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] VADAS

Neurodegeneracinas | igos, kaip Al zheir
siejamos su afmod madimiaOi fiNMepaiHant 1igOd sk
pasi gymi panaigsivadamortfiolioggiklass kia®t oj geli d®s|
fibrild6i agagiemgagakotyos struktl r oisl)pumigogdau
(Zhang et al. 2009). Manoma, kad vtro bev ei k Vvi si bal tymai ir
fibrilinius agregatus, nuo netvaklkosntgYt @motr
(Chiti et al. 2006).

G mogaus lizocimas siejamas su pagine agregacijain vivo (Chiti et al. 2006).
Vigtos kiauginio baltymo | izocimo (HEWL) t
identigka ¢gmogaus |lizociimuipatDéls ¢iadkDepramoma g

puikaus tirpumo vandeniniuose tirpake, v gt os ki augi ni o baltymo

modelinisbaltymasl i zoci mo ami | oi dSwanEnatkan atsl. 20Milizocimo o s e
fibriliO formavi maslomsetugen @t yfviizoisni fso rpmoosc els ia z
sNvei kauijjae tiar pwsdeawy | inijinius, biologigk:

Kaip ir kiekvienN reakcijN, amiloidinio
termodi namini ai parametrai. Taliau iokiidi giaa
fibriladas, kokios sNIlygos tai |l emi a. Todal

savaiminei lizocimo agregacijai
Darbotikslagat | i kti vigtos kiauginio baltymo |
Darbo ugdaviniai

1. Atlikti lizocimo spontann a s agr egaci j os bandymus ski
2.1 gtpHrt i denat 1 r anatkdlb(rGrdd HCIs)usDZdar y mui
3.1gtirti joninas j&dgos ir denatlranto |

A Apskailiuoti faikbryiviaic® j ©ssiedhamrygmg N



1.LI TERATT ROS APGVALGA

1.1 Amiloidai
TerminN ,,amiloidaséo6 1838 Matthinsalakehs s u g
Schleidelas nor d&damas apibidinti Dzet &, 201K).Ruedolfgsa | O

Virchowas1 8 54 met ais ¢gDZ t eindnjlen Nepavhroppoamedisy
i gskirtO darini O reallggitjabhiem pbdej ai s pmbgi i
mal yirvdiol etine spalva. Gios DZceliuliozn pa
amylon, lot. amylumi krakmolas] (Majiet al, 2009; Sipe and Cohen, 200@)859 metais
Fridrichas damesdiKdkubbtaazoem koncentracija al
masa yr a neangliavgnaesmi, kaip galvota ikitol (Sipe and Cohen, 2000).

NuoXXa.amgi aus amiloidai apibldinami tr
2005) : specifine sNveika su Kongo raudonuoc
spalvos fibrilas (Puchtler and Sweat, 196"
m kroskopija vizualizuoj amos ami |l oi dlROna s f

di ametr o, s-85dvap lyd loiso imr o2 f i | a me n t)Ob-klosBfta p e
pol i pepti di m&&t Bkrlaonsd it nCA si Sy$st tdriesrt ay ganriistatomasl & s

rentgeno spinduli ® difrakcijos analize (Mar

Amil oi dai s yra vadi nami net ai syklIl i ncg
fibriliniai agregat ai (Si pe karedkirilGichem, d¥ o g
ani norl ggli O seWKaaar eas@anti rne mgttiikktb ms muwsdtl iy
mor f ol ogijos amil oidines fibriles. Gi s pr
baltymO sintez&s sutrikimais, tevmpkanatsiur onse

jonais ar cheminamis modifikacijomis (Stef a

111. Ligos, susijusios su netaisyklingu be

Buvo nustatyta, kadna ¢ i a 28 skirtangi baltymai gali agreguotiin vivo. JO
amiloidogeneza, s INil yiggknais, ski ef iamgo mius daug
sudaryti fibriles s u panagi a struktira ir (.1 paw.p 8w mi s
tvarkingomis netaisyklingai susisukusi O ba
siejamos ligos vadinams a mi | o Visli suzaanmii Iso.i dsouzsdinmins bal t yma
str ukkidftamiumuii u gebdj i mu pakei shti k|l &8s nh§ pbsttnrhuckbtjiN
(1.1 pav) (Merlini and Bellotti, 2003
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Poliarizuotos
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11 pav. St ruktirinds .
imunoglobulinoe | engvosi os
di frakcijos
protofibriles. Dgi ndj e par
Elektroniniu mikroskopu (x100,@0)

Kongo raudonasis i

Bellotti, 2003)

&Kraii |r phijateddotoslizogingob fiasistiretino, apolipoproteino - ir
grandi vildlwyevai mdudsgamas ukmitosdin

vbhekil zocsa sy,t a i csit i gudGrelinmos bnii kalmo smdtsy vjuingi asi

odytia) Baopofkieblriidsis(4susi vynioj a
nustatyt a&10nmd Sk emrs mhi dDBsittdeargpatsir N

r taip Dfalinamas fibril iMerirsanebaij i

Amiloidozes galima suskirstyitdis grupes:

f neurodegeneradi ligosi b al taygmGe gaci j a

1 lokalizuotos amiloidoas :

pasireigkia sm

sergant ¢i dOsdnkaupbsiramdamds &ikro a g r

tipo audiniuose, bet ne smegenyse;

7 si stemi nasiagmielgaicdgaapasirei gkia

ll entel aje pate

daugel

i ki amos kelios amiloidozas i
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1l entDalgdhi ams il o$ dozas ir | as s upiakyiaiagpt Stsefbanit yanad B[Hol

Liga Agreguojantis komponentas
Alzheimerio liga A b ppdas, tau baltymas
Kempinliga Prionas
Parkinsono liga Usinukleinas
PirmisontBemi Wdzamil oi Iglengvosioggr ansdianrdba j O fragHt
Antrina sistemina ami/l oi|SerumoamilalasA
I tipo diabetas Amilino fragmentas
Hantingtono liga Hantingtiras
Paveldimas i st ami hai doza Lizocimas
I njekcina amiloidoza Insulinas
Dagni ausi ai susirgi mai atsiranda save
formos. Kitos ligos yra tik paveldimos (ats
1.111Prioninas 1ligos

