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] VADAS
Neurodegeneracinas | igos,beipkai pniAhaés el isgos o
amiloidini O fibephi ©attor nisigdhitoidigkai agtegata®a s i gy mi
panagi a meuddrybilpoagsiijkaar tkd joanliiOO B gsi das!| i wymi O
ne gakotos strukpll giislhl 0 ma&dnd a U ggtiabZ00Q)Mimrzomay kad

beveik visi balgmai ir peptidai galagreguotiDZ f i br i | i muonset agqr &g atg©Os ,a
agregat O i kibklbsabyaiO tsvta atldi2OD@ ( Chi t i
Kaip ir ki e kamielndNi dr ena lOc i fj iharaktdrizuGa kietisiai @ a r y
termodinaminiai parametral. a | i au i ki gi ol nara tiksliai gi
koki os s NI yNeovienarheastraipsngengaler a s t i di skusijO ¢gi a
i nformacijos magai . Paddagma pasibaingpdiramimi b u
parametrai veikia baltymo amiloidiniO fibril
Darbo méu buvo naudotas rekombinantismogaus i nsul i nas. Nor s
Su agregacijain Vivo, t a | yra puikug imedelinis baltymas. Insulinas d¢gai formuoja
amiloidines fibrilesin vitro, yra geraii gt brat 4 y ma s , taip pat yr a
laboratorijoje.
Darbotikslag i gt i r t i insulino amiloidini O fibrildi
Darbui kelitami wugdavini ai
1. Atl i kti sgpoeagani n@s bandymus DXairiomis
2. Naudoj ant denatiracijos ir i nf rustatyi u d o
skirtingonsipsonstNanyigdolaisi usi O fibrili O st
3. Atlikti f i br i | ibandynu g & DX s dNd iyigy mims
4. Apdor ot i duomenis ir apragyti termodi na



1. LI TERATT ROS APGVALGA

1.1. Kas yra amiloidai?

Terminasfamiloidagipi r mN kart N buvo pavartotas 1854

Virchovo @ng. Rudol ph Virchow). Nyariaubsiandokslima snétadologij® ir me |
medi ci nos gini omi s, Virchovas jodu daga ke
Pastebajns, kad maige nhnwusi pagei kalsy a disigiae] v a ,

Virchovas nusprenddaavVv aj ojgi etnesi acne |liou ldioo zpda viard i
| ot ynO kadmylons r g @d @ii & O dmgldnb oksu rgioed §ri eil&K metais k r a
Fridrichas éngl. Fr i edr e i c h)angli KekuleX eskiantisa didgle azoto koncentracija

amiloiduosgp adar & ijgmgasddNi yra baltymai  kad panggllivaovtaar

TuometDZ ami | oi dus buvo pradédta ¢ilrati kaip Dz
p ol i nk fornkoti fibtiles (Sipeet al.2000).

Lai kui pdganmasuapie amiloidO struktirN
Mokslininkai pradajo naudoti gviesinDZ miaros

Kongo r audonasi s .manytg) kadp amélaidgin ®pasi gy mi bendisomi

savybamiasauy wvwalesni tyrimai poliarizuotos guvVvi
ami | oi dfds skiimg@sa audiniuose lemdvejodll gvi esos | 1 gDdngoTali
raudonuoju perteikia anizot rugpur§g parodo @hildidines N
fibriles in situ Tai p pirmuoju amiloidO pogymiu t apc
| T § komgofilja@ngl,.congophi | i a) . Remiantis giuo princi
Kohenas &ngl. Cohen) su kolegomis 195 met ai s pademonstravo, k a

panagi N ultrastruktlirN. O 1982 metais Kohen
amil oidiniai darini ai turDZpanagi N submikros
svyruojanuo 60 iki 130; v(i dut 7511003 W ai o 1AOMiki $6006u.0 Gi s pogy m
primtas kaipa mi | oi di ni O fi br i (Sipéetaha®00p i1 di ni mo kriter

Pastarasis kriterijus | aikui b & g aKohtenasksu t o ,

~

kol egomis teigéda, kad ¢gmoni O ir gyvangl@ueinri | oi

Gidonis @ngl. Ghi doni) (1963 m.) pasil |l &, kad amil
ert me ( 2 5ang| Jerry) sh kolegomid © 6 4 m. parei gki®d,0 kad]lfoil 4
turi trigubN tankumN su t ug]lang Bhirdhama) iuKoleeas t r
1967 m. atli ko igsamius didelas skiriamosio
remiants@ut ai s duomeni mis anks|iau ir dabar, bu



sudara du pogymiai. Pirma3 seslkeir e meltd®i ijy rial &
amiloidini® fibrilid. Antra, dwmiarvidengbalirt

sudaro amiloidines fibriles situ (Sipeet al 2000).

