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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. Ġie agregatai yra ne ġakotos struktȊros, maģdaug 10 nm ploļio ir 0,1 ï 10 µm ilgio 

(Zhang et al. 2009). Manoma, kad in vitro beveik visi baltymai ir peptidai gali agreguoti Ǳ 

fibrilinius agregatus, nuo netvarkingȎ amorfiniȎ agregatȎ iki labai tvarkingȎ ɓ-klostytȎ struktȊrȎ 

(Chiti et al. 2006). 

Ģmogaus lizocimas siejamas su patologine agregacija in vivo (Chiti et al. 2006). 

Viġtos kiauġinio baltymo lizocimo (HEWL) tretinǟ struktȊra ir baltymo funkcija yra beveik 

identiġka ģmogaus lizocimui. Dǟl ġio panaġumo, nedidelio paties baltymo dydģio (14kDa) ir 

puikaus tirpumo vandeniniuose tirpaluose, viġtos kiauġinio baltymo lizocimas naudojamas kaip 

modelinis baltymas lizocimo amiloidogenezǟs tyrimuose (Swaminathan et al. 2011). Lizocimo 

fibriliȎ formavimasis yra fizinis procesas. Jo metu nenatyvios formos lizocimo molekulǟs 

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

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. Todǟl ġiame darbe bus aiġkinamasi skirtingȎ sŃlygȎ Ǳtaka 

savaiminei lizocimo agregacijai. 

Darbo tikslas ï atlikti viġtos kiauġinio baltymo lizocimo agregacijos tyrimus. 

Darbo uģdaviniai: 

1. Atlikti lizocimo spontaninǟs agregacijos bandymus skirtingomis sŃlygomis. 

2. Iġtirti pH ir denatȊranto (GndHCl) ǱtakŃ fibriliȎ susidarymui. 

3. Iġtirti joninǟs jǟgos ir denatȊranto (karbamido) ǱtakŃ fibriliȎ susidarymui. 

4. Apskaiļiuoti fibriliȎ susidarymo aktyvacijos energijŃ. 
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1. LITERATȉROS APĢVALGA 

1.1. Amiloidai  

TerminŃ ,,amiloidasóó 1838 metais sugalvojo vokieļiȎ botanikas Matthias Jakobas 

Schleidenas, norǟdamas apibȊdinti ǱprastŃ augalȎ sudǟtǱ (Swaminathan et al., 2011). Rudolfas 

Virchowas 1854 metais ġǱ terminŃ pavartojo medicininǟje literatȊroje apraġydamas iġ smegenȎ 

iġskirtȎ dariniȎ reakcijŃ su jodo tirpalu ir sieros rȊgġtimi. Abiem atvejais mǟginiai nusidaģydavo 

mǟlynai ï violetine spalva. Ġios Ǳ celiuliozň panaġios struktȊros buvo pavadintos amiloidais [gr. 

amylon, lot. amylum ï krakmolas] (Maji et al., 2009; Sipe and Cohen, 2000). 1859 metais 

Fridrichas  ir Kekulǟ  remdamiesi didele azoto koncentracija amiloiduose, padarǟ iġvadŃ, jog ġi 

masǟ yra baltymai, o ne angliavandeniai, kaip galvota iki tol (Sipe and Cohen, 2000).  

Nuo XXa. amģiaus amiloidai apibȊdinami trimis poģymiais (Makin and Serpell, 

2005): specifine sŃveika su Kongo raudonuoju daģu (poliarizuotoje ġviesoje matomos ģalios 

spalvos fibrilǟs (Puchtler and Sweat, 1965)); bȊdinga struktȊra (aukġtos raiġkos elektronine 

mikroskopija vizualizuojamos amiloidinǟs fibrilǟs yra tiesios, nesiġakojanļios, 70-120 ᴠ 

diametro, sudarytos iġ 20-35 ᴠ ploļio protofilamentȎ (Sipe and Cohen, 2000)); ɓ-klostyta 

polipeptidinǟs grandinǟs struktȊra (ɓ-klosļiȎ iġsidǟstymas statmenas fibrilǟs aġiai nustatomas 

rentgeno spinduliȎ difrakcijos analize (Marshall and Serpell, 2009)).  

