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ǰVADAS 

Neurodegeneracinǟs ligos, kaip Alzheimerio ar Parkinsono, bei prioninǟs ligos yra siejamos su 

amiloidiniȎ fibriliȎ formavimusi. Nepaisant ligȎ skirtumȎ, visi amiloidiniai agregatai pasiģymi 

panaġia morfologija ï sudaryti iġ pasikartojanļiȎ ɓ-klosļiȎ, iġsidǟsļiusiȎ statmenai fibrilǟs aġiai, yra 

ne ġakotos struktȊros, maģdaug 10 nm ploļio ir 0,1ï10 Õm ilgio (Zhang et al. 2009). Manoma, kad 

beveik visi baltymai ir peptidai gali agreguoti Ǳ fibrilinius agregatus, nuo netvarkingȎ amorfiniȎ 

agregatȎ iki labai tvarkingȎ ɓ-klostytȎ struktȊrȎ (Chiti et al. 2006).  

Kaip ir kiekvienŃ reakcijŃ, amiloidiniȎ fibriliȎ susidarymŃ charakterizuoja kinetiniai ir 

termodinaminiai parametrai. Taļiau iki ġiol nǟra tiksliai ģinoma, kodǟl susidaro amiloidinǟs fibrilǟs, 

kokios sŃlygos tai lemia. Ne viename straipsnyje galime rasti diskusijȎ ġia tema, taļiau tikslios 

informacijos maģai. Tad ġio darbo metu bus bandoma pasiaiġkinti, kokie termodinaminiai 

parametrai veikia baltymo amiloidiniȎ fibriliȎ susidarymŃ skirtingomis sŃlygomis.  

Darbo metu buvo naudotas rekombinantinis ģmogaus insulinas. Nors ġis baltymas nǟra susijňs 

su agregacija in vivo, taļiau jis yra puikus modelinis baltymas. Insulinas lengvai formuoja 

amiloidines fibriles in vitro, yra gerai iġtirtas baltymas, taip pat yra plaļiai naudojamas mȊsȎ 

laboratorijoje.  

Darbo tikslas ï iġtirti insulino amiloidiniȎ fibriliȎ susidarymo termodinamikŃ.  

Darbui keliami uģdaviniai:  

1. Atlikti spontaninǟs agregacijos bandymus Ǳvairiomis sŃlygomis. 

2. Naudojant denatȊracijos ir infraraudonosios spektroskopijos metodus, nustatyti 

skirtingomis sŃlygomis spontaniġkai susidariusiȎ fibriliȎ stabilumŃ. 

3. Atlikti fibriliȎ ilgǟjimo bandymus Ǳvairiomis sŃlygomis.  

4. Apdoroti duomenis ir apraġyti termodinaminius parametrus.  
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1. LITERATȉROS APĢVALGA 

1.1. Kas yra amiloidai? 

Terminas Ăamiloidasñ pirmŃ kartŃ buvo pavartotas 1854 metais vokieļiȎ mokslininko Rudolfo 

Virchovo (angl. Rudolph Virchow). Naudodamasis tȎ metȎ geriausia moksline metodologija ir 

medicinos ģiniomis, Virchovas jodu daģǟ keistos iġvaizdos iġ smegenȎ iġskirtus mǟginius. 

Pastebǟjňs, kad mǟginius paveikus jodu, jie nusidaģo mǟlyna spalva, o sieros rȊgġtimi ï violetine, 

Virchovas nusprendǟ, jog tai celiuliozǟ ir davǟ jiems amiloido pavadinimŃ. Ġis terminas kilňs iġ 

lotynȎ kalbos ģodģio amylum ir graikȎ kalbos ģodģio amylon, kurie reiġkia krakmolŃ. 1859 metais 

Fridrichas (angl. Friedreich) ir Kekulǟ (angl. Kekule) remiantis didele azoto koncentracija 

amiloiduose, padarǟ iġvadŃ, jog ġi masǟ yra baltymai, o angliavandeniȎ nǟra, kaip galvota iki ġiol. 

Tuomet Ǳ amiloidus buvo pradǟta ģiȊrǟti kaip Ǳ baltymus, o vǟliau kaip Ǳ baltymȎ klasň, kuri turi 

polinkǱ kisti ir formuoti fibriles (Sipe et al. 2000). 

Laikui bǟgant supratimas apie amiloidȎ struktȊrŃ kito, priklausomai nuo technologijȎ. 

Mokslininkai pradǟjo naudoti ġviesinǱ mikroskopŃ ir histologinius daģus, tokius kaip tioflavinas T ar 

Kongo raudonasis. Iġ pradģiȎ manyta, kad amiloidai nepasiģymi bendromis struktȊrinǟmis 

savybǟmis, taļiau vǟlesni tyrimai poliarizuotos ġviesos mikroskopu parodǟ, kad nedaģytȎ ir daģytȎ 

amiloidȎ sankaupos skirtingose audiniuose lemia dvejopŃ ġviesos lȊģǱ. Taigi, daģymas Kongo 

raudonuoju perteikia anizotropijŃ, bȊdingŃ dvejopam ġviesos lȊģiui, kuris parodo amiloidines 

fibriles in situ. Taip pirmuoju amiloidȎ poģymiu tapo obuolio ģalumo dvejopas ġviesos  

lȊģis ï kongofilija (angl. congophilia). Remiantis ġiuo principu ir naudojant elektroninǱ mikroskopŃ, 

Kohenas (angl. Cohen) su kolegomis 1959 metais pademonstravo, kad visi jȎ tirti amiloidai turi 

panaġiŃ ultrastruktȊrŃ. O 1982 metais Kohenas su kolegomis patvirtino, kad skirtingos kilmǟs 

amiloidiniai dariniai turǱ panaġiŃ submikroskopinň struktȊrŃ: tiesiȎ ir standģiȎ fibriliȎ pluoġtȎ plotis 

svyruoja nuo 60 iki 130 ¡ (vidutiniġkai 75ï100 ¡), o ilgis nuo 1000 iki 16000 ¡. Ġis poģymis buvo 

priimtas kaip amiloidiniȎ fibriliȎ apibȊdinimo kriterijus.(Sipe et al. 2000).  

Pastarasis kriterijus laikui bǟgant kito, nes daugǟjo ģiniȎ, ǱgȊdģiȎ. Pradģioje Kohenas su 

kolegomis teigǟ, kad ģmoniȎ ir gyvȊnȎ amiloidai turi ĂsuvertŃñ struktȊrŃ. Gueftas (angl. Gueft) ir 

Gidonis (angl. Ghidoni) (1963 m.) pasiȊlǟ, kad amiloidinǟs fibrilǟs yra dvigubos su tarpfibriline 

ertme (25 ¡). Teris (angl. Terry) su kolegomis 1964 m. pareiġkǟ, kad fibrilǟs yra 70ï90 ¡ ploļio ir 

turi trigubŃ tankumŃ su tuġļiaviduriu centru. Galiausiai, Ġirahama (angl. Shirahama) ir Kohenas 

1967 m. atliko iġsamius didelǟs skiriamosios gebos amiloidiniȎ fibriliȎ tyrimus audiniuose, ir, 

remiantis gautais duomenimis anksļiau ir dabar, buvo apraġyta amiloidiniȎ fibriliȎ struktȊra, kuriŃ 
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sudarǟ du poģymiai. Pirma, subvienetai yra sudaryti iġ 25ï35 ¡ skersmens ir 75ï100 ¡ ilgio 

amiloidiniȎ fibriliȎ. Antra, du ar daugiau tokiȎ subvienetȎ, kurie kartkartǟmis vienas kitŃ apsiveja, 

sudaro amiloidines fibriles in situ (Sipe et al. 2000). 