12.Gal i mas per nagifsi brreiclhiab iizlngdsj i ma s

Amiloidiniai agregatayraa pt i n k a mi | abai DZ airiuose audi
vi sN omgaml| kias i r da g n dlzheirpesos ligds atvejuo Taip mdt yra |
gi noma, keauwr kdkd edlrhesy @cy nardizieldt] akob | i ga, vyr a
netai syklingai susilanks]| iusi O akretas20)Prioma a v u
yra baltymai, kurieegzistuojak el i ose funkci gkali skirtingose
savaranki gkai daugi nasib.esDadmuigd mdkinais t § @ arasn
ami |l oidai, kurdgisdi dsies | b aitsd ols| = dAmazrEedh2009,Clishnan i | 3

et al. 2010). ] d o mi prionini O agregat®O savybad yra

(DZraukiant pieek feennhini mervoi eskstemN, Itwgnbirt
geno mutacijgs Tai siejama su nedideliais skitumais at si r anidlaindii@i sagr
susidarymometu Gi e skirtum@rtuwiretnos ad g meda tekiai,a mi k

kurie gald. b 1 vieho ogganizndowkitamh, dachipro mium& s | i g o sFrogteta u -
al. 2010, Westermarket al. 2010).D a | dideli o beta kIl ansotfigritin@is pr
agregat ai yra atsparls detergentams, protea.

organi zmo skys|liggywiem@k knamal pmeebat2080kt e ( Cu

Yra manoma, kad ne t i k sijpsiossoaniiloidiniais agregatais, gali  k
bTti ugdpreelnied@omsy i e n oBZ K(IWestérraarkatsal. 2010). Vis daugiau
eksperimentini © DZodymO siilo, kad tarpl Nst
t ai komas DZ atolaijai.OTokiamdmodelgedl pav.) fibriliniai baltymaii s & kili aj
gretimO arba sinapsdmis sujungtO I NsteliO ga
| Nstel @&je. Gis modelis gali paai gkiengdn etriaecki |
| i gose, tiek nes ukariometwhagmMe glait o s sulgietbiamN,ud at
aplinkini O baltymO agregacijN. Jis tainp P
neurodegeneracijoje. Tad plaibtau ¢ ii enmkari el it g mo a
neur ode g e nligoms, ctokiprasmkaip Alzheimerio ar Parkinsono, vis labiau taiko
Aprionelikei daugi ni mo sAguzziet al. ROAXFrogtehadl. 20(0).

10



S I . @ e, 2@
N 4 — j . /
Lastelés mirtis Agregaty jtraukimas
Agregaty paskleidimas igyva lastele
. Vietinis
" idplitimas
\\_70,__) K N -
Egzocitozé Agregaty
jtraukimas :
C = < - ‘a7 1 . o
. o o [ © Tinklo i¥plitimas
o { .y
Siapsinis Agregaty
atpalaidavimas jtraukimas

lpav.Ami | 0i dO tarpl NstelinLolspeiitnmd meachpmOzmgs egddaij

agregat ai pasklinda tarplNstelindje erdvaje, o valia
fibriliniai agregatai gal i b1t aTaapatdup)] i epenéaije
amiloidai, kurie valiau gali bilti DZraukiami grsigi mO
(C) Agregataingpsi. pAgpabaidavi mas gaéi ad®Fjyks, wdat masli
fiziologijos ar egzocitozas bidu kaip (B) variante. C

|l igose (prietah20l0yt a i § Frost

Kaip jau minata, angll dsuddilijegiali bt D42 k€ glpt ¢

svei kN | Nsteln patekn amiloidiniai agregatai
fibriliO formavi masi s ymamatyvioss foprmoes osa,l
sNveikaujjae tiarr psusdavryo | i ni jinius, b ietoal. 2001). g k a
Procesas siejamas su baltymO oligomer O susi
il gdjimu bei linijiniO agregat O s ud gagindma Dz
agregacijos @gingsniai: ibrgdjdoogadi G st ammae in m&s

susidarymas (Mauret al.2006, Nielseret al.2001).
Tipinis amil oi do g e rag fazeskuripsrmetdoensuajasi brandwoligio d e d :

amiloiddO virtimas fibrila@mis nar aeta.208iTk amdasii
fazaje branduoli O susidarymu wuynrgai masi kDZma s ¢
strukftiTorrNN 1 i O pirmtakN. Po to dmmrddrmer apmso cleess
el ongacij N, kurioje greit a@ial 2007d Bi¢lsenetfali 2001). | i O
El ongacijos fazaje bet koki e agregatai, di de
atlieka br anidruorleak cvigjiad nveynkDZt a t ol kol tirpsé

11



pavirsta DZfilagfialziarsi us gagr e@gatfuisbh.ri | i O augi mc
kai p pradina konetak20@7y. acija ar pH (Lee

j tir pal Kos,putrundpiama $ibrilizgagijotagf aza, o patkashBhit é
vai dihnemBZL kuoja baltymO konformacinius epaky] |

2007) . Buvo pastebdta, jog esant t oxiDZmfse rsrid
reakcij N, net k WlichaehsiMantenl zyegit i isa u dToojkainua at vej u,
atlieka fermento aktyviojisubesntrrad ov aiad menre DZD.