Amiloidais yra vadinami netaisyklingos konformacijos baltymȎ suformuoti 

fibriliniai agregatai (Sipe and Cohen, 2000). Daugelis polipeptidȎ, kurie skiriasi savo dydģiu, 

aminorȊgġļiȎ seka ar antrine struktȊra, esant tam tikroms sŃlygoms gali formuoti panaġios 

morfologijos amiloidines fibriles. Ġis procesas susijňs su konkreļiomis mutacijomis gene, 

baltymȎ sintezǟs sutrikimais, temperatȊros ar pH pasikeitimais, neǱprasta sŃveika su metalȎ 

jonais ar cheminǟmis modifikacijomis (Stefani and Dobson, 2003). 

1.1.1. Ligos, susijusios su netaisyklingu baltymȎ susivyniojimu 

Buvo nustatyta, kad maģiausiai 23 skirtingi baltymai gali agreguoti in vivo. JȎ 

amiloidogenezǟ, kliniġkai skirtingomis sŃlygomis, siejama su daugeliu ligȎ. Ġie baltymai gali 

sudaryti fibriles su panaġia struktȊra ir vienodomis daģymosi savybǟmis (1.1 pav.). Su 

tvarkingomis netaisyklingai susisukusiȎ baltymȎ sankaupomis lŃstelǟs viduje ar uģ jos ribȎ, 

siejamos ligos vadinamos amiloidozǟmis. Visi su amiloidozǟmis susijň baltymai pasiģymi 

struktȊriniu kintamumu ir gebǟjimu pakeisti konformacijŃ Ǳ bendrŃ ɓ ï klostytȎ fibriliȎ struktȊrŃ 

(1.1 pav.) (Merlini and Bellotti, 2003). 
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1.1 pav. StruktȊrinǟs amiloidȎ savybǟs. Kairǟje pavaizduotos lizocimo, transtiretino, apolipoproteino A-I ir 

imunoglobulino ə lengvosios grandinǟs trimatǟs struktȊros. Viduryje vaizduojamas amiloidiniȎ fibriliȎ rentgeno 

difrakcijos vaizdas, bȊdingas ɓ-klostytam struktȊriniam motyvui. Gretimos ɓ ï klostǟs jungiasi sudarydamos 

protofibriles. Deġinǟje parodyta, kaip kelios (4ï6) protofibrilǟs susivynioja ir sudaro amiloidines fibriles. 

Elektroniniu mikroskopu (×100,000) nustatytas, jȎ skersmuo, 7,5ï10 nm. ǰ fibriliȎ struktȊrŃ gali Ǳsiterpti daģas ï 

Kongo raudonasis ir taip Ǳgalinamas fibriliȎ stebǟjimas poliarizuotos ġviesos mikroskopu (pritaikyta iġ Merlini and 

Bellotti, 2003) 

 Amiloidozes galima suskirstyti Ǳ tris grupes: 

¶ neurodegeneracinǟs ligos ï baltymȎ agregacija pasireiġkia smegenyse; 

¶ lokalizuotos amiloidozǟs: sergant ġiomis ligomis, agregatȎ sankaupos randamos tam tikro 

tipo audiniuose, bet ne smegenyse; 

¶ sisteminǟs amiloidozǟs ï agregacija pasireiġkia daugelyje audiniȎ. 

1 lentelǟje pateikiamos kelios amiloidozǟs ir jas sukeliantys baltymai ar peptidai. 
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1 lentelǟ. Daģniausios amiloidozǟs ir jas sukeliantys baltymai ar peptidai (pritaikyta iġ Stefani and Dobson, 2003). 

Liga Agreguojantis komponentas 

Alzheimerio liga Aɓ peptidas, tau baltymas 

Kempinligǟ Prionas 

Parkinsono liga Ŭ-sinukleinas 

Pirminǟ sisteminǟ amiloidozǟ Ig lengvosios grandinǟs arba jȎ fragmentai 

Antrinǟ sisteminǟ amiloidozǟ Serumo amiloidas A 

II tipo diabetas Amilino fragmentas 

Hantingtono liga Hantingtinas 

Paveldima sisteminǟ amiloidozǟ Lizocimas 

Injekcinǟ amiloidozǟ Insulinas 

 

 Daģniausiai susirgimai atsiranda savaime, nors uģregistruotos ir jȎ paveldimos 

formos. Kitos ligos yra tik paveldimos (atsiranda dǟl mutacijȎ). 