1.2. Galimas pernaġos mechanizmas ï fibriliȎ ilgǟjimas (elongacija) 

Amiloidiniai agregatai yra aptinkami labai Ǳvairiuose audiniuose. Jie gali bȊti dideli ir apimti 

visŃ organŃ, ar smulkȊs ir daģnai pasikartojantys, kaip Alzheimerio ligos atveju. Taip pat yra 

ģinoma, kad keletas neurodogeneraciniȎ ligȎ, pavyzdģiui, Creutzfeldt-Jakob liga, yra sukeliamos dǟl 

netaisyklingai susilanksļiusiȎ ar suagregavusiȎ prioniniȎ baltymȎ (Westermark et al. 2010). Prionai 

yra baltymai, kurie egzistuoja keliose funkciġkai skirtingose konformacijose, iġ kuriȎ bent viena 

savarankiġkai dauginasi. Daģniausiai savarankiġkai besidauginanti forma yra ɓ-klostytos struktȊros 

amiloidai, kuriuose beta klostǟs iġsidǟsļiusios statmenai fibrilǟs aġiai (Aguzzi et al. 2009, Cushman 

et al. 2010). ǰdomi prioniniȎ agregatȎ savybǟ yra kurti sutrikimus su skirtingais fenotipais 

(Ǳtraukiant tiek centrinň, tiek periferinň nervȎ sistemŃ, skirtingŃ ligos eigŃ bei prioninio baltymo 

geno mutacijas). Tai siejama su nedideliais skirtumais, atsirandanļiais fibriliniȎ agregatȎ 

susidarymo metu. Ġie skirtumȎ turintys agregatai yra vienodai uģkreļiami ir ģinomi kaip kamienai, 

kurie gali bȊti perduodami nuo vieno organizmo kitam, tad prioninǟs ligos yra uģkreļiamos (Frost et 

al. 2010, Westermark et al. 2010). Dǟl didelio beta klostytos priono formos stabilumo, fibriliniai 

agregatai yra atsparȊs detergentams, proteazǟms, denatȊruojanļiam karġļiui, gali bȊti aptinkami 

organizmo skysļiuose ar kraujyje bei iġgyvena virġkinamajame trakte (Cushman et al. 2010). 

Yra manoma, kad ne tik prioninǟs, bet ir kitos ligos, susijusios su amiloidiniais agregatais, gali 

bȊti uģkreļiamos-perneġamo iġ vienos lŃstelǟs Ǳ kitŃ (Westermark et al. 2010). Vis daugiau 

eksperimentiniȎ ǱrodymȎ siȊlo, kad tarplŃstelinio priono dauginimosi mechanizmas gali bȊti 

taikomas ǱvairiȎ baltymȎ patologijai. Tokiame modelyje (1 pav.) fibriliniai baltymai ï sǟkla ï iġ 

gretimȎ arba sinapsǟmis sujungtȎ lŃsteliȎ gali bȊti Ǳsiurbiami ir sukelti natyviȎ baltymȎ agregacijŃ 

lŃstelǟje. Ġis modelis gali paaiġkinti tiek pastebǟtŃ fenotipȎ Ǳvairovň pavienǟse neurodegeneracinǟse 

ligose, tiek nesustabdomŃ ligos plitimŃ, kurio metu agregatai sugeba judǟti tarp lŃsteliȎ ir sukelti 

aplinkiniȎ baltymȎ agregacijŃ. Jis taip pat gali paaiġkinti neuronȎ tinklȎ dalyvavimŃ 

neurodegeneracijoje. Tad dabartiniai tyrimai plaļiai paplitusioms ir neuģkreļiamoms 

neurodegeneracinǟms ligoms, tokioms kaip Alzheimerio ar Parkinsono, vis labiau taiko  

Ăprione-likeñ dauginimosi mechanizmŃ (Aguzzi et al. 2009, Frost et al. 2010).  
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1 pav. AmiloidȎ tarplŃstelinio plitimo mechanizmas. (A) LŃsteliniȎ baltymȎ agregacija lemia lŃstelǟs ģȊtǱ. Tuomet 

agregatai pasklinda tarplŃstelinǟje erdvǟje, o vǟliau Ǳtraukiami Ǳ gyvybingŃ lŃstelň. (B) Kaip gyvos lŃstelǟs dalis, 

fibriliniai agregatai gali bȊti atpalaiduojami per egzosomas ar egzocitozǟs bȊdȎ. Taip tarplŃstelinǟje erdvǟje pasklinda 

amiloidai, kurie vǟliau gali bȊti Ǳtraukiami gretimȎ lŃsteliȎ. Ġie du bȊdai gali bȊti vietinio amiloidȎ iġplitimo prieģastis. 

(C) Agregatai gali paģeisti sinapsň. Atpalaidavimas gali Ǳvykti dǟl sinapsǟs vietinǟs degeneracijos, normalios sinapsinǟs 

fiziologijos ar egzocitozǟs bȊdu kaip (B) variante. Ġis variantas gali paaiġkinti tinklo degeneracijŃ neurodegeneracinǟse 

ligose (pritaikyta iġ Frost et al. 2010).  

Kaip jau minǟta, amiloidai gali ne tik plisti tarplŃsteliniu keliu, jie gali bȊtǱ uģkreļiami, t. y., Ǳ 

sveikŃ lŃstelň patekň amiloidiniai agregatai gali inicijuoti natyviȎ baltymȎ agregacijŃ. AmiloidiniȎ 

fibriliȎ formavimasis yra fizinis procesas, kurio metu nenatyvios formos baltymo molekulǟs 

sŃveikauja tarpusavyje ir sudaro linijinius, biologiġkai neaktyvius agregatus (Nielsen et al. 2001). 

Procesas siejamas su baltymȎ oligomerȎ susidarymu, branduoliȎ susidarymu, linijiniȎ agregatȎ 

ilgǟjimu bei linijiniȎ agregatȎ sulipimu Ǳ didesnes sankaupas, taļiau skiriami trys pagrindiniai 

agregacijos ģingsniai: branduoliȎ formavimas, fibriliȎ ilgǟjimas (elongacija), stambesniȎ agregatȎ 

susidarymas (Mauro et al. 2006, Nielsen et al. 2001).  

Tipinis amiloidogenezǟs procesas prasideda lag faze, kurios metu formuojasi branduoliai, o 

amiloidȎ virtimas fibrilǟmis nǟra pakankamai ģymus, kad bȊtȎ aptinkamas (Lee et al. 2007). Ġioje 

fazǟje branduoliȎ susidarymu yra laikomas keliȎ monomerȎ susijungimas Ǳ organizuotŃ  

struktȊrŃ ï fibriliȎ pirmtakŃ. Po to monomerams besijungiant prie branduoliȎ, procesas perauga Ǳ 

elongacijŃ, kurioje greitai didǟja fibriliȎ koncentracija (Lee et al. 2007, Nielsen et al. 2001). 