MichaelisMent en | ygt DZ kai memgteirnasskianeti hosmNmd &e

bl ti ugragomas taip:
F+M 2z K M*,
kur Fi f i b Miilm@nomerasF* i i | gesnd FMibrumAN bai kN ec
kompl eksas, kuris gal.i b1 ti aptinkamas nuo p

DZ f i(Milto Btlali2013)

1.3.Ami l oidini © fibrilid ilgaji mo
FibriliO elongacijN charakterizuoja ter mod
barjeras, kur DZ bal tymas tur.i DZei kti, jog ig¢

entropinis indaliai rDZ gd Mt rempeirdgk §iN.p arloskrsk wpsr,o
Naudoj ant skirtingus peptidus buvo gaut. p a
agregacijos trau20dylas ( Knowl es

Ami |l oi dogenezas ter modi nami d&macijosdaugiausiai duvoa i
gal i ma rast. vi eahad.@® 13pl t Mokjsé i O Bokbal savo
degi mties skirtingO baltymO termodinaminius
rodo, kad aktyvacijos entalpijos visab/ejais yra nepalankios, o aktyvacijos entropijos palankios.
Tod&l daugelio tirpale esan]| i Centropos kanpgnsacios h a |
rei gki naygad.2002Buel |

12



1 | enfteelmo.di namini O paramenu®tatyestiekdpebDummanPs met

duomenimisi mt ai's i g | iter ataflal.2082).(pritaikyta i¢g Buell
Baltymas PG* [ KIm| oH* [KJIn TeS* [ %@sam298K)
Gmogaus gliukag|{ 162+4515 30,0 K 13,8 N 18,
JauihsuliooBigr andi n{ 162+4415 35,0 KN 18,8 N 16,
Gmogaus42Ab (1 59+4,0 14 66,1 N 60,2 N 13,
Jaulio insulinal| 250+4015 102,5 KN 77,5 N 9,
Mieli O Ure2p 9,6 +4,0-1,5 27,0 N 17,4 N 15,
Jaul i &HP I 3K 20,4+ 3,9-1,5 42,1 N 21,8 N 13,
Gmo g a tnskrodiobulinas 16,7 +5,21,5 48,3 N 31,6 N 15,
J a u |-lakmlbuthinas 135+4,1-1,4 107,0 N 93,5 N 15,
Gmogaus |lizocim|{ 250+4,015 167,7 N 142,7 N 20
G mo g hzacsnas (redukuotas) 99+4,1-1,4 68,0 N 58,1 N 17,
Gmo g a-sinsikleldas 139+4,1-15 71,0 N 57,1 N 11,
J a u |-lakmglobulinas 31,8+3,91,4 83,7 N 53,9 N 14,
Baltymas gal. tur at. daugybi konformacini (
ir nevienal ytas, naudojanlios daug silpnO n

energijos. Tik neseniaib u v o pradata supr as sukurtag piltueosformms o ¢
(angl.funneks haped) model i s, pagal kur DZ pol i pepti d:
DX ei kiis skirtinghvener dNetrii madd viloearl rjtasgtrmyivii( NDZf yotrim|
kirsti didelius kinetiniub ar j erus, o tam rei ki a nlehmead.ZDO7ki e k
Hartl et al.2009, Hartlet al.2011).

200

mmmm Aktyvacijos entalpija
| s Aktyvacijos laisvoji energija ]
e Aktyvacijos entropija

100 — -

i _

Energija / k) mol ' ——»
[=]
|
i
-

=
=1 =] W
=1 — = . —
0" g - g 2
g jor) ~ ] & T g - = &
L& S 8 Vi n E o H 2 |
£ @& 4= o v E I
5 4 24 S 2 4 % 8 4 § 3
_200 [=18] =1 —_— —
2pav.l gmatuot® ir apskailiuotd® ver|]i O apgvalga. Visos
entr opi ji padankdsgiateiksle pliai matosi entalpijog nt r opi j os kompensaatal a (

2012).

13



Apie 90 % visO | Nst el &sDZk adpimesnidimas Nes visada n i
bal tymo susilankstymas gali b1 ti teisingas.
entropijai gali susiday t i net ai syksiionsg afi orsnucssi,| aamk st aupi n
nenatyvi O sNvaeaevkO.fuonElandpedp Abal t ymo susil ankst

tai komas ai gkint.i ne ti k nat yhatymafornfoosusiargmuis u s
(Hartl et al.2009, Hartlet al.2011).
LA s, C AS2S
A S Tisivyniojes baltymas S5 G0 5B
|
|
|
|
f\ !
:gﬁ Tarpiné Q,% %
& stadija Oligomerai
Dalinai
susivyniojusi
stadija
MNatywvi
stadija Amorfiniai
agregatai
[
R
" - 4§
Amiloidinés
fibrilés
< Vidumolekuliné sgveika > = Tarpmolekuliné saveika >
3 pav. Pi Il tuvo for mos | ai augsischemager viajieadupjpanrigi bal t
energetinius barjerus natyvi ai for mai pasi ekt.] (gal i
DX ei kti viena ar kita konformacindi batapmbi adwsidNj aopr
susivyniojimo metu atsiranda tarpmolekulind sNveika
agregacij N. Tuomet susidaro amorfiniai agregatdibritb
(raudona spal vaetal20ply).i t ai kyta i g Hart]l
Lai kui bagant buvo pastebat a, kad fiziolc

stabil esni nei nat yatal2® a2} ymGabkt makt &rgti ( B

stabiliausia baltymo konformacina stadija.