1.1.1.1. Prioninǟs ligos 

Prioninǟs ligos ï tai didelǟ grupǟ gyvȊnȎ ir ģmoniȎ neurodegeneraciniȎ sutrikimȎ. 

TokiȎ sutrikimȎ pavyzdģiai yra Creutzfeldt-Jakob liga (CJD), galvijȎ spongiforminǟ 

encefalopatja (BSE). Sergant ġiomis ligomis lŃstelinis priono baltymas (PrP
C
) yra paverļiamas Ǳ 

ligai specifinň infekcinň izoformŃ (PrP
SC

). Prioninis baltymas (PrP
C
) tai ekstralŃstelinis 

monomerinis baltymas, kovalentiġkai susijungňs su glikozilfosfatidilinozitoliu (Ohnishi and 

Takano, 2004). Manoma, kad ġie prioniniai baltymai atsakingi uģ signalo perdavimŃ (Mouillet ï 

Richard et al.,2000) ir/arba kontroliuoja vario jonȎ koncentracijŃ organizme (Burns et al.,2002). 

PrP
C
 erdvinǟ struktȊra sudaryta daugiausia iġ Ŭ-spiraliȎ ir nedidelio kiekio ɓ-klosļiȎ, o PrP

SC
 

prieġingai, turi daug ɓ-klosļiȎ ir maģai Ŭ-spiraliȎ (Ohnishi and Takano, 2004) arba jȎ visai neturi 

(Smirnovas et al., 2011). Dǟl didelio ɓ-klostytȎ priono struktȊrȎ stabilumo, fibriliniai agregatai 

yra atsparȊs detergentams, proteazǟms, terminei denatȊracijai, gali bȊti aptinkami organizmo 

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

1.1.1.2. Lizocimo amiloidozǟ 

Daugelis eksperimentiniȎ duomenȎ rodo, kad aminorȊgġļiȎ seka arba joje Ǳvykň 

pasikeitimai yra atsakingi uģ lizocimo agregacijos pradģiŃ. Mutagenezǟs tyrimai atskleidǟ, kad 

yra aminorȊgġļiȎ liekanȎ, kurios daro ǱtakŃ agregacijai. Atrastos specifinǟs baltymȎ arba peptidȎ 

sritys, kurios linkusios agreguoti (1.2 pav.). Mokslininkai ġiuos regionus apibȊdina kaip 

agregacijai jautrius arba linkusius agreguotis (angl. aggregation-prone, aggregation-
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susceptible). Ġie atradimai leidģia nuspǟti amiloidogeninius baltymus remiantis jȎ pirmine 

struktȊra (Harrison et al., 2007). 

XXa. pabaigoje buvo nustatytos dvi ģmogaus lizocimo taġkinǟs mutacijos (I56T ir 

D67H) siejamos su paveldima lizocimo amiloidoze (Pepys et al., 1993; Booth et al.,1997). Visai 

atvejais pastebǟta, kad liga paveldima per dominantinǱ ligŃ lemiantǱ alelinǱ genŃ. Neseniai buvo 

praneġta apie kitas taġkines mutacijas (F57I ir W64R) ir dvi dvigubas mutacijas (F57I/T70N ir 

T70N/W112R) taip pat susijusias su ġia amiloidozǟs forma (Swaminathan et al. 2011). 

 

1.2 pav. Laukinio tipo lizocimo tretinǟs struktȊros modelis. (Pilka spalva) ir I56T variantas (roģinǟ spalva). I56T 

struktȊra beveik nesiskiria nuo laukinio tipo baltymo struktȊros. Ŭïspiralǟs yra paģymǟtos raidǟmis A ï D, dar trys 

Ŭïspiralǟs paģymǟtos 310. Keturi disulfidiniai tilteliai paģymǟti raudona spalva, o taġkinǟs mutacijos mǟlyna 

(pritaikyta iġ Dumoulin et al., 2003). 

 Ģmogaus lizocimo geno mutacijos yra susijusios su paveldima sistemine 

amiloidoze. ĢmoniȎ, serganļiȎ ġia liga, inkstuose, virġkinamajame trakte, limfmazgiuose, 

kraujagyslǟse ir kepenyse yra aptinkami dideli kiekiai (kartais net kilogramais) lizocimo 

agregatȎ. (Swaminathan et al. 2011).  