Elongacijos fazǟje bet kokie agregatai, didesni uģ branduolǱ, virsta fibrile. Jai besiformuojant, galai 

atlieka branduoliȎ vaidmenǱ ir reakcija vyksta tol, kol tirpale nebelieka branduoliȎ, o visas baltymas 
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pavirsta Ǳ fibrilinius agregatus. Lag fazǟs ilgis ir fibriliȎ augimo greitis priklauso nuo tokiȎ veiksniȎ 

kaip pradinǟ koncentracija ar pH (Lee et al. 2007).  

ǰ tirpalŃ pridǟjus sǟklos, sutrumpinama fibrilizacijos lag fazǟ, o pati sǟkla atlieka katalitinǱ 

vaidmenǱ ï indukuoja baltymȎ konformacinius pokyļius ir pagreitinŃ paļia reakcijŃ (Lee et al. 

2007). Buvo pastebǟta, jog esant tokioms sŃlygoms, fibriliȎ ilgǟjimas yra labai panaġus Ǳ fermentinň 

reakcijŃ, net kai analizei naudojama Michaelis-Menten lygtis. Tokiu atveju, fibriliȎ augantys galai 

atlieka fermento aktyviojo centro vaidmenǱ, o monomerai ï substrato vaidmenǱ. Tad naudojant 

Michaelis-Menten lygtǱ, kaip geriausiai ģinomŃ fermentinǟs kinetikos modelǱ, fibriliȎ ilgǟjimas gali 

bȊti uģraġomas taip:  

F + M ź FM Ÿ F* , 

kur F ï fibrilǟ, M ï monomeras, F*  ï ilgesnǟ fibrilǟ, o FM ï trumpŃ laikŃ egzistuojantis 

kompleksas, kuris gali bȊti aptinkamas nuo prisijungimo prie fibrilǟs momento iki pilno Ǳsitraukimo 

Ǳ fibrilň (Milto et al. 2013).  

1.3. AmiloidiniȎ fibriliȎ ilgǟjimo termodinamika 

FibriliȎ elongacijŃ charakterizuoja termodinaminiai parametrai, tokie kaip laisvosios energijos 

barjeras, kurǱ baltymas turi Ǳveikti, jog iġ tirpios bȊsenos pavirstȎ Ǳ netirpiŃ fibrilinň bei entalpinis ir 

entropinis indǟliai Ǳ ġiŃ energijŃ. Toks procesas yra entropiġkai palankus, bet entalpiġkai nepalankus. 

Naudojant skirtingus peptidus buvo gauti panaġȊs duomenys, o tai galǟtȎ bȊti bendras baltymȎ 

agregacijos bruoģas (Knowles et al. 2007).  

Amiloidogenezǟs termodinamika nǟra pilnai iġtyrinǟta sritis, o informacijos daugiausiai buvo 

galima rasti viename ġaltinyje (Buell at al. 2012). Mokslininkai savo darbe apraġǟ daugiau kaip 

deġimties skirtingȎ baltymȎ termodinaminius parametrus (1 lentelǟ, 2 pav.). JȎ gauti duomenys 

rodo, kad aktyvacijos entalpijos visais atvejais yra nepalankios, o aktyvacijos entropijos palankios. 

Todǟl daugelio tirpale esanļiȎ reakcijȎ charakteristikai tinka entalpijosïentropijos kompensacijos 

reiġkinys (Buell at al. 2012).  
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1 lentelǟ. TermodinaminiȎ parametrȎ suvestinǟ. Duomenys nustatyti eksperimentȎ metu, kartu su papildomais 

duomenimis, imtais iġ literatȊros (pritaikyta iġ Buell at al. 2012).  

Baltymas ȹG* [kJmol
-1
] ȹH* [kJmol

-1
] TȹS* [kJmol

-1
] (esant 298 K) 

Ģmogaus gliukagonas 16,2 + 4,5 - 1,5 30,0 Ñ 12,0 13,8 Ñ 18,0 

Jauļio insulino B ï grandinǟ 16,2 + 4,4 - 1,5 35,0 Ñ 10,1 18,8 Ñ 16,0 

Ģmogaus Aɓ (1-42) 5,9 + 4,0 - 1,4 66,1 Ñ 8,1 60,2 Ñ 13,5 

Jauļio insulinas 25,0 + 4,0 - 1,5 102,5 Ñ 10,0 77,5 Ñ 9,6 

MieliȎ Ure2p 9,6 + 4,0 - 1,5 27,0 Ñ 10,0 17,4 Ñ 15,5 

Jauļio PI3K-SH3 20,4 + 3,9 - 1,5 42,1 Ñ 8,5 21,8 Ñ 13,9 

Ģmogaus ɓ2-mikroglobulinas 16,7 + 5,2 - 1,5 48,3 Ñ 8,6 31,6 Ñ 15,3 

Jauļio Ŭ-laktalbuminas 13,5 + 4,1 - 1,4 107,0 Ñ 10,0 93,5 Ñ 15,6 

Ģmogaus lizocimas (natyvȊs) 25,0 + 4,0 - 1,5 167,7 Ñ 14,7 142,7 Ñ 20,1 

Ģmogaus lizocimas (redukuotas) 9,9 + 4,1 - 1,4 68,0 Ñ 12,0 58,1 Ñ 17,5 

Ģmogaus Ŭ-sinukleinas 13,9 + 4,1 - 1,5 71,0 Ñ 5,6 57,1 Ñ 11,2 

Jauļio ɓ-laktoglobulinas 31,8 + 3,9 - 1,4 83,7 Ñ 9,6 53,9 Ñ 14,9 

 

Baltymas gali turǟti daugybň konformaciniȎ stadijȎ, o susilankstymo reakcijos yra sudǟtingos 

ir nevienalytǟs, naudojanļios daug silpnȎ nekovalentiniȎ sŃveikȎ bei didelius kiekius laisvosios 

energijos. Tik neseniai buvo pradǟta suprasti ġiuos procesus. Buvo sukurtas piltuvo formos 

(angl. funnel-shaped) modelis, pagal kurǱ polipeptidas gali Ǳgauti skirtingas konformacines stadijas, 

Ǳveikňs skirtingŃ energetinǱ barjerŃ (3 pav.). Norint baltymui Ǳgyti savo natyviŃ formŃ, molekulǟ turi 

kirsti didelius kinetinius barjerus, o tam reikia nemaģȎ kiekiȎ laisvosios energijos (Jahn et al. 2007, 

Hartl et al. 2009, Hartl et al. 2011).  

 

2 pav. IġmatuotȎ ir apskaiļiuotȎ verļiȎ apģvalga. Visos aktyvacijos entalpijos ȹH* reikġmǟs yra nepalankios, o 

entropijos TȹS* ï palankios. Paveiksle puikiai matosi entalpijos-entropijos kompensacija (pritaikyta iġ Buell at al. 

