkartojama gautuose
rezultatuose (16. pav. ir 17. pav.), kuriuose matoma, kad méginyje su agregacijos inhibitoriumi
(VR16-09) nustatoma didesné fibriliy jvairové. Taip pat tam tikros polimorfinés formos gali
pasizyméti skirtingu toksiSkumu. Didesné polimorfy variacija potencialiai gali sumazinti pagrindiniy
APa2 polimorfy toksisSkuma dél mazesnio jy kiekio ir alternatyvios morfologijos fibriliy formavimosi

(Yang et. al., 2022; Watanabe et. al., 2016; Tycko, 2015).
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ISvados

1. PBS tirpale ABa. fibrilés agreguoja ~ 2 kartus greiciau nei dSS tirpale.

2. Aps fibrilés dirbtiniame smegeny skystyje yra aukStesnés ir pasiZzymi platesniu randamy
auksCiy pasiskirstymu lyginant su fosfatiniame buferiniame tirpale (PBS) randamomis
fibrilémis.

3. APz agregatai formuoti su inhibitoriumi (VR16-09) dirbtinio smegeny skysé¢io (dSS) tirpale
pasizymi didesniu morfologiniu variabilumu ir plonesnémis daugiau stkiy turinéiomis

fibrilémis lyginant su kontrole be inhibitoriaus.
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Autoriaus asmeninis indélis

Tyrimo idéja buvo suformuluota vadovo Dr. Andriaus Sakalausko. Tyrimy planavimas buvo
atliekamas prisidedant vadovui. Eksperimenty vykdymas buvo atliktas savarankiskai. Kriogeninés
elektrony mikroskopijos matavimai buvo atlikti Dr. Dariaus Sulskio CEITEC laboratorijoje (Bruno,
Cekija). Rezultaty analizé buvo atlickama savarankiskai. 1§vady formulavimas buvo atliekamas

savarankiskai, pasitariant su tyrimo vadovu.
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Padékos

Uz tyrimo id¢jos suformulavimg ir tyrimo eigoje suteikta pagalbg (metodikos apmokyma,
konsultacijas teorijos ir praktikos klausimais) noréciau padékoti darbo vadovui Dr. Andriui
Sakalauskui. Taip pat uz konsultacijas teoriniais ir darbo rasymo klausimais noréciau padékoti darbo
konsultantei Justinai Versockienei. Padéka Dr. Dariui Sulskiui uz atliktus kriogeninés atominés jégos
mikroskopijos tyrimus ir suteiktus duomenis bei apmokyma naudojantis kriogeninés elektrony

mikroskopijos duomeny analizés programomis.
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Rekombinantinio amiloido-beta agregaty formuoty dirbtiniame smegeny
skystyje tyrimai

SANTRAUKA

Viena pagrindiniy demencijos vystymosi priezas¢iy yra Alzheimerio liga, kurios vienu i$ pagrindiniy
sukéléjy yra laikomas A2 amiloidas, turintis savybe agreguotis ir formuoti fibriles. Amiloidy
agregacija stabdanCiy vaisty efektyvumas priklauso nuo tyrimuose naudojamy tirpaly sudéties.
Tikslus fiziologiniy salygy atkartojimas gali paveikti Alzheimerio ligos sukeléjo APs2 amiloido
agregacijos savybes, tokias kaip fibriliy morfologijg ir agregacijos greiCius, taip pat paveikiant
tirlamojo vaisto saveika su jo taikiniais, teigiamai arba neigiamai paveikiant efektyvuma. Sio darbo
tikslas buvo jvertinti AP42 amiloidinio baltymo agregacijos kinetines ir morfologines (fibriliy
struktiira, dydis, pasiskirstymas) savybes dirbtiniame smegeny skystyje dSS ir fosfaty buferiniame
tirpale PBS. Tikslui pasiekti buvo atlikti AP agregacijos Kinetiniai tyrimai dirbtiniame smegeny
skystyje dSS ir fosfaty buferiniame tirpale PBS. Jvertinta, kad PBS tirpale fibrilés agreguoja greiciau.
Remiantis atominés jégos mikroskopijos rezultatais buvo jvertinta, kad APs. fibrilés dirbtiniame
smegeny skystyje yra labiau iSsisklaidziusios, auksStesnés ir pasizymi platesniu randamy auksciy
pasiskirstymu lyginant su fosfaty buferiniame tirpale (PBS) randamomis fibrilémis. Taip pat,
jvertinus kriogeninés elektrony mikroskopijos rezultatus nustatyta, kad APas2 fibrilés, paveiktos
inhibitoriumi, morfologiskai klasifikuojamos j daugiau klasiy lyginant su kontrole be inhibitoriaus.
Taip pat, inhibitoriaus paveiktuose méginiuose dominuoja plonesnés fibrilés su daugiau stkiy,

lyginant su kontrole be inhibitoriaus.
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Attaining the sequence of the A2 gene

SUMMARY

One of the main causes of dementia development is Alzheimer's disease, with APs> amyloid
considered one of its primary pathological agents due to its ability to aggregate and form fibrils. The
efficiancy of drugs that inhibit amyloid aggregation depends on the composition of the media used in
experimental studies. Accurate replication of physiological conditions can influence the aggregation
properties of the AB42 amyloid, affecting fibril morphology and aggregation kinetics, and may also
affect the interaction between the drug and its targets, thereby positively or negatively impacting its
effectiveness. The aim of this study was to evaluate the kinetic and morphological (fibril structure,
size, and distribution) properties of the APs2 amyloid protein aggregates in artificial cerebrospinal
fluid (aCSF) and in the physiological buffer PBS. To achieve this aim, aggregation kinetics of Apa.
were studied in both aCSF and PBS, with the results indicating that fibrils aggregate faster in PBS.
Atomic force microscopy analysis revealed that A2 fibrils in aCSF are more dispersed, taller, and
exhibit a broader height distribution compared to fibrils formed in PBS. Additionally, cryo-electron
microscopy results showed that APs. fibrils affected by the inhibitor can be morphologically
classified into a greater number of classes than those in the control group without the inhibitor. In the
samples treated by the inhibitor, thinner fibrils with more twists dominate compared to the control

samples without the inhibitor.
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