Prionirfbdildieddgyyrd npid inre uymadreig& ner aci n

Toki O sutri kiyaOCrepzeldy adgbail i ga (sCudngi fgat
encefalopatjdBSE). Sergant giomis |ligomis yNatpaverl
Il i gali i md ceikifcii onfitio r AYN Prionihis Paltymas (P t ai ekstr e
monomerinis bal t ymas, koval ent idik @hnishs and i j u
Takano, 200) . Manoma, kad g¢gisakiirnginiwng asi dgmdlto ma
Richardetal.2 000) i r/arba kontroliuoja v a&tal2002)j on C

PlPFerdvind strukt 1 r aUspirali®iamegidelo kiekimhikips i@ o £iFa i g
priegi ngadklodiGi ur inksimlidg ( Ohni s hi arada Dvisaknaturio , 2
(Smirnovas et al., 2011D & |  d i-kibstytOiprionob t r u &tabilumadfibriliniai agregatai

yra atsparls det dregamtnaems ,demrad ti akabni drjeniie@ t i r
skysliuose ar kraujyje bei i ¢gglp@@na virgkin

1.112Li zoci mo amil oi doza

Daugelis ekspemem@ntoamdo O kad aminorig
pasikeitimaiyraa t s a k ilizogjmo agegacijs pr.adMutNagenez &s tyr i n
yra aminorl ggldiad ol iDZkaaknMirastakspaafiaodsityr@arba pepti®
sritys, kurios linkusios agreguotfl.2 pav.) Mokslininkai TIginaukaig re

agregacijai jautrius arba linkwus agreguotis (angl.aggregationprone, aggregation

12



susceptible Gi e atr adi mai |l ei dgia nuspat.i amil oi
struktireal(2B0d) ri son

XXa. pabaigojdbuvo nustatytos dvi gmogaus | i:
D67H) siejamos su paveldima lizocimo amiloidgPepyset al, 1993; Boottet al,1997) Visai
a vej ai s kquigat phéieh di ma p elre ndioam tnRZna li enlDZ 0 DZgN
pranegta apie kitas tagkines mutacijas (F5
T70N/W112R) taip patsysiusi as su ¢i a(Swamindthamtal.a0A.s f or ma

- domenas

@-domenas

12 pav.Laukiniot i po | i zoci mo tr e{Plkasgpalva)srt 56Kt yrnosambdel ( 5809
struktira bevlea kkinreisd stkii p o absaplitoyaniad ss & g y iné § o dar teydJd & mi
Uspiral @&s .pagkentaurois dBi sulyfmadtiini rma u dtoinllati endépsa la\c apjady® i
(pr it aurkoyline al.j2@03).

Gmogaus lizocimo geno mutacijos yra susijusios su paveldima sistemine
amiloidoze. Gmoni O, serganli O gia 1iga, i nkstuos
krauj agys|!| as e aptimkamik didplie kiekia ¢kartaisr reet kilogramais) lizocimo
agr e (Paamdatharet al.2011).

1.1.2. Fi b rsusidan@omechanizmas

Norint gydyti ligassi ej amas s u amiloidinamis f
susidarymo Amiclhaind izmiN@arymas byraifitinis procesass kurio metu
pakitusios konformacijosb al t y mo mol ekul as sNveikauja t
bi ol ogi gkai neakt yetialu2001)aBagltyreogfiriliaacdja pfadldedakas e n
lizocimo natyvi s t r @& lddlifaii ¢ s i v yadaisusifaa labiau linkusi agreguoti baltymo
formai. Tokios dal i nai haltymo konfonmadcijgsupsnitakail ahi dr of obi n
el ektrost apradedaf ©r mNo ei k @auj us . Taipsusiblaonbikl |ionsi|uisC
struktgl kawg i O f o (LBipaw.)Damsoulindt al.[2008)1 & s

13



13pav.Si Tl omas | izocimo amiloidi ni(pi ratyvhsrbaltymagil) f dalingia vi m
i gsivyniojfns bdamenagim@s pi kal & a me siidseknyart U siums .a si tiEalkti ynrda
konformacijos pirmtakai(V ir VI) i bi klostespradedasudaryti ir kiti baltymo regionai. (VII) f i br i | i O nuo
Pavei ksl e nar a p dilelainarsljie gra visosd nusdy$e fstadijosaffitaikytai Boothet al,

1997)

FibriliO susisdaerjyamma s p rsauc els,alsby m®d wd li ig@ ms
linijiniO adgdegqat ®nd Og &lgirmignau DZ d ikidanstryg s s
pagrindiniai agregacijos gingsniai: brand:
stambesni O agr eg aétél.2006 Nielsratal200k).s ( Maur o

Ti pinis amil oi do ge tagfaze,kurigs mete ferswmjabrapdudia,i d e
obaltymovi rti mas fibrilamis nara pakaetal20e) ¢y
Gioje fazdje branduoli O dcalsiimdair y g iywymeirld
susijungi masstDZudkr d d i 2runt akk N onomRramsjungianisnprie
br anduroddesas perauga DZelongacij N, k etrali oj e
2007, Nielseretal.2 00 1) . El ongaci pgsedatzaij e diedirstakroik i
fibrile. Jai besiformuojangalaiat | i eka branduoli O vai dmenDZ i
nebelickdb al t ymo mooowmes &s baltymas phagf azda DY d
fibrili® augimo greitis priklauso nuoetd.oki

2007).
14



VienN agr@ggagisjg®2i ma at skatti bhudo knt ©i j d
reakcijos miginDZ sakdipsa (ambtol dOni ©gapgr mg
Pastebata, kad fibrifleirentgajpi mesakgi aNpé&cCh

fibrili®O gal ai gal i bibis ¢ e nitariakiosmi of ep mieat (
monomerai ar oligomerdis ubst ratais. Tada fibriliO il gaj
F + M ¥ FEM 1)
kurFif i b Mii ménpmerasF* i i | gesn & FMiitbrrunpdN loai kN e
kompl eksas, kuri s gal i bTti aptinkamas nu
D& i trauk (Mitoet@l2013)br i | n
FibriliO ilgéajimo -MentenlygtBZ api bl di na Micha
L — 2

kur M T monomero koncentracijaymad mMaksimalus greitis Vipnax = KoFg, ke T FM
kompl ekso susidarymé&ibZ br gk asngalKYi Mdnaelkog n e i
konstanta Ky = (kotk.))/ky, kii monomer o j ungi mos konspantakei FMi b r i

komplekso disociacijos konstanta).