2012). 
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Apie 90 % visȎ lŃstelǟs baltymȎ susivyniojimo metu Ǳgauna tarpines formas. Ne visada 

baltymo susilankstymas gali bȊti teisingas. TrȊkstant tam tikrȎ ryġiȎ ar esant didelei konfigȊracijos 

entropijai gali susidaryti netaisyklingai susilanksļiusios formos, ar tarpinǟs formos, stabilizuotos 

nenatyviȎ sŃveikȎ. Tad piltuvo formos Ăfunnel-shapedñ baltymo susilankstymo ģemǟlapis yra 

taikomas aiġkinti ne tik natyvios formos susidarymui, bet ir nenatyvios baltymo formos susidarymui 

(Hartl et al. 2009, Hartl et al. 2011). 

 

3 pav. Piltuvo formos laisvosios energijos pavirġiaus schema, vaizduojanti baltymȎ vidumolekulinǟs sŃveikos 

energetinius barjerus natyviai formai pasiekti (ģalia spalva). Piltuvo nelygumai rodo kokius energetinius barjerus turi 

Ǳveikti viena ar kita konformacinǟ baltymo stadija, kad pasiektȎ termodinamiġkai stabiliausiŃ formŃ. Kai baltymo 

susivyniojimo metu atsiranda tarpmolekulinǟ sŃveika (procese dalyvauja kelios molekulǟs), procesas gali peraugti Ǳ 

agregacijŃ. Tuomet susidaro amorfiniai agregatai, toksiniai oligomerai ar tvarkingos struktȊros amiloidinǟs fibrilǟs 

(raudona spalva) (pritaikyta iġ Hartl et al. 2011).  

Laikui bǟgant buvo pastebǟta, kad fiziologinǟmis sŃlygomis, baltymȎ agregatai yra daug 

stabilesni nei natyvi baltymo struktȊra. (Buell at al. 2012). Galima teigti, jog amiloidinǟs fibrilǟs yra 

stabiliausia baltymo konformacinǟ stadija.  
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1.4. Insulinas, kaip amiloidiniȎ fibriliȎ tyrimȎ modelis 

Insulinas yra genetiġkai toli nuo baltymȎ, susijusiȎ su patalogine agregacija in vivo, taļiau jis 

lengvai sudaro amiloidus in vitro (Dzwolak et al. 2004, Dzwolak et al. 2005). Be to, tai pirmasis 

baltymas, kurio savaiminǟ agregacija pradǟta stebǟti in vitro (Buell et al. 2010).  

Natyvus insulinas egzistuoja heksamero formoje. Heksameras yra sudarytas iġ trijȎ dimerȎ ir 

stabilizuojamas 3ï5 cinko jonȎ (Lee et al. 2007). Esant ģemoms baltymo koncentracijoms, insulinas 

gali bȊti dimero formoje, jei pH yra tarp 2 ir 8. Tam, kad susidarytȎ tetramerai, insulino 

koncentracija turi bȊti didesnǟ nei 1,5 mg/mL. Esant rȊgġtinǟms sŃlygoms ir kambario temperatȊrai, 

jis yra konformaciġkai stabilus, o esant tirpale 20 % acto rȊgġties ar etanolio, baltymas yra 

monomero formoje (Dzwolak et al. 2005, Nielsen et al. 2001). Taļiau insulinas gali bȊti priverstas 

tirpale formuoti amiloidines fibriles, pakeliant temperatȊrŃ ir sumaģinant pH iki maģdaug 1,6 

(Nielsen et al. 2001).  

Galimas kinetinis fibriliȎ susidarymo mechanizmas susideda iġ keliȎ stadijȎ: heksamerȎ 

iġirimas, branduoliȎ susidarymas ir fibrilizacijos procesas (elongacija).VisȎ pirma, cinko jonȎ 

stabilizuoti heksamerai negrǱģtamai disocijuoja. Kai tik disocijavusi forma pavirsta Ǳ reaktingŃ 

branduolǱ toliau reakcija vyksta labai greitai. Tokiu bȊdu susiformavň branduoliai reaguoja vienas su 

kitu ar su skirtingo dydģio oligomerais, formuodami fibriles (Lee et al. 2007).  

Taigi, bandymams, kaip modelinis baltymas, naudojamas insulinas, nes: 

1) yra gerai iġstudijuotas fibriles formuojantis baltymas; 

2) galima iġgauti labai grynŃ natyvȎ baltymŃ; 

3) suformuoti fibriliniai agregatai yra struktȊriġkai panaġȊs Ǳ kitȎ 

baltymȎ formuojamas fibriles; 

4) pigus baltymas (Lee et al. 2007). 
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2. MEDĢIAGOS IR METODAI 

2.1. Naudoti reagentai 

¶ Agar Scientific: anglimi dengti vario tinkleliai (Formvar/Carbon 300 Mesh Cu).  

¶ Carl Roth: sunkus vanduo (99,8 % D). 

¶ Fisher Scientific: acto rȊgġtis (99,5 %), fosforo rȊgġtis, guanidino tiocianatas 

(GuSCN), natrio chloridas, natrio dihidro fosfatas, uranilacetatas.  

¶ Sigma Aldrich: etanolis (99,8 %) (EtOH), rekombinantinis ģmogaus insulinas, 

tioflavinas T.  

2.2. Naudota laboratorinǟ Ǳranga 

¶ Centrifuga ĂTechnico Maxiñ. 

¶ Elektroninis mikroskopas ĂFEI Morgagni 268ñ 

¶ Fluorescencinis spektroskopas ĂCARY Eclipseñ 

¶ FT-IR spektrometras ĂBruker Optics ALPHA FT-IRñ. 

¶ Kvarcinǟ fluorescencinǟ kiuvetǟ (l = 10 mm) 

¶ pH metras ĂOrion DUAL STAR Meterñ.  

¶ Realaus laiko PGR aparatas ĂQiagen Rotor-Gene Qñ. 

¶ SȊkurinǟ maiġyklǟ ĂVELP SCIENTIFICA VORTEX MIXERñ. 

¶ Svarstyklǟs: ĂKERN PCB 400ï2ñ, ĂDenver Instrument TP-214ñ.  

¶ Ġildomoji magnetinǟ maiġyklǟ ĂVELP Scientifica AREñ. 

¶ Termomikseris ĂDITABIS MHR 23ñ. 

¶ Ultragarsinis homogenizatorius ĂBandelin Sonoplusñ. 

2.3. Metodai 

2.3.1. Fluorescencijos matavimas 

Insulino fibriliȎ formavimasis stebimas pridǟjus tioflavino T (ThT), specifiġkai prie fibriliȎ 

besijungianļio daģo, ir matuojant jo fluorescencijŃ, suģadinimui vykstant prie 470 nm bangos ilgio, 

o emisijai ï prie 510 nm bangos ilgio. ThT prisijungus prie fibriliȎ, fluorescencija ģymiai padidǟja, 

nei tuomet, kai stebima jo vieno fluorescencija (Hudson et al. 2009). Eksperimentai atliekami su 

realaus laiko PGR aparatu ĂQiagen Rotor-gene Qñ (4 pav.), kuris yra naudojamas ne pagal paskirtǱ, 

bet puikiai tinka agregacijos tyrimams.  
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4 pav. ĂQuaigen Rotor-gene Qñ skersinis pjȊvis. Visi 36 mǟgintuvǟliai prasisuka pro detektavimo ǱrenginǱ per 150 ms. 