1.1.2. FibriliȎ susidarymo mechanizmas 

 Norint gydyti ligas siejamas su amiloidinǟmis fibrilǟmis, reikia suprasti jȎ 

susidarymo mechanizmŃ. AmiloidiniȎ fibriliȎ susidarymas yra fizinis procesas, kurio metu 

pakitusios konformacijos baltymo molekulǟs sŃveikauja tarpusavyje ir sudaro linijinius, 

biologiġkai neaktyvius agregatus (Nielsen et al. 2001). Baltymo fibrilizacija prasideda, kai 

lizocimo natyvi struktȊra dalinai iġsivynioja, tada susidaro labiau linkusi agreguoti baltymo 

formai. Tokios dalinai iġsivyniojusios baltymo konformacijos pirmtakai dǟl hidrofobiniȎ ir 

elektrostatiniȎ sŃveikȎ pradeda formuoti naujus vandenilinius ryġius. Taip susidaro ɓïklosļiȎ 

struktȊros iġ kuriȎ formuojasi fibrilǟs (1.3 pav.) (Dumoulin et al., 2003). 
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1.3 pav. SiȊlomas lizocimo amiloidiniȎ fibriliȎ formavimosi mechanizmas. (I) ï natyvus baltymas. (II) ï dalinai 

iġsivyniojňs baltymas, kuriame Ŭ domenas ir C ï spiralǟ atsiskyrusios. (III) ï denatȊruotas baltymas. (IV) ï tarpinǟs 

konformacijos pirmtakai. (V ir VI) ï ɓïklostes pradeda sudaryti ir kiti baltymo regionai. (VII) ï fibriliȎ nuotrauka. 

Paveiksle nǟra pavaizduoti disulfidiniai tilteliai nors jie yra visose nurodytose stadijose. (Pritaikyta iġ Booth et al., 

1997). 

FibriliȎ susidarymo procesas siejamas su baltymȎ oligomerȎ, branduoliȎ susidarymu, 

linijiniȎ agregatȎ ilgǟjimu ir linijiniȎ agregatȎ sulipimu Ǳ didesnes sankaupas. 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 baltymo virtimas fibrilǟmis nǟra pakankamai ģymus, kad bȊtȎ aptinkamas (Lee et al. 2007). 

Ġioje fazǟje branduoliȎ susidarymu yra laikomas keliȎ dalinai iġsivyniojusiȎ monomerȎ 

susijungimas Ǳ organizuotŃ struktȊrŃ ï fibriliȎ pirmtakŃ. Po to monomerams jungiantis 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 baltymo monomerȎ, o visas baltymas pavirsta Ǳ fibrilinius agregatus. Lag fazǟs ilgis ir 

fibriliȎ augimo greitis priklauso nuo tokiȎ veiksniȎ kaip pradinǟ koncentracija ar pH (Lee et al. 

2007).  
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VienŃ agregacijos ģingsnǱ, galima atskirti nuo kitȎ. Jis gali bȊti inicijuojamas pridedant Ǳ 

reakcijos miġinǱ sǟklos (amiloidiniȎ agregatȎ), tai yra fibriliȎ ilgǟjimas (Milto et al., 2013). 

Pastebǟta, kad fibriliȎ ilgǟjimas yra panaġus Ǳ fermentinň reakcijŃ (Chatani et al., 2010), kur 

fibriliȎ galai gali bȊti laikomi fermentȎ aktyviaisiais centrais, o prie jȎ prisijungiantys 

monomerai ar oligomerai ï substratais. Tada fibriliȎ ilgǟjimas gali bȊti apraġomas lygtimi: 

F + M ź FM Ÿ F* ,                                                         (1) 

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).  

FibriliȎ ilgǟjimo greitǱ apibȊdina Michaelio-Menten lygtis: 

ὺ                                                                     (2) 

kur M ï monomero koncentracija, vmaxï maksimalus greitis (vmax = k2Fg, k2 ï FM 

komplekso susidarymo Ǳ ilgesnň fibrilň greitis, Fg ï fibrilǟs galȎ koncentracija), KM ï Michaelio 

konstanta (KM = (k2+k-1)/k1, k1 ï monomero jungimosi prie fibrilǟs greiļio konstanta, k-1 ï FM 

komplekso disociacijos konstanta).  