14



14. 1 nsul inas, kaip amiloidiniO fi

I nsulinas yra genetigkai t ol i nin wivo, b atl a |yimeQy,
lengvai sudaro amiloidum vitro (Dzwolak et al. 2004, Dzwohk et al. 2005) Be to, tai pirmasis
baltymas, kurio savai nmvitoBualgtrale2gl)ci j a pr adat a

Natyvus insulinas egzistuoja heksamero for
stabilizuojamasi® ci nk o efjabh00 7)L.eeEsant gemoms baltymo

gal i b1 ti di mero formoJam, jlad pHusyirdaar y & Op
koncentracija turmLBS$ant di degné@ninmar A5y gnope
jis yra kof or maci gkai stabil us, O esant tirpale
monomero formoje (Dzwolakt al. 2005, Nielsereta.,2 001 ) . Tal i au i nsul in
tirpale formuot. amiloidines fipHi i &s, mpagka
(Nielsenet al.2001).

Galimas kinetinis fibriliO susidarymo meoc
I giri mas, branduoli O susidarymas ir fibrildi
stabilizuoti gthahkasiamedri aiocinjego jDA . Kai ti k dis
branduol DZtoliau reakcija vyksta | abai greit

kitu ar su skirtingo dydgi etab2007gomer ai s, for
Taigi, bandymams, kaip modelinis baltymas, naudojamas insulinas, nes:
l)yra ger ai i gstudijuotas fibri
2)gal i mal aggiaugibalNt ynraN;yv O
3y suf ormuoti fibriliniai agrega
bal t ymO f &brilesuoj amas
4) pigus baltymas (Leet al.2007).

15



2. MEDGI AGOS | R METODAI

2.1. Naudoti reagentai

1 Agar Scientificanglimi dengti vario tinkleliai (Formvar/Carbon 300 Mesh Cu).
Carl Roth sunkus vanduo (99,8 % D).
Fisher Scientfic acto ri%ggtifsosf®9,05 riggtis,
(GUuSCN), natrio chloridas, natrio dihidro fosfatas, uranilacetatas.

1 Sigma Aldrich etanol i s (99, 8 %) (Et OH) , re
tioflavinas T.

22.Naudota | aboratorina DZ anc
T Cenrifuga ATechnico Maxi f.
T Elektroninis mikroskopas AFEIl Morgagni
f Fluorescencinis spektroskopas ACARY Ec|l
T FT1 R spektrometras ABrRiik.er Optics ALPHA
1 Kvarcina fluorle$0omemhci na kiuveta (
T pH me®riasn ADUAL STAR Meterf.
f Realauslaik®® GR apar at as-GAQeé aQen Rotor
9 STkurinid maigykla AVELP SCIENTIFICA VOR
T Svarstykl as: iAKERADe&C\Be r4-DIDA it r ument TP
9 Gildomoji magnetind mai gykl ad AVELP Sci e
T Termomi kser MBRADBMABI S
§ Ultragarsinis horageniat or i us ABafidel in Sonopl us

2.3. Metodai

2.3.1. Fluorescencijos matavimas

Insul i no fi bri Isit@ bfi ecnamtaivirfmlaksiijisnso T ( ThT) , S
besijungianl|lio dlagor e $ omait julk ma n470nnbangosilgioc pr
o emisijai prie510nmbangosilgio ThT pri sijungus prie fibril
nei tuomet, kai stebima jo vieno fluorescendffdudsonet al. 2009). Eksperimentaatliekami su
real aus | ai ko PG®&gapar °f)ukirid\@epadompmas mpoatg a | pas.|
bet puikiai tinkaagregacijos tyrimams.

16



AP

Kameros Detekcijos filtras
; oro srautas
y N T 2L Ml Linzé

Rotoriuje
besisukantys
mégintuvéliai

LED
§viesos
Saltiniai -

4 pav.MQuaigen Rotogene Qfi skersinis pjlvis. Visi 36 madgmatuva
Prietaisas turi LED gwiiesms datl @k tnd wismo 6f islRiageddsi digré g1 as
201404-22).

Prietaisas talpina 36 magintuvalius (200
metu sukasi 400 apsisukimO per maighot &varieol
dalyjg k ur matuojama fluorescencija. MiginWNs 10g
nm bangos ilgio gvies#&5inmdeaergo s Qinges)iidha v @
2014042 2) . Viso proceso metu palai koma pastovi

232Amiloidini O fibrilid ruogi m

2.3.2.1 Aktyvacijos energijopr i kl ausomybas nuo baltymo ko

I nsulino amipaido grkunofd Hmghl idamsul i no tirpal
100 mM (pH2) fosfatiniane buferyje (PB). Inkubacijavykdoma 24 valandas, esant A@C
temperatirai. Norint homogeni zuot. suagregayv
apdorojamas ultragas u . Tam fibrilas skiedgmlamigi n25u vikd
homogeni zuojamos 10 minuli O (30 /a3rpd iulutdrdgga
ultragarso homoYJeantgabru ViakdWidda Tadipha mé g § n d

fibrilmasudomjldamus kaip sakl a.
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http://b2b.qiagen.com/products/rotor-geneq.aspx#Tabs=t1