1.2.Vigt os ki au g izocimoagrbgadijaa y mo | i
1922 metais Aleksandras Flemingddefander Flemingpaci ent o ser ganl i
atrado medgi agN, kuri g dMicrocoocusdysodigikticugFlémang t i
1992). Jis pavadino gi N medgiagN ,,lizoci m
skyséiusoesi | ase, agar os e, Kkrauj o serume. Tali
baltyme yra daug lizocim(Bwaminatharet al.2011).
Lizoci mas dideliol naoukksal i ni nk O, s kil d opredaii grkod j o ,

pritai kyt:. kaip antibakt eguii o npajeipmasatwi,si
tol , k ol buvo i1 ysfgtos axki bodigocimpg@warhireatnanet ed.
2011).

Dabar pasaulyje HEWL yra viengs| al i aus i ab alntd@oied 1960mD64).
HEWL turi vienN polipeptidini grandinn (14
vidumol ekul iniai @4pav.)skl Itfyimbi nizeoied erlylg iBanjisss o d
lengvai tirpsta vandeniniuose tirpaluose (Wetter and Deutsch, 19HEWL katalizuoja
bakterijO | Nstel aB14gi é kelrdygi e Ot idiaceditiuakia rt a
r1 ggt iaeesigliukozanihoSki rti ngai nei kitus baltymus
valiau t uo {Swaminatsaretal201d) t i r t i

15



l4pav.Vi gt os ki a dizpéimos b riabk i Yy M®B (failas 1HEW) .

HEWL agregacijostyrimai apo | abai svarbis, kai pa
genomutacijosyra susijusios su paveldima sistemine amiloid(Repyset al., 1993)Da b ar g
bal t ymo $t rpuakktiltriinmaiia y (Dabsohét ali, 498v).Kagahga HEWA u
struktO®wai geatibgka ¢gmogaus | i zoci munivivo,jsur i s
dagnai pasirenkamas ir tiriamtitromol ekul ini us

Bandymams, kaip modelinisaltymas, naudojamas HEWhes jisyra nedidelis,
ger ai i g Bbtiles darmuojamtisizaltymas kurio tretina strukt
bevei k i dgaus tizocgnkiasiejgnmam su paigine agregacijén vivo. Taip patgalima
i ggauti | abai gkuysryld santgkinai pigDs irbpaikiai tirpst&l vandeniniuose
tirpaluose.Model i ni ai bal t ymai | abai svarbls mok
skirtingO Il aboratorijO duomenis ir pritai
(Krishnamuthy et al.,2009).

1.3.Ami | oi di ni O rhasBioflavini TO nust at
Guo metua mi | oi di nes f i tkelidislskiringaiDZnetadaismtakiais kaip t i
tyrimas rentgeno spi ndu tklos§tand indtyvuaakatizugtipi ¢ ¢ ia s i

di chroizmast (£LDyf omrma&airjjaas i nfraraudonoq i S
kl os]li O kiekiui nustatyti), transmisina el
(fibriliO morfologiijai nus tsaatvyytbin) pbreiis itjyrnig
dagus: Kongo raudonNjDzZir TioflavinN T (Tt

Pastarasis tyrimo metodas apgvelgiamas det a
1959 metais Vassar and Culling paroda,
amiloidiniO sankasupsht ijepfludigsoencijos itensyvumadls gav.)
(Vassar and Culling, 1959kmisija esant ~ 4Bn m, O sugadini mas ~ 4°¢
(LeVine, 1993; Naiki et al., 1989).
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A B 400
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-

460 480 500 520 540
Bangos ilgis, nm

15pav. ThT chemi néf Isuorruekstciernac iijros padi daj i mas da gAuii S U ¢
pateikta ThT chemind hstdrwktbiad Mal élsulsiu sidn@to | ami
grupas. Gi dalis sujungta su | abiau poline benzoti e
2005).Bi parodytas ThT fluorescencijosopddndéjsmdsbrj ha
Biancalana and Koide 2010).

Ger as ThT tirpumas ir vidutinis gi m
pritaikyt:i gDz dag N (Goenning eM.,yJ0X) Dadk s p d 1l iume rets G
intensyvumo padgas &djsiunsaisdapropio®c fijmzi pi Ot ak
kinetiniuose fibrilizacijos tyrimuose (Biancalana and Koide, 2010¢paisant intensyvaus
naudojimo amiloidO tyrimuose, ti kslus ThT
manoma, klaudh gd aagas prie visoms fibril daema, ber
2008).Yra kel etas mechanizmO apraganli Kandlb T s
modelis aprago, kad amiloidinase fibrilase
fibril 83 klagsads suformuoja savitN gkhasdi n¢
k opal i(l6pav.)s(Biancalanaet al, 2008).Lai svoje ThT mol ekul a
benzeno g¢giedai gali M1@ijswradt BZu kgiiss <Sypk iemabsei
fotonO sugastkhimma§la f b d édémisgadqRianaalanp ansl Koide, 2010).
Kai ThT prisiklumgliial albopailsi ® i gsaugoma suga

fluorescencijos kvantina igeiga.
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16pa.ThT jungimosi prie amiloidiniO fibrilid kanalo n
susiformavusik anal o. ThT §gkmé, abvipgem@u &8s r ortdgygdy @ ds,grugisi a mi n
apskritimai pritaikytai § Bi ancal ana and Koi de, 2010) .