1.2. Viġtos kiauġinio baltymo lizocimo agregacija 

1922 metais Aleksandras Flemingas (Alexander Fleming) paciento serganļio sloga gleivǟse 

atrado medģiagŃ, kuri gali nuģudyti tam tikras bakterijas (Micrococcus lysodeikticus) (Fleming, 

1992). Jis pavadino ġiŃ medģiagŃ ,,lizocimuñ. Buvo nustatyta, kad lizocimo yra ir kituose kȊno 

skysļiuose, seilǟse, aġarose, kraujo serume. Taip pat buvo pastebǟta, kad ir viġtos kiauġinio 

baltyme yra daug lizocimo (Swaminathan et al. 2011).  

Lizocimas sulaukǟ didelio mokslininkȎ susidomǟjimo, kol paaiġkǟjo, kad jo negalima 

pritaikyti kaip antibakterinio preparato, o atradus penicilinŃ susidomǟjimas visiġkai iġblǟso iki 

tol, kol buvo iġskirtas ir iġgrynintas viġtos kiauġinio baltymo lizocimas (Swaminathan et al. 

2011).  

Dabar pasaulyje HEWL yra vienas plaļiausiai naudojamȎ baltymȎ (Jolles, 1960, 1964). 

HEWL turi vienŃ polipeptidinň grandinň (14,3 kD), kuriŃ sudaro 129 aminorȊgġtys sujungtos 4 

vidumolekuliniais disulfidiniais ryġiais (1.4 pav.). Baltymo izoelektrinis taġkas pI11,3, todǟl jis 

lengvai tirpsta vandeniniuose tirpaluose (Wetter and Deutsch, 1951 ). HEWL katalizuoja 

bakterijȎ lŃstelǟs sienelǟs peptidoglikano ɓï1,4 glikozidiniȎ ryġiȎ hidrolizň tarp Nïacetilmuramo 

rȊgġties ir Nïacetilgliukozamino. Skirtingai nei kitus baltymus, HEWL gan lengva iġkristalinti ir 

vǟliau tuos kristalus tirti. (Swaminathan et al. 2011). 
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1.4 pav. Viġtos kiauġinio baltymo lizocimo struktȊra iġ PDB (failas 1HEW). 

 HEWL agregacijos tyrimai tapo labai svarbȊs, kai paaiġkǟjo, kad ģmogaus lizocimo 

geno mutacijos yra susijusios su paveldima sistemine amiloidoze (Pepys et al., 1993). Dabar ġio 

baltymo struktȊriniai pakitimai yra tiriami plaļiau (Dobson et al., 1994). Kadangi HEWL 

struktȊra yra 60% identiġka ģmogaus lizocimui, kuris sudaro amiloidinius agregatus in vivo , jis 

daģnai pasirenkamas ir tiriant molekulinius agregacijos mechanizmus in vitro.  

 Bandymams, kaip modelinis baltymas, naudojamas HEWL, nes jis yra nedidelis, 

gerai iġstudijuotas, fibriles formuojantis baltymas, kurio tretinǟ struktȊra ir baltymo funkcija 

beveik identiġka ģmogaus lizocimui, siejamam su patologine agregacija in vivo. Taip pat galima 

iġgauti labai grynŃ natyvȎ baltymŃ, kuris yra santykinai pigus ir puikiai tirpsta vandeniniuose 

tirpaluose. Modeliniai baltymai labai svarbȊs moksliniuose tyrimuose, nes leidģia palyginti 

skirtingȎ laboratorijȎ duomenis ir pritaikyti daugelǱ eksperimentiniȎ, bei analizǟs metodȎ 

(Krishnamurthy et al., 2009).  

1.3. AmiloidiniȎ fibriliȎ nustatymas Tioflavinu T 

Ġiuo metu amiloidines fibriles Ǳmanoma tirti keliais skirtingais metodais, tokiais kaip 

tyrimas rentgeno spinduliȎ difrakcija (pasikartojanļiam ɓ-klostytam motyvui analizuoti), ģiedinis 

dichroizmas (CD) ir Furjǟ transformacijos infraraudonoji spektroskopija (naudojami amiloidȎ ɓ-

klosļiȎ kiekiui nustatyti), transmisinǟ elektroninǟ mikroskopija, atominǟs jǟgos mikroskopija 

(fibriliȎ morfologijai nustatyti) bei tyrimas panaudojant fibriliȎ savybň prisijungti specifinius 

daģus: Kongo raudonŃjǱ ir TioflavinŃ T (ThT) (Chiti and Dobson, 2006; Maji et al., 2009). 