Prietaisas turi LED ġviesos ġaltinius, 6 skirtingus ġviesos detektavimo filtrus ir labai jautrȎ detektoriȎ (Qiagen ģiȊrǟta 

2014-04-22). 

Prietaisas talpina 36 mǟgintuvǟlius (200 ÕL tȊrio), kurie statomi Ǳ rotoriȎ. Ġis eksperimento 

metu sukasi 400 apsisukimȎ per minutň greiļiu, reakcijos miġinǱ palaiko mǟgintuvǟlio apatinǟje 

dalyje, kur matuojama fluorescencija. Miġinys iġ LED ġviesos ġaltinio yra apġvieļiamas 470 Ñ 10 

nm bangos ilgio ġviesa ir detektorius matuoja 510 Ñ 5 nm bangos ilgio ġviesŃ (Qiagen ģiȊrǟta  

2014-04-22). Viso proceso metu palaikoma pastovi temperatȊra.  

2.3.2. AmiloidiniȎ fibriliȎ ruoġimas 

2.3.2.1 Aktyvacijos energijos priklausomybǟs nuo baltymo koncentracijos tyrimams 

Insulino amiloidinǟs fibrilǟs paruoġiamos inkubuojant 5 mg/mL insulino tirpalŃ, pagamintŃ 

100 mM (pH 2) fosfatiniame buferyje (PB). Inkubacija vykdoma 24 valandas, esant 60 ÁC 

temperatȊrai. Norint homogenizuoti suagregavusǱ insulinŃ ir padidinti fibriliȎ galȎ skaiļiȎ, tirpalas 

apdorojamas ultragarsu. Tam fibrilǟs skiedģiamos 25 kartus, perkeliamos Ǳ 2 mL mǟgintuvǟlǱ ir 

homogenizuojamos 10 minuļiȎ (30s/30s ultragarsinimo/poilsio ciklai ir 50 % amplitudǟ), naudojant 

ultragarso homogenizatoriȎ su MS73 antgaliu. VisŃ laikŃ mǟginiai laikomi lede. Taip paruoġtos 

fibrilǟs toliau naudojamos kaip sǟkla.  

http://b2b.qiagen.com/products/rotor-geneq.aspx#Tabs=t1
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2.3.2.2 Sǟjimo skirtingomis sŃlygomis tyrimams 

Skirtingos fibrilǟs paruoġiamos inkubuojant insulino tirpalŃ (2 lentelǟ). Inkubacija vykdoma 

24 val., esant 60 ÁC temperatȊrai. Tuomet fibrilǟs homogenizuojamos, kaip 2.3.2.1 skyriuje.  

2 lentelǟ. Monomero tirpalai heterogeninio sǟjimo eksperimentȎ sǟklai ruoġti.  

Insulinas, mg PB, ÕL EtOH, ÕL Acto r., ÕL Gaunamas tirpalas 

5,0 

1000,0 - - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2) 

800,0 200,0 - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % EtOH 

800,0 - 200,0 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % acto r. 

 

Tokiu bȊdu paruoġtos fibrilǟs toliau naudojamos kaip sǟkla.  

2.3.2.3 Stabilumo ir infraraudonosios spektroskopijos (FT-IR) tyrimams 

Paruoġiamos skirtingos amiloidinǟs fibrilǟs. Tam insulino monomero tirpalai (3 lentelǟ) 

inkubuojami 24 valandas 60 ÁC temperatȊroje.  

3 lentelǟ. Monomero tirpalai stabilumo ir FT-IR tyrimȎ fibrilǟms ruoġti.  

Insulinas, mg PB, ÕL 1 M NaCl, ÕL EtOH, ÕL Acto r., ÕL Gaunamas tirpalas 

5,0 

1000,0 - - - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2) 

900,0 100,0 - - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 100 mM NaCl 

800,0 - 200,0 - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % EtOH 

700,0 100,0 200,0 - 
5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % EtOH, 

100 mM NaCl 

800,0 - - 200,0 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % acto r. 

700,0 100,0 - 200,0 
5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % acto r., 

100 mM NaCl 

 

Tuomet fibrilǟs toliau ruoġiamos, priklausomai nuo atliekamo tyrimo.  

2.3.3. Elektroninǟs mikroskopijos mǟginiai 

Norint Ǳrodyti, jog tikrai susidaro amiloidiniai agregatai, fibrilǟs yra skiedģiamos 50 kartȎ, 

3,5 ÕL tirpalo uģneġama ant anglimi dengtȎ vario tinkleliȎ ir po minutǟs nusausinama. Po to 

uģneġama 3,5 ÕL daģo (uranilacetato) ir po 45 sekundģiȎ nusausinama. Paruoġtas mǟginys dedamas 

Ǳ elektroninǱ mikroskopŃ.  

2.3.4. FibriliȎ stabilumo tyrimas 

Norint iġtirti fibriliȎ stabilumŃ, atliktas denatȊracijos tyrimas. Tuo tikslu paruoġtos skirtingos 

fibrilǟs (2.3.2.3. skyrius) nucentrifuguojamos (20 min., 14000 aps./min), nusiurbus supernatantŃ 
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resuspenduojamos 200 ÕL 0,5 M GuSCN ir vǟl nucentrifuguojamos. Procesas kartojamas 3 kartus. 

Tuomet nusiurbus supernatantŃ fibrilǟs resuspenduojamos 1 mL 0,5 M GuSCN ir 

homogenizuojamos, kaip nurodyta 2.3.2.1. skyriuje. Paruoġtos fibrilǟs dedamos Ǳ skirtingȎ 

koncentracijȎ denatȊranto tirpalŃ, kaip nurodyta 4 lentelǟje, ir laikoma kambario temperatȊroje per 

naktǱ.  

4 lentelǟ. Stabilumo tyrimo mǟginiȎ ruoġimas.  

6 M GuSCN, ÕL H2O, ÕL Sǟkla, ÕL 
Gaunama denatȊranto 

koncentracija tirpale, M  

100,0 340,0 

40,0 

1,25 

120,0 320,0 1,5 

140,0 300,0 1,75 

160,0 280,0 2 

180,0 260,0 2,25 

200,0 240,0 2,5 

220,0 220,0 2,75 

240,0 200,0 3 

260,0 180,0 3,25 

280,0 160,0 3,5 

300,0 140,0 3,75 

320,0 120,0 4 

340,0 100,0 4,25 

360,0 80,0 4,5 

380,0 60,0 4,75 

400,0 40,0 5 

420,0 20,0 5,25 

440,0 - 5,5 

 

KitŃ dienŃ kvarcinǟje kiuvetǟje sumaiġoma 2 mL 50 ÕM ThT tirpalo su 100 ÕL kiekvieno iġ 

mǟginiȎ ir naudojantis fluorimetru matuojama mǟginiȎ fluorescencija, suģadinimui esant prie 

450 nm, o emisija ï nuo 480 nm iki 520 nm. 