Skirtingmar uo ¢poinaknuoss oj ant i

24 val., esan60A C

2322 Sajisnmkoi rti ngomi s

temperatirai

sNIl ygomis tyri.
nsulino tirpalN
T u o mekaipZ.3i24 skirilj@d s h o mo

2 |l emMtomlodmer o tirpal ai heterogeninio sajimo eksperi me
Insulinas, mg PB, Et OH, Acto r Gaunamas tirpalas
1000,0 - - 5 mgimL insulino 100 mM PB (pH2)
50 800,0 200,0 - 5 mgiL insulino 100 mM PB (pH2), 2@ EtOH
800,0 - 200,0 5 mgimL insulino 100 mM PB (pH2), 28 acto r.
TokiubT du paruogtoauflopambédskabpi sakl a.

2.3.2.3 Stabilumo ir infraraudonosios spektroskopijos (FIR) tyrimams

Par uo gd lkainrotsi ngos

inkubuojami 24 valandas 60 C

ami | onsdinomdsnofmeboiltdg.pala

temperatiroje.

3 | e.Moreiméio tirpalai stabilumoir KT R t yri mO fibril dms ruogti.
Insulinas, mg PB, 1 M NaC|Et OH,| Acto r Gaunamas tirpalas
1000,0 - - - 5 mgmL insulino 100 mM PB (pH2)
900,0 100,0 - - 5 mgiL insulino 100 mM PB (pH2), 100 mM NaC
800,0 - 200,0 - 5 mgiL insulino 100 mM PB (pH2), 28 EtOH
5 mgiL insulino 100 mM PB (pH2), 28 EtOH,
5,0 700,0 100,0 200,0 -
100 mM NacCl
800,0 - - 200,0 5 mgiL insulino 100 mM PB (pH2), 2% acto r.
5 mgiL insulino 100 mM PB (pH2), 2% acto r.,
700,0 100,0 - 200,0
100 mM NacCl
Tuomet fibrilas toliau ruogiamos, priklaus
233.El ektroninas mikroskopijos mé
Norint DZodyti, jiad niiakr aigr @eg%ii @amgo &bl &
350L tirpalo ugnegama ankti Gnigti pio dmémagt @s v a

ugnega@la ®Ba o
DZ el ektroni nDZmi kroskopN.

Nor i ntfiibgtiilritOi
(2.3.

fibril

as

(uranilacetato) Piarupagt4as smakim

234.Fibrili Otysmasabi | umo

st arba tl TurmeNg i jaot diksltkptaai smadpd. o ST uok
2 . 3amos $2R yin.j 14600 apsi/min)gm it w i b wg u e up

18



resuspenduoj amos 2 0 0nudentrifugupj@mosVPragesi@&i@dmais 8 karua.
Tuomet nusiur bus ss eguspendunjanegos N 0,5M bQuSANE ir

homogeni zuoj amos, kaip nurodyt a 2.3.2.1. S
koncentracijO denatiranto tirpal N, kaip nuro
nakt DZ
4 | etalbdl umo tyrimo magini O ruogi mas.
6 M GUSCN, O L H,0, O L Sakba, Gauna,_m? den
koncentracija tirpale, M

1000 3400 1,25

1200 3200 1,5

1400 3000 1,75

1600 2800 2

1800 2600 2,25

2000 2400 2,5

2200 2200 2,75

2400 2000 3

2600 1800 400 3,25

2800 1600 3,5

3000 1400 3,75

3200 1200 4

3400 1000 4,25

3600 80,0 45

3800 60,0 4,75

4000 40,0 5

4200 20,0 5,25

4400 - 5,5

KitN dienN kvar ci namLea0M uTvheTt odj iB00pdaulimeak \jio enao
midgiini Onaudojantis fluorimetrusmgadioniamai mé

450nm, o emisijda nuo 480 nm iki 520 nm.

235.Magi ni O r ulR spekiroskopijd T

Paruogtos skirtingos f i brjambos§28 mif.,214080 aps./rBin), s k
nusi ur bus supernatantN rsengiejos pvandedsu @P)a mowa | 50
nucentrifuguojamos. Tai kartojama3 kartus. Tuomet nusi ur bu

resuspendu oD@ vataviman® naldojamas Gaffansmisijos langelis, su 0,05 mm
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t ef |

ono

tarpine,

(oro) ir gryno sunkiojo vandengeaktrai.

Spontaninas

nurodyt a

236.Reakci jos

236.1 Spontaninas

mi gi ni O

agregacijos

DZ kio. r Kigkviengsn spekisasn @aunanthaip 66 ma
interferogramb “viedot kiusj jasanPr2egmmagi ni O

~

a g rpeag aucoi@jskasngi insylind nmoaomero tirpalai, kaip

5 lentel aje.