Savai minas asotceiiagciiag,o sk ahd podadaweguwuma eks
ThT yra atliekamiO vsiursgidaarnytmok rkietnqiefmanderager |jiN
(Khurana et al.,2005) Ma n o ma , kad amiloidini O fibrili:
hidrofobine sNvei ka tvar psami lpaiathewji anad h Dir mi
nes tyimus atliekant 30O0M ThT koncentjraauc in el eet um(Sidta@tassu s

a., 2008). DaumOapapiakbli &k @r e¢cenign cga s kiard KIth.T
fibrili® sugadinus dimerus (e k$i mdormudtdse i
e r t nma7pav.) (Greonning et. al., 2007).
’\' . " b o
<% . ThTdimeras _ L4,
04.“. 120( "Y"
) B o WP
“~ ‘ -;").
Eksimero
formavimasis %

¢ '}‘?A{. &

o aiba e

Y72 't’:j"
- % » LR

.
s PN

Saveika su B lakstu

1.7 pav. Man o ma, kad ThT mol ekul as, formuojanlios Jeksi
kampN ( @drgi tSaibkayttea et al . 2013).

ThT molsakwlridi me ©O0 gi mi ni ngumas amil odi n&ms
Dimerai taip pat skatina fluorescencijostensyvumop adi d&j i mN. Remi a
osciliatori O teorija, dviejO ar daugiau c

(eksi meDINaduna&umrduj O savybi O: nauj N energij N

18



2. MEDGI AGOS I R METODAI

2.1. Naudotireagentaii r medgi agos

1 Agar Scientificanglimi dengti vario tinkleliai (Formvar/Carbon 300 Mesh Cu).
1 Carl Roth NaAc(99,5 %), GndHCI (99,7 %s3tiklo rutuliukai.
1 Fisher ScientificNaCl, NeeHPO:, NakbP Oy, karbamidhs uranilacetatas.
1 SigmaAldrichvi gt os ki augi njtioflavinasT.t ymo | i zoci

22. Naudota | aboratorina Dz ar
f Elektroninis mikroskopas AFEIl Morgagn.i
T pH me®riasn ADUAL STAR Meterf.
T Svarstykl ds: TAKERANDEICBe r4-DIDA $it r ument TF
9 Gildomoji magnetind mai gykl & AVELP Sci
T Ter momi kser MBERADBAABI S
9 Plokgteli O skaitlytiudd aRead&Symer gy H4 H
T 96 gulinllFkisBerpl ekt €1 &8 .
9 Diferenadnio skenavimokalorimetradICS ,,MicroCal Inc i
f Vandens vonela ,, HAAKE Ki

2.3. Metodai

2.3.1. Fluorescencijos matavimas

Vi gtos kiauginio bal t ymo l i zoci mo am
priddjus specifigkaidagmoi & i foif b skivissnOg dhoasUjhdan
nmgvi esos b aamgi@matuojhnad82inmbangos ilgyje Matavimai ir agregacija
vykdoma plokgte$Syerskyai H4 tNidydoirmatd@mBi eydabrmi rosi
gulinal ije . piljekgitehd gulinal DZ m aiklod ptotiukas, p a
plokggelvargaus yra ugklij uPdjokma esd arOd arkadn it
spindulys DZ magi ni usPleiktg® ep ér Oplgonk kptigesldgna
gviesa ir detektorius matuoja 48® nm b angos . \Visogprooesognetu paaikoma

pastovipasirinktat e mper at I r a .

232.Tirpal O patoarn inradss sHEWL agregacij o
Spontanina HE WL agregacij a buvo Vy

Eksperimentai skirtinguose pH ir GndH&bncentracijose vykdomi 45, 588 , 55 , 63
19



temperatirose. Savaimina agregacij a esant

koncentracijomis vykdoma0s ,5% ,60 ,65 t emper at |l rose.

2321Buferini O tirpal O su skirtingomis Gnec
Pa u o g i a miosféirfai bofédiniai tirpalai (pH2,5; pH6,5; pH7,5) ir 50 mM
acetatiniai buferiniai tirpalai (p3,5; pH4,5; pH5,5). Kiekvienasb f er i ni s tirpal
su skirtingomis GndHCk oncentraci j omi s, kad O M&kscM | os
GndHCILLPasi ruogi ami OM GndHCI 50mM rei kiamo pt
tirpalai su 6M GndHCI jie supilstonpagal 2 ler@ | aj e p at e iirktdipugaunaioso me
rei kalingos GndHCI koncentracijos sNIlygos.

2 | e.Bufegrliadtirpalai su skirtingomis GndHCI koncentracijortNg=2 ml).

GndHCl koncentracija | Ruo gi a ma G| Buferinis tirpalas su 6 | Buferinis tirpalas be

reakci j os m koncentracija, M M GndHCI, ml GndHCI, mi

0 0 0 2

0,5 0,6 0,2 1,8

1 1,2 0,4 1,6

1,5 1,8 0,6 1,4

2 2,4 0,8 1,2

2,5 3 1 1

3 3,6 1,2 0,8

3,5 4,2 1,4 0,6

4 4.8 1,6 0,4

4,5 5,4 1,8 0,2

5 6 2 0

Tokiu bldu paruogti buferiniai tirpal.

toliau naudojami spontaninas agregacijos ek

2322Buferini O tir plkatbfnideskoncentkacijontiss n g § mma s

Pa u o g64akh{pH 65) fosfatiniai buferinia t i r pal ali su skir
j ag oorhiMs0,2M,0,3M,05M,07M,1IM oni na jaga keiliama pr
NaCl.Ki ekvienas buferinis tir pgabhnadokonentracijongsi a m:
kadreakt j os mi §0iMy YN, & M,BIMt 40M, 5 M, 6 M,7 M karbamido Norint gauti
vi sas s Ndgyigaansi, 3 ab wf eCGNa6)=545 Mt V=1Ipral;|64 inM PBLpH
6,5. 2) C(karbamido)=10 M; V=40 ml; 64 mM PB pH 6,5. 3) 64 mM PB pH 6,5 V=100 ml.

Tirpalai supilstomi kaip gteikiama 1 priede.