2.3.5. MǟginiȎ ruoġimas FT-IR spektroskopijai  

Paruoġtos skirtingos fibrilǟs (2.3.2.3. skyrius), nucentrifuguojamos (20 min., 14000 aps./min), 

nusiurbus supernatantŃ resuspenduojamos 500 ÕL sunkiojo vandens (D2O) ir vǟl 

nucentrifuguojamos. Tai kartojama 3 kartus. Tuomet nusiurbus supernatantŃ fibrilǟs 

resuspenduojamos 50 ÕL D2O. Matavimams naudojamas CaF2 transmisijos langelis, su 0,05 mm 
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teflono tarpine, Ǳ kurǱ uģneġama 20 ÕL mǟginio. Kiekvienas spektras gaunamas kaip 256 

interferogramȎ vidurkis, esant 2 cm
-2 
rezoliucijai. Prieġ mǟginiȎ spektrus, pamatuojami tuġļios celǟs 

(oro) ir gryno sunkiojo vandens spektrai.  

2.3.6. Reakcijos miġiniȎ ruoġimas  

2.3.6.1 Spontaninǟs agregacijos tyrimams 

Spontaninǟs agregacijos tyrimams paruoġiami 6 skirtingi insulino monomero tirpalai, kaip 

nurodyta 5 lentelǟje.  

5 lentelǟ. Reakcijos miġiniȎ ruoġimas spontaninǟs agregacijos tyrimams.  

Insulinas, 

mg 
PB, ÕL 

1 M NaCl, 

ÕL 
EtOH, ÕL Acto r., ÕL 

5 mM ThT, 

ÕL 
Gaunamas reakcijos miġinys 

1,0 

198,0 - - - 

2,0 

5 mg/mL insulino 100 mM PB 

(pH2), 50 ÕM ThT  

178,0 20,0 - - 

5 mg/mL insulino 100 mM PB 

(pH2), 100 mM NaCl, 50 ÕM 

ThT  

158,0 - 40,0 - 
5 mg/mL insulino 100 mM PB 

(pH2), 20 % EtOH, 50 ÕM ThT  

138,0 20,0 40,0 - 

5 mg/mL insulino 100 mM PB 

(pH2), 100 mM NaCl, 20 % 

EtOH, 50 ÕM ThT  

158,0 - - 40,0 
5 mg/mL insulino 100 mM PB 

(pH2), 20 % acto r., 50 ÕM ThT  

138,0 20,0 - 40,0 

5 mg/mL insulino 100 mM PB 

(pH2), 100 mM NaCl, 20 % 

acto r., 50 ÕM ThT 

 

Mǟginiai iġpilstomi Ǳ mǟgintuvǟlius po 20 ÕL, reakcija atliekama 4 skirtingose temperatȊrose: 

55 ÁC, 60 ÁC, 65 ÁC, 70 ÁC. 

2.3.6.2 Aktyvacijos energijos priklausomybǟs nuo baltymo koncentracijos tyrimams 

Norint nustatyti energetinio barjero priklausomybň nuo baltymo koncentracijos, paruoġiami 5 

skirtingi reakcijos miġiniai. 5 mg insulino iġtirpinama 500 ÕL 100 mM PB (pH2). Gautas 10 mg/mL 

baltymo tirpalas skiedģiamas iki reikiamos koncentracijos, pridedama ThT ir homogenizuotos 

sǟklos, kaip nurodyta 6 lentelǟje.  
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6 lentelǟ. Reakcijos miġiniȎ ruoġimas energetinio barjero priklausomybǟs nuo baltymo koncentracijos tyrimams.  

10 mg/mL, 

ÕL 
PB, ÕL 

5 mM ThT, 

ÕL 

Sǟkla, 

ÕL 
Gaunamas reakcijos miġinys 

98,0 - 

2,0 100,0 

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 ÕM ThT, 

0,1mg/mL sǟklos 

80,0 18,0 
4 mg/mL insulino 100 mM PB( pH2), 50 ÕM ThT, 

0,1mg/mL sǟklos 

60,0 38,0 
3 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 ÕM ThT, 

0,1mg/mL sǟklos 

50,0 48,0 
2,5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 ÕM ThT, 

0,1mg/mL sǟklos 

40,0 58,0 
2 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 ÕM ThT, 

0,1mg/mL sǟklos 

 

Taip paruoġti mǟginiai iġpilstomi Ǳ mǟgintuvǟlius po 20 ÕL, reakcija atliekama 5 skirtingose 

temperatȊrose: 40 ÁC, 45 ÁC, 50 ÁC, 55 ÁC, 60 ÁC. 

2.3.6.3 Sǟjimo skirtingomis sŃlygomis tyrimams 

Agregacijos priklausomybǟs nuo sŃlygȎ tyrimams paruoġiami 9 skirtingi reakcijos miġiniai. 

Tam pagaminta sǟkla (2.3.2.2. skyrius) maiġoma su monomero tirpalu, kaip nurodyta 7 lentelǟje.  

7 lentelǟ. Reakcijos miġiniȎ ruoġimas agregacijos priklausomybǟs nuo sŃlygȎ tyrimams.  

Insulinas, 

mg 

PB, 

ÕL 

1 M 

NaCl, ÕL 

EtOH, 

ÕL 

Acto r., 

ÕL 

5 mM 

ThT, ÕL 

Sǟkla, 

ÕL 
Gaunamas reakcijos miġinys 

1,0 

98,0 - - - 

2,0 100,0 

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 

ÕM ThT ir 0,1mg/mL sǟklos 

78,0 20,0 - - 
5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 100 

mM NaCl, 50 ÕM ThT, 0,1mg/mL sǟklos 

58,0 - 40,0 - 
5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % 

EtOH, 50 ÕM ThT, 0,1mg/mL sǟklos 

38,0 20,0 40,0 - 

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 100 

mM NaCl, 20 % EtOH, 50 ÕM ThT, 

0,1mg/mL sǟklos 

58,0 - - 40,0 
5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % 

acto r., 50 ÕM ThT, 0,1mg/mL sǟklos 

38,0 20,0 - 40,0 

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 100 

mM NaCl, 20 % acto r., 50 ÕM ThT, 

0,1mg/mL sǟklos 
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Paruoġti mǟginiai iġpilstomi Ǳ mǟgintuvǟlius po 20 ÕL, reakcija atliekama 5 skirtingose 

temperatȊrose: 40 ÁC, 45 ÁC, 50 ÁC, 55 ÁC, 60 ÁC. 

2.3.7. DuomenȎ analizǟ 

2.3.7.1 Spontaninǟ agregacija 

AmiloidiniȎ fibriliȎ spontaninǟ formavimosi kinetika gali bȊti apibȊdinta kaip sigmoidinǟ 

kreivǟ, kuri susideda iġ lag fazǟs, vǟliau augimo fazǟs ir pusiausvyros nusistovǟjimo fazǟs (5 pav.) 