5 lemé¢ekdijos migponbanuogsmagregacijos tyri mams
Insulinas, 1 M NacCl, 5mM ThT,
PB, N Et OH, | Acto . Gaunamas reakg
mg oL oL
5 mgiL insulino 100 mM PB
198,0 - - - g
(pH2), 50 O
5 mgiL insulino 100 mM PB
178,0 20,0 - - (pH2), 100 mM NaCl, 5@ M
ThT
5 mg/mL insulino 100 mM PB
158,0 - 40,0 - -
(pH2), 20% EtOH, 500 M T
1,0 2,0 5 mgiL insulino 100 MM PB
138,0 20,0 40,0 - (pH2), 100 mM NaCl, 2046
EtOH,500M ThT
5 mgiL insulino 100 mM PB
158,0 - - 40,0 -
(pH2), 20% actor., 50 M T |
5 mgL insulino 100 mM B
138,0 20,0 - 40,0 (pH2), 100 mM NaCl, 206

actor., 50OM ThT

Magini ai

55AC, ABOAGS5ACO

2362 Aktyvacijos

Norint

skirtingi

bal

sakl

t ymo

oS,

nustatyti

kaip

energijos

energetinio

nurodyt a

i gpilstpmi 20Z MBgi ntsk &ltjimgatslei ¢ lea

pri kIl awimammy bas

ski edgi apmndeslama KhT ir hanodenizaotos s

l entel aje.
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6 lemeakdaijos

mi gnergeiird barjero griklansodyd s nu o

bal tymo

10 mgimL, 5mM ThT, Sakl o
- PB, N N Gaunamas reakcijos
oL oL oL
98.0 5mgmLinsuino 100 mM PB (pH2
' 0,lmgmLs ak 1l os
4mgMmLinsulino 100 mM PB( pH2)
80,0 18,0 -
0,dmgmLs akl os
3mgmLinsuino 100 mM PB (pH2
60,0 38,0 2,0 100,0 -
0,dmgmLs akl os
25mgmLinsulino 100 mM PB (pH2
50,0 48,0 -
0,dmgmLs akl os
2mgMmLinsuino 100 mM PB (pH2
40,0 58,0 .
O0,ImgmLs akl os
Taip paruogti maginiai igpilstomi DZ magi n:

temper atAlO, ABs5AGBAC, AGD

Agregaciij os

2.3.6.3 Saj isnkoi rti ngomi s

SNl ygomi s

pri klausomgbédsg inaki rstNil yggiO rteyak

koncent

tyri|

Tam pagaminta sakla (2.3.2.2. skyrius) maigo
7 lemeéeakd@ijos mi ggregaciiOspr uk§amasmybads nuo sNIlygd tyrinm
Insulinas, | PB, 1M EtOH, Actorr., 5 mM Sakl
- - - - Gaunamas reakcijo
mg OL| NacClI , oL oL ThT, oL
98.0 5 mgL insulino 100 mM PB (pH2), 50
’ OM ThT imLs@klmg/
5 mgiL insulino 100 mM PBpH2), 100
78,0 20,0 - - ~ _
mM NacCl , 5@Imgnils Bk T
5 mgimL insulino 100 mM B (pH2), 20%
58,0 - 40,0 - . -
Et OH, 50 0,OngmLTshaTk,| o
5 mgiL insulino 100 mM PB (pH2), 100
1,0 100,0
38,0 20,0 40,0 - mM NaCl,20% Et OH, 50
O, lmgmLs akl os
5 mgL insulino 100 mM PB§H2), 20%
58,0 - - 40,0 . _
actor . , 50 O0O@MyMIHhak!| o
5 mgmL insulino 100 mM PB (pH2), 100
38,0 20,0 - 40,0 mM NaCl, 20%act o r ., 5|
0,dmgmLs ak !l os
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Paruogti magi ni ai i gpil st omi DZ magintuval
temper atAQO, A®BsSAGHAG5AG 0

237.Duomen® anali za

2371 Spontanina agregaciij a

Amiloidini® fibrilid spontanind formavi mo
kreiva, kulagif agési dedd iiagt augi mo fazas(Bpav.) pu:
(Nielsen et al. 200 1) . Dal paprast umo IsWg iy On tp o DZe a ik
susidarymui , ThT fluorescencij a ugr agoma k
eksperimentO doomahiysuoyraai . Nor mali zavi mui
perskailiuojamas pagal | ygt DZ

Qe = g (1)

kur lnomyra ThT fluorescenci ] b 3%$hT fluoresceadija,lg,u ot a
magi ausia ThT fluor eslgdmndidjgdsauis e iak grnsal rkierli ek gvr
kreivaje.