20



2323Reakcijos miginiO su skirtingomis Gn

Reakcijosmi gi ni uose yra ‘g /TnnlT. HBEWIE) mMu,o0lg |
fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose (pB5; pH 6,5; pH 7,5) ir 50 mM acetatiniuose
buferiniuosdirpaluose (pH8,5; pH4,5;pH5, 5) . Ski rti ngi buferinia
gulinal i7pls. pPasli6réuogi amas 30, 03 mg0d5mM THIE WL
kuris isgpZlksiteckma eniN.j g kli iek & i BZugdwasisBkBnjs ButailiukaZ Dz

mai gy mui pagerint.i

2.3.2.4Reakcijosmi gi ni O s u kaséniidokbricentgaocijomiss u o gi mas
Reakcijos miginiuodReMyTaT5 hgampdd mMtl E WL
fosfatiniame buferiniame tirpalgH 6,5), esant skirtingai jomie i j a g ai ir skirt
koncentracioms Buf er i ni ai tirpal ai8 pi Bapu d gita@ma s DZ
HEWL vandeninis tirpalas s, 8 mM ThT, kuri2uul i D gubkt oanhbBZ
gul i nal DZ DA&lrewtauraisu ksa s krha ing ysmu i pagerint.

233.Ti rpal O r u o gnioskarmavimd kaforenetejos ¢cyrimams

Norint igtirti Kkokioje t eigtgnasagrarandaj e,
savo nat yyvouvhlvylsdomidiiekenchio skeravimokalorimetrijos tyrimaiPau o g i a mi
5 mg/ml HEWL tirpalaisu skirtingomis GndHCI koncentracijomisio OM iki 5 M. 64 mM
fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose (pH 2,5; pH 7,5) ir 64mM acetatiniuose buferiniuose
tirpaluose (pH 4,5; pt5,5). Eksperiu mgne Ot mepal ai | ygi nami
tirpalais be HEWLP ar uogi a mi magi ni ai su 5 mg/ ml HE
fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose skirtingomis karbamidodkcentracijomis nuo 0 M iki
7M, kai jorei m4 1j 8&ga rtilrMalEksperi ment O met u

su atitinkamos joninas jagos buferiniais ti

Diferencinio skenavimo kalorimetrijos eksperimentuose taikyta¥C/min

temperatiros kalimo gr®5°€is (temperatirO in

234 El ektroninas mikroskopijos m

Norint DZ odyti, jog tikrairisasi d/darao s&mi
kar4@L tirpalo ugnegama ant anglimi dengtO
Maginys 3 kartus plaunamas vandeniu u@nhega
d a g 20 ufanilacetato) ir po Imi numn@sausi nama. P amalizuojgrhaa s

elektroninu mikroskopu.
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235.Duomen®O anali za
2351Spontanina agregaciij a

Eksperi megtaOt oset ThT fluorescencijos

Microsoft Excel ir Origin 8.1 programomis.

Spontaninas agregacijos kinetika gal
pradgioje ThiTad | u@az &jse e n Dii § djsa nbte vew kil dnadrrikui se

matomas ThT fluorescencijos intensyvumo augimas, kuris galiausiai stabilizuojasi pasibaigus

fibriliO formavi muisi (2.1 pav.) (Nielsen e
=
S
s
7
e
=1
=
=
|_|
=
|_|
Y+ mx
—
Lag laikas =x_ - 2r
t, min
2.1pav.Sc h e mspontanidd i br i | i O s u pritatkygai gmoli et sendef al ., 20(

Spontaninas HEWL agregacijos metu gau

nuo | ailOooili@i pa®grama buvo gluodi namos kr €
Y ¢ B o G ¢V B
w 0w aw ———Nn q
p Q
Kur Y 1 fluorescencijos intensyvumas, k laikas ir x0T | ai kas, pe
suagreguoja 50 dma gi ny | ebalgnsoa(nNiieol sen et al ., 2001)
spontaniniamHEWL a mi | of dbni ODi O susidarymui buveg ve
FibriliO augi mo greil i a/(Masanstale2@i)a apskai |l i u
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2.35.2Di f e r skeravimokalorimetrija

Eksperiment®O metu gaut os nawoamorgn 50no s
program@ s D S C . Bunmenys Ddvo normalizuojamiemiantis baltymo koncentracija,

tai kant dviejO biviO model DZ nustatoma bal't
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3. REZULTATAI |l R JO0O APTARI MAS

3.1. Spontani nassu@muHGtgimasi j os

HEWLs pont anina agregacija buvo vykdoma
skirtingo pH buferini uodS°@, 50C]5°,a600). .4 pavekslet e m
pateiktas pavyzdys, kamaudoj ant sigmoobdasarkirespbnt ani

ekspeimentiniai duomenys.

20000 -

15000 ~

= 45M (GdnHCI)
— Fit

0 ' 200 ' 400
Laikas, min

3.1 pav.Gluodinti pont ani ndas agregaci j o esagkmsgim HEWMh&EM MV pH 426i re

acetatiniame buferiniame tirpale, 4,5M GdnHi@kubacija 55°C

311.Spontaninas agregacijopslirGadH®o pri k
koncentracijos
Gluodinantgautaslaikas p e r kur DZ suagregavo 50, %
pateikiamas 3D grafikuos€3.2 pav., 3.3 pav., 3.4 pav., 3.5 pavkyriose matome jo
pri klausomybn nuo pH ligr g@nadH&IO kmoartcyetnit,r akcaidj
agregacija vyksta gemuose pPH ruoguose (ptF
spontanina agregacija greiliausgsiéidaMyMagtiyikad na s

kyl ant t emperkatriDZasiu algariekgaasv,0 pbeOr % magi nyj e
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3.2pav.Lai ko, per kurDZ suagreguojpa i k0 a thsodsadHBl&ongentracigos a n |
skirtinguosepHl nkubaci j os stemperatlira 60

- 12,5pH
I 3.5 pH
14,5 pH
I 5.5 pH
I 6.5 pH
. /.5pH

33pav.Lai ko, per kurDZ suagreguoja 50 % maginyje esan]
skirtinguose pH. Inkubacijgsse mper st 1 ra 55