(Nielsen et al. 2001). Dǟl paprastumo lyginant ǱvairiȎ inkubavimo sŃlygȎ poveikǱ fibriliȎ 

susidarymui, ThT fluorescencija uģraġoma kaip laiko funkcija, o spontaninǟs agregacijos 

eksperimentȎ duomenys yra normalizuojami. Normalizavimui, kiekvienas kreivǟs taġkas 

perskaiļiuojamas pagal lygtǱ:  

Ὅὲέὶά =
ὍὍάὭὲ

Ὅάὥὼ ὍάὭὲ
,                                                                     (1) 

kur Inorm yra ThT fluorescencijos normalizuota reikġmǟ, I ï ThT fluorescencija, Imin ï 

maģiausia ThT fluorescencijos reikġmǟ kreivǟje, Imax ï didģiausia ThT fluorescencijos reikġmǟ 

kreivǟje.  

Tuomet duomenys gluodinami sigmoidine kreive, kuriŃ apraġo lygtis:  

ὣ= ώὭ+ άὭὼ+
ώὪ+ άὪὼ

1 + Ὡ [
ὼ ὼ0
†

]
 ,                                                        (2) 

kur Y yra fluorescencijos intensyvumas, x ï laikas ir x0 yra laikas, kai pasiekiama 50 % 

maksimalaus fluorescencijos intensyvumo.  

FibriliȎ augimo greiļio konstanta apskaiļiuojama kaip 1/Ű (Nielsen et al. 2001). 
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5 pav. Schematinǟ ThT fluorescencijos augimo kreivǟ, atspindinti insulino amiloidiniȎ fibriliȎ spontaninǱ susidarymŃ 

(pritaikyta iġ Nielsen et al. 2001).  

2.3.7.2 FibriliȎ stabilumas 

Nustatinǟjant fibriliȎ stabilumo priklausomybň nuo denatȊranto kiekio, gaunami 

fluorescencijos intensyvumo spektrai nuo 480 nm iki 520 nm. Nubraiģoma fluorescencijos 

intensyvumo ties 482 nm priklausomybǟ nuo denatȊranto koncentracijos, kreivǟs normalizuojamos. 

Kiekvienas kreivǟs taġkas perskaiļiuojamas pagal (1) lygtǱ.  

2.3.7.3 FT-IR spektrai 

Iġ gautȎ fibriliȎ FT-IR spektrȎ atimami oro ir D2O spektrai, tuomet apskaiļiuojama antra 

iġvestinǟ su 17 gluodinimo taġkȎ.  

2.3.7.4 FibriliȎ ilgǟjimas 

EksperimentȎ fluorescencijos kreivǟs normalizuojamos ir gluodinamos. KreiviȎ 

normalizavimui, kiekvienas kreivǟs taġkas padalinamas iġ didģiausios reikġmǟs kreivǟje (ġiuo atveju 

didģiausio ThT fluorescencijos intensyvumo). Darant prielaidŃ, kad reakcija vyksta iki galo, o 

fluorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas susidariusiȎ fibriliȎ kiekiui, naudojant 

linijinǱ glodinimŃ apskaiļiuojamas greitis esant pusei pradinǟs monomero koncentracijos (6 pav.). 

Tokiu atveju gluodinimo bȊdu gautos kreivǟs nuolinkio koeficiento ir baltymo suminǟs 
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koncentracijos sandauga yra lygi reakcijos greiļiui. Molinǟs greiļio iġraiġkos gaunamos greitǱ 

padauginus iġ molinǟs baltymo koncentracijos, o 5 mg/mL insulino atitinka 861 ÕM.  

 

6 pav. Gluodinimo pavyzdys.  

Ne visi termodinaminiai parametrai skaiļiuojami, deja darbo metu nǟra sŃlygȎ fibriliȎ galȎ 

koncentracijai nustatyti. Tad naudojantis temperatȊros priklausomybe nuo fibriniȎ elongacijos 

greiļio, apskaiļiuojamos procesȎ aktyvacijos energijos. 
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3. REZULTATAI IR Jȍ APTARIMAS 

3.1. Spontaninǟs agregacijos tyrimas 

Insulino monomero spontaninǟs agregacijos tyrimai buvo atlikti skirtingomis sŃlygomis 4 

temperatȊrose (55 ÁC, 60 ÁC, 65 ÁC, 70 ÁC). Iġ 7 paveikslo matoma, kad tirpale esant etanolio ar acto 

rȊgġties, fibrilizacija prasideda vǟliau, taļiau Ǳ tokius monomero tirpalus pridǟjus druskos, reakcija 

prasideda ģymiai greiļiau nei monomero tirpale be jokiȎ priedȎ.  

 

7 pav. Spontaninǟs agregacijos eksperimentiniai rezultatai, esant 65 ÁC temperatȊrai. 5 mg/mL insulino tirpalas 100 mM 

PB (pH2) 50 ÕM ThT: 1) be papildomȎ priedȎ, 2) su 100 mM NaCl, 3) su 20 % EtOH, 4) su 20 % EtOH ir 100 mM 

NaCl, 5) su 20 % CH3COOH, 6) su 20 % CH3COOH ir 100 mM NaCl.  

Naudojant apdorotus eksperimentinius duomenis, nubraiģyta logaritminio greiļio 

priklausomybǟ nuo atvirkġtinǟs temperatȊros (Arrhenius koordinatǟs) bei apskaiļiuotos procesȎ 

aktyvacijos energijos (8 pav.). Gautos reikġmǟs nǟra labai tikslios, nes eksperimentiniai duomenys 

iġsibarstň ar turi paklaidas. Taip gali bȊti todǟl, jog prie 60 ÁC insulinas pradeda iġsivynioti, o tai gali 

daryti ǱtakŃ tolimesniems procesams. Dǟl neģinomȎ prieģasļiȎ 8 paveikslo 5 dalyje duomenys 

nepatikimi, tad ir aktyvacijos energija neskaiļiuojama.  

0 100 200 300 400

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1
2
3
4
5

6(I
-I

m
in
)/
(I

m
a

x-I
m

in
)

t, min



26 

 

 

 

8 pav. Spontaninǟs agregacijos greiļiai Arrhenius koordinatǟse ir apskaiļiuotos aktyvacijos energijos. 5 mg/mL insulino 

100 mM PB (pH2) 50 ÕM ThT: 1) be papildomȎ priedȎ, 2) su 100 mM NaCl, 3) su 20 % EtOH, 4) su 20 % EtOH ir 100 

mM NaCl, 5) su 20 % CH3COOH, 6) su 20 % CH3COOH ir 100 mM NaCl.  

Didģiausias energijos kiekis reakcijai inicijuoti reikalingas insulino tirpalui be papildomȎ 

priedȎ ar su 100 mM NaCl. Kitomis sŃlygomis reikalingas ģymiai maģesnis energijos kiekis. Taip 

gali bȊti dǟl to, jog esant 20 % EtOH ar acto rȊgġties, insulinas yra linkňs bȊti monomero formoje.  

Naudojant elektroninǱ mikroskopŃ buvo Ǳsitikinta, kad tikrai susidaro amiloidinǟs fibrilǟs. 

Gauti insulino agregatȎ vaizdai (9 pav.).  