Tuomet duomenys gluodinami sigmoidine Kkrei
Gt @
% oy
1+l
kur Y yra fluorescencijos intensyvumas,i laikas ir X yra laikas, kai pasiekiama 50

@= Gt G+ (2)

maksimalaus fluorescencijos intensyvumo.
FibriliO augimo greili a/(Nasansttal2@0l)a apskai | i
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ThT fluorescencija

Y=y,.+m,x+y‘f+,:l_£x
Y tmx l+e *
—
Lag laikas = x, - 27
t, min
5pav.Schematind ThT fluorescencijos augimo kreiva, at s|
(pritaikyta ig Nielsen et al. 2001)
2372FibriliO stabilumas
Nustatindjant fibrilidO stabil umo prikl a
fluores@ncijos intensyvumo spektrai nuo 48m i K i 520 nm. Nubrai g
intensyvumo ties 482 nm priklausomyba nuo de
Kiekvienas kreivas t dlglkyagst O¥er skai | i uoj amas p
2.3.7.3 FT-IR spektrai
Ilg g&u fibrRI &Pe EtTroM ir ®Oispektraijt o met apskail i u
i g v esutldghuddinima a gk O.
2374 Fibrilid® ilgajimas
EksperimentO fluorescencijos kreivas no
nor mali zavi mui , k ipadadlimamasnga sd ikdrgaiiakdpsnatsa kk &9 v aj
didgiausio ThT fluorescencijos intensyvumo) .
fluorescencijos i ntensyvumas yra tiesiogiai
linji nDZ gl odi ni mNg raepistkias | é i@ tampss e i pr agaviyas

Tokiu atveju gluodinimo bidu gautos Kkreiv:
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koncentracijos sandauga yra | ygi gawmanogijeos$ D

padauginus i g mol i nasmgmaihstligonattinkk 8HdMe nt r aci j os

1,04

0,84

0,64

max

~ 0,4_

0,24

0,04

0 50 100 150 200
t, min

6 pav.Gluodinimo pavyzdys.

Ne visi termodinamin a i parametr aidasrkbad | meitoy amér a de NI
koncentracijai nustatyti. Tad naug ant i s t emperatiros prikl aus

gr eialpisk,ai | puogambsaktyvacijos energijos.
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3. REZULTATAI | R JO0O APTARI MAS

31.Spontaninas agregacijos tyl

Insulino monomeras pont ani nas a doruevgoa ca tj loisk t tilygosnikridari t i
temper&GBbAQ,dAB 0AG5ACN. | ¢ Matoma kae tirpals ésant etanolio ar acto
riggties, fibwalliizwcit al ipace sDZdemdali ws pnoin d dnje w
prasideda gymianerogpeailei be pHeki Gopri edO.

0,81 5o
g 8o o1
T 0,6- ° o ° 2
@©
_£E O O ° 3
N’
= 0,41 32 o 4
IS ] (@ O O 5
- & Q 6
= 0,21 o S
1 SIS
/*'/ ‘é
0,0 Gl
T T T T T T T T T
0 100 200 300 400
t, min

65 AC nmiL msunetirpalasioo raM . 5

7pav.Sp o nt an iadjasekspgegnmemtigiai rezultatai e s ant
2) su 100 mM NacCl,

PB (pH2) 510 Cove TphaTpi | domO pri edO,
NaCl,5) su 20 % CHCOOH, 6) su 20 % C}OOH ir 100 mM NaCl.

eksperimentinius du

Naudoj ant apdorotus
a (Avheniukkgd d rndBidneaitt amspe kai 1 i 09

rtilksliok, gem aksperimantingai dbnanys a i
gACi i bk tuldiah d &) rvayphe @ t |
pr i edplgjs dubn@nys p

energija nesk

pri klausomyba nuo

aktyvacijos energij® (8pa v . ) . Gaut os

i gsi barmpakil airdasu.riTaip
DZ a k ptocesamsD e sme @ ims o mO

dar yti
aktyvacijos

nepati kimi, tad ir
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1,01 051 -2,07
1,51 1,04
1 . 2 3
2,0 + L]
S 29 S
C'2,5 c C'3,0'
£ £, =
-3,01
307 351
-3,51 |
Ea=90,6° 2,7 J/mol %% Ea=100,5° 0,9 J/mol Ea=29,6° 1,1 J/mol
-4,0 T T T T -4,0 T T T T -4,0 T T T T
2,92 2,96 3,00 3,04 2,92 2,96 3,00 3,04 2,92 2,96 3,00 3,04
T 10K 7! 10°K™* T 10K
1,0q 2,0 -0,57
1,51 ° 4 5 1.0 6
2,01 ] 1] y
' )
C—2,5- C-3,0 c
= - — 25
3,01 + +
35 30
35 0 35
Ea=44,6° 1,8 J/mol Ea=67,2° 2,4 J/mol
0 292 2,96 3,00 3,04 0 292 296 3,00 304 0 202 2,96 3,00 3,08
7' 10°K™ 7' 10K 7' 10K
8pav.Spont agri engiasc iaj Aureenigsk e 0 | d B iratadssekai | i uot os ahlinsulimoci j o
100 mM PB (pH2) 5@ OBMpThdomO priedd, 2) su 100 mM NaC
mM NaCl, 5) su 20 % C¥COOH, 6) su 20 % CHOOH ir 100 mM NaCl.
Di dgi ausi as eakeija icijjlob sikakngas knsukno tirpa u i be papi
pried@ GrmMuNacCI Kitomis sNlygomis reikalin
gal i biti dal to jog esant 20 % Et OH ar act

Naudoj ant

Gaut.i i nsul i

el ektroninDZ mi kroskopNi thiuwnds DEii

) .

n

agregat O

v ali

zdai

(9

pav.
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9pav.Gmogaus insulino fibrildas 100 mM pH 2 fosfatiniame

Paveiksle matoma, kadusi dari ukaoskdritbamilasapsi vej a

didesni us dar ivarjucjamagdapy® nlbgi 8,5 Om i ki 1 Om.