25



50°C

~ 12,5pH
I 3,5 pH
[45pH
I 5.5 pH
I 6,5 pH
. /.5pH

34pav.Lai ko, per kurDZ suagreguoja 50 % maginyje esan]

skirtinguose pH. Inkubacijgsse mper at I ra 50

- 12,5pH
B 3.5 pH
[ 4,5 pH
I 5.5 pH
I 6.5 pH
. /.5pH

35pav.Lai ko, per kurDZ suagreguoja 50 % maginyje esan]
skirtinguose pH. Inkubacijos e mper at Il ra 45

Naudojant apdorotus eksperimentinius duomemis,br ai gyt a | ogar |
pri klausomyb& nuo aAmenuskgbrdéasaté@mpebeaeil ap:
aktyvacijos energijpe s ant s ki rt i n gradGmiiCljgddcentracijolng) (@ pas, 3.7
pav., 3.8 pav., 3.9 pav. 3.10 pav,1B pav.) Gaut os r ei k g nisl®s, mear a
eksperimentiniai dume ny s i,d.yithuas anmMy ki ngpiakhamagss Tai
todadiGndHE€Y§ yra denatlrantas turintis didel
procesams
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34 B 34 C

-3 A
-4 4] ] -4 4
- l ]
= 5 ; 5 5 s 5
-6 5 6{ Eaz 84+ 10kT
Ea=123+ 29 kJ/mol : Ea=100£ 17 kl/mol Ea= 84210 kimol
]
-7 T T T \ -7 r T T \ -7 T T T \
3,00 3,04 ]3.UB= . 312 3,16 3,00 3,04 3,08 312 316 3,00 3,04 3,08 312 316
T K T-I.IU-::K-I 1_-1.10::[{-1
3 b 3 . 34

A
i

Ingvy
n A

Injvy
in IS

Inpvy
L

-5
.y Fa = 84 + 20 kl/mol 54 Ea=53+22 kFmol -6 Ea= 70 + 36 kl/mol
7 , : ; . 7 , , . . 7 : , . .
3,00 3,04 3,08 3,12 3,16 3,00 3,04 3,08 3,12 3,16 3,00 3,04 ]3.08= ]3.‘12 3,16
TY10°K* TV K? TV10°, K

i
5]
=
i
]
—

|
N
—

z 55 l ] s
Ea=83% 2 klmol 1 Ea-83:0kdmal 61 Ea=70+15kl/mol
L R YRRY TR 1 I - - - - 7 : , . .
3 et 300 304 308 312 3716 3,00 304 308 312 36
/ ] T/10 _h T-]-IU-:__K-]
3.
J
-4
1
s -S-N
= l
o J
Ea =67 + 14 kI'mol
-7 T T T \
3,00 3,04 3,08 312 316
T-]-IU-:,K-]
36pav.Savai mgirnedgsaci j os grei | i ai Arenij aaps Kaiolridu mjaa ras ¢

tiesds .Magininkose pH 2,5. A) 0, 51,5WM GdHCEDE2 M GnEHCILB) M G
2,5 M GndHCI,F) 3 M GndHCI,G) 3,5 M GndHCIH) 4 M GndHCI,1) 4,5 M GndHCI, J 5 M GndHCI.

Kai pH 2,5 didgiausias energijos kie
tirpaluose su 0,5Mir1 M GndHCDi di nant GndHCI koncentraci
paklaidO ribose.
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35

A =351 B 3,54 c
40 4.0 ] 4.0
' 1
a5 ] _45_‘ l 5] J i
5.0, 5,04 5.0/
= = =
E 55 1 = 551 Z 551 }
o0 J 01 Ea 10226 1Tmot ! 609 Ea= 44221 kImol
5] Ea=104129kl/imol 55 T iMe s 55 ==
70 : : . . 7.0 : : . . E , , , ,
300 304 308 312 376 300 304 308 312 3716 050 304 308 312 316
T /107K TN K 0% K
-3.5 D —3.5—1I l E 35 F
40 4,0 0]
] l
451 45 | 45
50 ! 5,0 5,0
= 55 2 55 J Z 551 J
01 Ea=52:13kimol #01 Ea= 52427 klmol 801 Eaz47+31 kimol
-6.,5 -6,5 65
=70 : -7.0 T T . \ 0 . . . X
3,08 300 304 308 372 376 300 304 | 308 372 3.6
TN K" T'no*k?
=354 35,
H I
4.0 0]
-4-5-1 451 ]
5,0 50]
@ 551 4 E 551 J
- 5,0 5,0
=63+ / —T70+5 kT =
55 Ea=63 +6 kl/'mol 55 Ea=70%5 kl/mol 55] Ea=31 16 kJ/mol
7.0 . . . ) -7,0 T T T \ -7.0 T T T \
300 304 308 312 318 300 304 308 372 316 300 304 308 312 376
TP K? T10° K TN K

3.7pav.Savai agirrejgsaci j os
pH 3, 5. A) 1 M Gn
GndHCI,F) 3,5 M GndHCI,G) 4 M GndHCI,H) 4,5 M GndHCI ) 5 M GndHCI.

nuolinkio. M&agi ni uose

Kai pH 3,5 didgiausi as
tirpaluose su 0,5 M ir 1 M G
pakl aidO ribose.

gr ei | i aaktyvakijozemdrdijom p s k ldasid § digpaat as et
1)BM M Gn

dHCI B)

energijos

ndHCI Di di
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-39, 3.5, -35-

A B
4.0 4014, 40 ] c
-4.51 Ea=199 £ 16 kJ/mol 4.5 454
-5,04 5,01 504
. 5.5 __ 554 __-551
= 6.0 Z 6,01 2 6.0
— 6,5 . — 65 6.5 1
7o ) 709 Ea =104 £ 16 kimol 704 J
7.5 751 T ] 75] Fa=151+26kTmol
-8,0 T T y y 8.0 . . . , 8.0 . . . .
300 304 308 312 376 300 304 308 312 376 300 304 308 312 376
T10% K T K™ T K™
35, 3,5, -3.5,
. E |
4,0 4,0 | 40 F
45 -4,5-1 J -4.51 |
5.0 5,0 5.0 ]
_. 55 55] J __ 55
2 60 = 5.0 Z 6,0
— -65] = 65 T 851 Ea-65%5ki/mol
70 Ea= 117 + 23 kJ'mol 7.0 7.0
51 75] Ea=62%17kVmol 751
-8.0 T T . \ B0 , . : ) -8.0 T T T )
2,00 3,04 308 312 316 3,00 3,04 3,08 3,12 3,16 3,00 304 308 3712 31
Th10%, K? Tt K T/10°.K
35~ 35- =354
aol I G 0] H -4.0.1 1
Tl 4 5]
451 ] 45] ] i i ]
5,0 1 50l ! 5,01 |
. 551 551 551 |
= 6.0 Z 6.0] & 6.0
£ g5l E 551 = 55
7,0] Ea=60% 12 kJ/mol 70] 7.0 Ea=52+6kImol
75] 5] Ea=352+5 kl/mol 7,51
80 : : ' ' 8.0 ; ; - - B TS VRS RS TR
300 304 308 312 316 300 3,04 308 312 316 : ' it S :
T /10, K 0t k! T/10°,K