2,92 2,96 3,00 3,04
-4,0

-3,5

-3,0

-2,5

-2,0

-1,5

-1,0

ln
(v

)

T
-1
, 10

-3
K

-1

1

Ea= 90,6 °2,7 J/mol

2,92 2,96 3,00 3,04
-4,0

-3,5

-3,0

-2,5

-2,0

-1,5

-1,0

-0,5

ln
(v

)

T
-1
, 10

-3
K

-1

2

Ea= 100,5 °0,9 J/mol

2,92 2,96 3,00 3,04
-4,0

-3,5

-3,0

-2,5

-2,0

ln
(v

)

T
-1
, 10

-3
K

-1

3

Ea= 29,6 °1,1 J/mol

2,92 2,96 3,00 3,04
-4,0

-3,5

-3,0

-2,5

-2,0

-1,5

-1,0

ln
(v

)

T
-1
, 10

-3
K

-1

4

Ea= 44,6 °1,8 J/mol

2,92 2,96 3,00 3,04
-4,0

-3,5

-3,0

-2,5

-2,0

ln
(v

)

T
-1
, 10

-3
K

-1

5

2,92 2,96 3,00 3,04
-4,0

-3,5

-3,0

-2,5

-2,0

-1,5

-1,0

-0,5

ln
(v

)

T
-1
, 10

-3
K

-1

6

Ea= 67,2 °2,4  J/mol



27 

 

 

9 pav. Ģmogaus insulino fibrilǟs 100 mM pH 2 fosfatiniame buferyje. 

Paveiksle matoma, kad susidariusios fibrilǟs kartkartǟmis apsiveja viena kitŃ ar sulimpa Ǳ 

didesnius darinius, o jȎ ilgis varijuoja maģdaug nuo 0,5 Õm iki 1 Õm. 

3.2. AmiloidiniȎ fibriliȎ stabilumo tyrimas 

Atlikus denatȊracijos tyrimŃ pastebǟta, kad fibrilǟs, pagamintos skirtingomis sŃlygomis, yra 

ne vienodai stabilios. Iġ 10 paveikslo matoma, jog NaCl ir etanolis neturǟjo didelǟs Ǳtakos ir fibrilǟs 

termodinamiġkai panaġaus stabilumo, lyginant su amiloidiniais agregatais be priedȎ. Taļiau gauti 

duomenys rodo, jog fibrilǟs su 20 % acto rȊgġties bei druskos ir acto rȊgġties miġiniu yra daug 

stabilesnǟs, nei paprastos fibrilǟs (11 pav.). ǰdomu tai, jog vienas etanolis neturǟjo Ǳtakos fibriliȎ 

stabilumui, taļiau fibrilǟs su etanolio ir druskos miġiniu pasiģymi panaġiu stabilumu, kaip ir fibrilǟs 

su acto rȊgġties ir druskos miġiniu.  
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10 pav. FibriliȎ stabilumo priklausomybǟ nuo denatȊranto kiekio. 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2): 1)be 

papildomȎ priedȎ; 2) su 100 mM NaCl; 3) su 20 % EtOH.  

 

11 pav. FibriliȎ stabilumo priklausomybǟ nuo denatȊranto kiekio. 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2): 1) be 

papildomȎ priedȎ; 2) su 20 % CH3COOH; 3) su 100 mM NaCl ir 20 % EtOH; 4) su 100 mM NaCl ir 20 % CH3COOH 

Gali bȊti, jog taip susidariusiȎ fibriliȎ stipresnis beta klosļiȎ susipakavimas ar stipresnǟs 

vandenilinǟs jungtys, dǟl to jos labiau atsparios denatȊrantui. 
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3.3. FT-IR spektroskopijos tyrimas 

Buvo uģraġyti fibriliȎ infraraudonieji spektrai (12 pav.). Amido Iô juosta, esanti tarp 1640 ir 

1620 cm
-1
, yra spektrinǟ insulino amiloidiniȎ fibriliȎ charakteristika. Juostos forma ir pozicija 

apibȊdina skirtingȎ fibriliȎ beta klosļiȎ struktȊrŃ, o juostos poslinkis Ǳ maģesniȎ reikġmiȎ pusň rodo 

stipresnius vandenilinius ryġius (Dzwolak et al. 2004).  

 

 

 
12 pav. Insulino amiloidiniȎ fibriliȎ infraraudonieji spektrai. 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2): 1) be papildomȎ 

priedȎ, 2) su 100 mM NaCl, 3) su 20 % EtOH, 4) su 20 % EtOH ir 100 mM NaCl, 5) su 20 % CH3COOH, 6) su 20 % 

CH3COOH ir 100 mM NaCl.  

Iġ paveikslo matoma, jog fibriliȎ su acto rȊgġtimi ir druskos bei acto rȊgġties/etanolio miġiniu 

spektrai yra ġiek tiek pasislinkň Ǳ maģesniȎ reikġmiȎ pusň, nei esant kitoms sŃlygoms (12 paveikslo 

4, 5, 6 dalys). Tad galima teigti, jog ġiȎ amiloidiniȎ fibriliȎ yra stipresni vandeniliniai ryġiai, bei 
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susidaro stabilesnǟs ɓ klostǟs. Dǟl ġios prieģasties buvo matomas didesnis fibriliȎ atsparumas 

GuSCN, esant 20 % acto rȊgġties, 20 % acto rȊgġties ir 100 mM NaCl bei 20 % etanolio ir 100 mM 

NaCl tirpaluose.  

3.4. FibriliȎ ilgǟjimo tyrimai 

Homogenizavus suagregavusǱ baltymŃ, jis buvo dedamas Ǳ baltymo monomero tirpalŃ ir 

stebimas agregacijos procesas. Kadangi ġi reakcija tikrai vyksta, amiloidinǟs fibrilǟs gali bȊti 

naudojamos kaip sǟkla. Toks fibriliȎ naudojimas yra daug tinkamesnis modelis procesams in vitro, 

nei natyvȎ baltymŃ destabilizuojant, pavyzdģiui, ilgŃ laikŃ ġildant, nes sǟjimas ģymiai sutrumpina 

fibrilizacijos laikŃ bei eksperimentus galima atlikti ģemesnǟse temperatȊrose (13 pav.) (Dzwolak et 

al. 2004).  

 

13 pav. Spontaninǟs ir sǟklinǟs segregacijos palyginimas. 1) 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2) 50 ÕM ThT, esant 0,1 

mg/mL sǟklos be papildomȎ priedȎ, 45 ÁC. 2) 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2) 50 ÕM ThT, 65 ÁC.  

Sǟjimo eksperimentȎ metu neuģtenka laiko spontaninei agregacijai prasidǟti. Be to, tokie 

eksperimentai leidģia stebǟti atskyrŃ procesŃ ï fibriliȎ ilgǟjimŃ. 

3.4.1. Aktyvacijos energijos priklausomybǟs nuo baltymo koncentracijos tyrimas 

Manoma, jog tirpale esant skirtingai baltymo koncentracijai, gali bȊti reikalingas ir skirtingas 

energijos kiekis amiloidogenezei inicijuoti (Buell at al. 2010). Taļiau eksperimentiniai duomenys 