32Amiloidini O fibrilidO stabilu

Atl i kus denatiracijos tyrimN pastebéat a, k
ne vienodai stabilios.Cll gi rl0Oe tpanvceliiRZs a bbe snait &jn
t er modi n a rausgstatElumo, pygimaat gu amiloidiniais agregatais pr i ed O. Ta

duomenys rodo, 9% oagctfoi brriig gatsi st ob2d | gdgrtuisekso smii

stabilesnas, nei papinjaotmus tfaiihr ijloigs v(ileln apa ve.
stabilumui, taliau fibrilas su etanolio ir d
su acto rlggties ir druskos miginiu.
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|ty .
"1 e .:

:
< 064
s
_E
= 04 +
E
< 02-
] ..
0,0 - 8000000000
T 2 3 4 5 6
[GUSCN], M
10 pav.Fi brili O swabimybéo npnwikikieansSarglimL ansulino 100 mM PB (pH2): 1)be
papil domdO priedO; s220%€@®WH.100 mM NacCl ; 3)
10{ § 00
_ 8'330.6 ® 1
0,81 é ® 0?2
’E ] é e 3
=0 A e 4
'<0,6 Y
£ ¢
= ¢
,20,4-
E .
-. ¢ 3
= 0,21 #
_ o
®eeeest
0,01 ®e00080000
T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6
[GUSCN], M
11 pav.Fi bril i O sawshdrhyubmi mud ktdlenatliranto kiekio. 5 mg/

papi | do mOsupa% GHEGDH; 3% 1M mM NaCl ir 20 % EtOH; 45u 100 mM NacCl ir 20 % C}COOH
Gali bilti, jog taip susidariusi O fibrilic
vandeni |l i na doslpbipnaspyicd e nhdll ramt ui
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3.3. FT-IR spektroskopijos tyrimas

Buvougr agyt.i fibriliO infr arlafuodta, esargijaip 16Qie k t
1620 cnt, yra spektrin& insulino amiloidiniO fi
apibldina skirtingO fibrilliiC kbiest aDZknhaogselsinG G tr
stipresnius vandentiall2004)i us rygius (Dzwol ak
5 =
S8 Ss

S T
I 1629
8 g 1627
3 1 @ 2
1680 1660 1640 i620 I1600 1680 i660 ‘ 1640 1620 1600
Bangosilgisgnr! - Bangosiilgisgnt?!
%8 %,
=) o s
Ie g
T2 °

I 626 g

g g, 1624

S | 3 o 4

8 : : : : .
1680 1660 1640 1620 1600 < 1680 1660 1640 1620 1600
Bangos ilgisgnr! Bangosilgiscm?
3 S Sz
=3 e
T 8 oy

3 1621 =] 1625

3 S 8 6

I 1eéo 1éeo ie4o 1520 1500 1680 1660 1640 1620 1600

Bangos ilgisgnr? Bangos ilgisgnr?!
12pav.l nsul ino amiloidini® f5rhgmL insuli®o LOthmM RBr(Ha) i pnbej ipappe
priedO, 2) su 100 mM NacCl, 3) su 20 % Et {@BOH, &)u2866 20
CH3COOH ir 100 mM NacCl.

|l pavei ksl o matoma, jog fibrilid su acto ri
spektraiy a ¢gi ek tiek pasislinkn DZmagesni O reikg
4, 5, 6 dalys). Tad galima teigti, jog ¢gioO



susidar o sktlaobsitldesssn 4P & libe g & s tmasddesristi v b raisgantings
GUSCN esan0 % actor T g g20Mvecta | ggt i es i rbei 200 @tanolidir 208 G\
NacCl tirpaluose

34FibriliO ilgédajimo tyri mai
Homogeni zavus suagr egayvusO bbaallttyymoN, moj niosmeh

stebimas agregacijos procesd&adangi g ireakcijatikrai vy k st a, amil oidinas
naudoj amos kaip s &kl gradadinkasestisi modelis lproc@sainseito,d 0 j i

neinaty O baltymN destabiliilgwNoijlantk,N mauvyadhdgiuine
fibrilizacijos | ai kN bei e k sper i(l®pan)t(Dewolalget | i m
al. 2004).

13pav.Spont ani nds ir sakl i n&sghsénguline t0a mN PBaE2)5p0a | /My i Tnhi Tma se. s
mgmLs Akl os be papi | dsongtél insulinoaad &M PBI(PH23AC . OM ) ThT, 65 AC.

S4jimo eksperimentOométami neu tegn lBa ta,ttdkip & 0
eksperimentadt dley adée aNsit le@til gaj i m
341.Aktyvacijos energijos priklausomybas

Manoma, jog tirpale esant skirtingai bal t

energijos kiekis amiloidogenezei inicijuoti (Bualt al. 2010). Ta|l i au eksperi ment
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