38pav.Savai agirrejgsaci j os gr ei | i aaktyvakijozemdrgijomn p s k kiasid § digpaat as et
nuolinkio. Madginiuose pH 4)1%.MGhJHCIT) 2W GaaHCIHI) 12,5 M BndHCI, E) 3 M
GndHCI, F) 3,5 M GndHCI, G) 4 M GndHCI, H) 48 GndHCI, [) 5 M GndHCI.

Kai pH 4,5 didinant GndHCI koncentrac!
pasiekiam8 M Gnd HCI koncentracija. Aukgtesnase

energija kinta paklaidO ribose.
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A
-4 4 ¢
1 ]
-5 Ea=198 £ 5 kI/mol 51
-7 g 7 -
| Ea= 107 +11 kJ/mol Ea=151 = 14 kJ/mol
-8 T T T -8 T T -3 . ; ; :
3,00 3,04 1308 '_1 312 3,00 3,04 ]30% . 3.00 3,04 3.93 3,12 2,16
T/10° K T/ K T']_I[]f__K']
D F
_4_1 -4 4
| 1 e S
1
-5 1 -5
_5_ J
_@ -G : -G 4 3 e
7] Ea=100%21kVmol 7| Fa=04%18kImol 7| Ea=49:21Jmol
-8 . . . -8 . . 8 . . . .
300 304 308 312 300 304 3,08 300 304 308 342 346

T10° K"

| |
o =
._Z_ (7]

T K?

-4 ]

5

T K?

Z 61 Z 5 J
-1 Ea=42+2kI/mol -7 AT+ 4 7]
Ea =47+ 4 kmol Ea=40£11 kl/mol
-8 T T T -5 . . . 8 . . i X
300 304 308 312 300 304 308 312 200 304 308 312 36

TH K

T']-lﬂ':_l{']

Tt x?

39pav.Sav ai agirmredgsa c ii jad s Agreeniilj a aksyvakijosemedjijosm @ ¢ k& dosil,§ ugaut os t
Magi ni ua)sleM GndHCIB) 156.M GndHCI, C) 2 M GndHCI, D) 2,5 M GndHCI, E) 3 M
GndHCI, F) 3,5 M GndHCI, G) 4 M GndHCI,)H,5 M GndHCI,l) 5 M GndHCI.

nuolinkio.

Kai pH 5,5 di di GndHCI
M GndHCI koncentraciij a.
pakl ai dO ri

koncentr
Aukg

nant
pasi ekiama 3
bose.

energija kinta
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_4_i A _4_1 B -4 C
N N _5_1 J ]
l
o ] Rl 2 51 !
T T3 i = 74
5| Ea=167 %3 kJ/mol ] g| Ea=186%26kImol . Ea=T74+ 18 kT/mol
il ! 3] 3]
300 304 308 312 376 300 304 308 312 36 300 204 308 342 316
U107, K T'10%, X T'10°, K
-4.1\%\1(\:3 4] E -4.1 I F
I .\lx
5 -5 -5
: ! l J J
o -6 = -6+ = -6 -
e o7 o7
46414 T, Ea=41+1kImol
Ea=46 £ 14 kI/mol a ma Fa=39+ 6 kl/mol
3 -8 -84
300 304 308 312 31€ 300 304 308 312 316 300 304 308 372 316
TV10%, K TY10, K T'10° K
n -4 1
4 : H\#\i
-5 1 ] -5
I R _B_‘ J
= -6 =z
—_— _? - _?_
Ea=37+5kTmol 8 Ea=25+13kFmol
-8 -0 A
300 304 308 342 316 300 304 308 312 3,16
T'10% K T/ K
3.10pav.Savai agirnedgsaci j os gr ei | i a aktyvAdijos eneigipa g s kdooilridd gpat tAs

ti esds .n uMAlgii phk6iEoAs1es M GndHCI, B2 M GndHCI,C) 2,5 M GndHCI,D) 3 M GndHCI,E)
3,5 M GndHCI,F) 4 M GndHCI,G) 4,5 M GndHCIH) 5 M GndHCI.

Kai pH 6,5 didinant eGmeHCInNi Komaentemr
pasiekiama 2,5 M GndHCI koncentracija. Aul

energija kinta paklaidO ribose.
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4 B 4 ¢
5 5 ]
= = l 2 ]
7, 7] 7]
Ea=163+27 kT/mol | Ea=120 + 7kJmol Fac 84 + 14 kJ/mol
-8 T T T ] -8 T T T 3 -8 T T T \
3,00 304 3.08_ 3,12 3,16 3,00 3,04 308 312 3,16 300 3,04 3,08 312 3,16
T 10% K™ T'10°, K 0%, K™
E F
4 ‘ D ] ] 4]
1
A4 5y Ay
£ Z 5 o Z |
1 Ea=77+6kImol 7 7]
Ea=84+12kVmol Ea=353 £ 7kJmol
-8 . v . \
-8 T T T \ _
300 304 308 312 316 300 304 308 312 3,16 S00  3me  aps a2 aie
T'107°,K 0%, K TY10%, K
31lpav.Savaiagirnedgsaci j os gr ei | i a aktyvAdijos enelgipa 8 s Kdooir gdutes at a s

tiesds .Magi ninkGEsA} 2,5VHGNA@HCI,B) 3 M GndHCI,C) 3,5 M GndHCI,D) 4 M GndHCI,E)
4,5 M GndHCI,F) 5 M GndHCI.

Kai pH 7,5 di di nant GndHCI koncentr
pasiekiama 4,5 M GndHCI koncentracija.uk gt esnase GndHCI konce
energija kinta paklaidO ribose.

3.1.2 Aktyvacijos energijospr i k1l ausomyba nuo GndHCI

3.12 pavei ksl e patei kti aktyvacijos
koncentracijmat griafikad.gémes©i uose pH ruod
barjeras nuo GndHCI koncentracijos neprikl
5, 5; pH 6, 5; pH 7,5) aktyvacijos eneKagpH] a
4 , 5 aosagdnergetinis barjerd@®? 2 kJ/mol),kai pH 5,5(43 3 kJ/mol), kai pH 6,5 (411
kJ/mol), o kai pH 7,5 (537 kJ/mol).

Vienas ig galimO toki O arukzu letsanti @ opsaaip
(pH 4, 5; pH 5, 5; pH 6, 5GndHCHkonéenttagijoms reakagcgea n t

dalyvauja natyvios konformacijos baltymasr t a m, kad susidaryt O f
biti suardyta, todal reikalinga didesnd akt
pH 3,5) aGndHKiht kEsnasentracijos HEWL gali b
todal, tokiomis sNIygomi s, energetinis bar
nedidelis irGinoasyahi pkotnetzadnst imsati krini muii bu\

di ferencinas skenavimo kalorimetrijos metod
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Fa, klfmol

Fa, klimol

Fa, klimol

pH 2.5 H 3,5
200 200 ?
150 __ 1504
] E ]
w0y 1] l CE] 5100 3
1] 1 bl } = J ] I i !
50 i l =~ 50 1 i } * A
0 ; T - J 0
0 1 2 3 4 5 ; T :
0 1 2 3 4 £
C(GndHCI), M C(GndHCI), M
500 ] ] pH 4,5 200 . ] pH 5,5
150 } 1 _ 150 }
100 - l "j_ 100 }
I :
50 1 L i3 50 T
d
A SR T B TR R 0 S -
0 1 2 3 4 5
C(GndHCI), M C(GndHC1), M
500 ] 1 pH 6.5 200 1 pH 7.5
150 ) — 1504 |
E i
100 2 100+
] o ty
50 - Ll . 504 '
l =1 }
':l T T T T T T I:I T ! j ! ! .
0 1 . 3 4 : 0 1 4 5

C(GndHCI), M

2 3
C(GndHCI). M

3.12 pav. Aktyvacijos energijop r i kl ausomybada nuo GndHCI koncentracijo
313Di ferencina skenavimo kal ori

Atliktt HEWL stabilumo tyri mai, nustatant

esant skirtingms GdnHCI koncentracijoms, kai pH 25 ir 4Bi f er enci nas S
kal orimetrijos tyri (03 pave Ba3 paaciksle matorpedEWe i Kk i .
denatiracij opsritké mpesmoatylbmiosnuo GndHCI koncen
hi pokazdn GndHCI suardo natyvi N baltymo str

aktyvaci j.oKsai emeeragkicjiN os mi gi nyjad t gmma sde p&lt
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temperatira neprisdajtas @GmaH@Magersa a6 he{pH auk
45) . Gal i me teigti, kad gemesniame pH balty

aktyvacijos energijos priklausomyba nuo Gnd

80 -
754 ¢
70 -
654 =

EGO— N
55 ]
50 1 . .
45 -
40 - u

0:0 | 0:5 I 1:0 I 1:5 | 2:0 I 2:5 I 3:0
C (GndHCI), M

313pav.HEWL denatlracipoisktaeampemab & r otmadjos.© pH 26CA) pH4®E.N ¢ e n

33.1.4. Elektroninas mikroskopi |t
Norint DAi ti kinti, jog tikrai susi dar
mi kr os kopN ibzuovcoi ngoa uftiib mav)).i & vai zdai (3.14

3.14pav.Vi gt oci nkiicaubiat 6 gimmo f i br i dHRS fosfatimmame luteriniante tirpake, kai
GndHCl koncentracijal M, 49t emper at I roj e.
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Paveiksle matoma, kasusi dari ukaoskdritbamilsasapsi v

s ul i mesniusaridiusd
3.2. Spontanin & s a gos sukabarigu tyrimas

Kad bltdO galima atskirti denatlizocimont o
agregacija buvo vykdoma skirtingosé&arbamido koncentracijosee s a n t skirting
j &goms 6 4 faosfRtinigpostbuf@riniGosetirpaluose4 t e mp e BCAQ, 55€,66°@ (
65C).

321.Spontaninas agregacijos laiko priklat

ir joninas jagos

Lai kas, per kur DZ suagr egayvVv ppatékiama% 3Dma g
grafikuose (3.15 pav., 3.16 pav., 3.17 p&18pav.), kuruto se mat ome | o prik
tirpal o jirokarbami@ok opédgonsracijos. 1 g grafikO m
agregacijavykste sant di desnei nei 0,3 M joninei |ja

Gemesndsaeni Bar koncentracijose spontanina a

joninas jagosioO7iMrpal uose (0,2 M

0

65 C

7™M
oM

5M
mm4iM
mm3M
2M
M

315 pav. Lai ko, per kurDZ suagreguoj a 50 % ma karbamidp e e
koncentracijos ssalygomisinkgbacgos jeanpier &< 1jr &g 65
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3.16 pav. Lai ko, per kur DZ suagreguoj a 50 % ma karbamidp e e
koncentracijos skirti.ndngubaijost @ mipe & a3 .]Kadgngi ®smeamenta laikas s

ribotas, nustatytskma gesnase karbamido koncentracijose nepavyk

3.17 pav. Lai ko, per kurDZ suagreguoj a 50 % ma karbamidp e e
koncentracijos skirti.dngubaiost @ mipe & a3 .]Kadgngi &Espeament laikas s

ribotas, nustatytskma gesndase karbamido koncentracijose nepavyk
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