Pastarasis tyrimo metodas apģvelgiamas detaliau.  

1959 metais Vassar and Culling parodǟ, kad daģui Tioflavinui T (ThT) jungiantis prie 

amiloidiniȎ sankaupȎ audiniuose, labai sustiprǟja jo fluorescencijos intensyvumas (1.5 pav.) 

(Vassar and Culling, 1959) (emisija esant ~ 482 nm, o suģadinimas ~ 450 nm bangos ilgiui) 

(LeVine, 1993; Naiki et al., 1989). 
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1.5 pav. ThT cheminǟ struktȊra ir fluorescencijos padidǟjimas daģui susijungus su amiloidinǟmis fibrilǟmis. A ï 

pateikta ThT cheminǟ struktȊra. Molekulň sudaro hidrofobinǟ dalis su dimetilamino grupe, kuri prijungta prie fenilo 

grupǟs. Ġi dalis sujungta su labiau poline benzotiazolo grupe su dviem poliniais atomais: N ir S (Khurana et al., 

2005). B ï parodytas ThT fluorescencijos padidǟjimas, jam susijungus su amiloidinǟmis fibrilǟmis (pritaikyta iġ 

Biancalana and Koide 2010). 

 Geras ThT tirpumas ir vidutinis giminingumas fibrilǟms suteikia galimybň 

pritaikyti ġǱ daģŃ daugelyje eksperimentȎ (Groenning M., 2010). Daģo fluorescencijos 

intensyvumo padidǟjimas proporcingas susidariusiȎ fibriliȎ kiekiui leidģia jǱ pritaikyti 

kinetiniuose fibrilizacijos tyrimuose (Biancalana and Koide, 2010). Nepaisant intensyvaus 

naudojimo amiloidȎ tyrimuose, tikslus ThT jungimosi mechanizmas kol kas nǟra ģinomas, bet 

manoma, kad daģas jungiasi prie visoms fibrilǟms bendro struktȊrinio motyvo (Sabat® et al., 

2008). Yra keletas mechanizmȎ apraġanļiȎ ThT sŃveikŃ su amiloidinǟmis fibrilǟmis. Kanalo 

modelis apraġo, kad amiloidinǟse fibrilǟse nepriklausomai nuo amino rȊgġļiȎ sekos, lygiagreļiai 

fibrilǟs aġiai, ɓ ï klostǟs suformuoja savitŃ grandiniȎ iġsidǟstymŃ, pavadintŃ ɓ ï klosļiȎ 

kopǟļiomis (1.6pav.) (Biancalana et al., 2008). Laisvoje ThT molekulǟje benzotiazolo ir 

benzeno ģiedai gali laisvai suktis apie bendrŃ C ï C jungtǱ, ġis sukimasis slopina generuojamŃ 

fotonȎ suģadinimŃ, todǟl stebima maģa fluorescencijos emisija (Biancalana and Koide, 2010). 

Kai ThT prisijungia abipus ɓ ï klosļiȎ kopǟļiȎ iġsaugoma suģadinimo bȊsena ir matoma aukġta 

fluorescencijos kvantinǟ iġeiga.  
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1.6 pav. ThT jungimosi prie amiloidiniȎ fibriliȎ kanalo modelis. ThT jungiasi prie ġoniniȎ grandiniȎ pavirġiuje 

susiformavusio kanalo. ThT ģymi abipusǟ rodyklǟ, ɓ klostes ï vienpusǟs rodyklǟs, o amino rȊgġļiȎ ġoninǟs grupǟs ï 

apskritimai (pritaikyta iġ Biancalana and Koide, 2010). 

 Savaiminǟs asociacijos hipotezǟ teigia, kad dauguma eksperimentȎ vykdomȎ su 

ThT yra atliekami virġijant kritinň miceliȎ susidarymo koncentracijŃ (CMC,  ͯ4 µM vandenyje) 

(Khurana et. al.,2005). Manoma, kad amiloidiniȎ fibriliȎ daģymas su ThT yra paremtas 

hidrofobine sŃveika tarp amiloido ir ThT miceliȎ. Vǟlesni praneġimai prieġtarauja ġiai hipotezei, 

nes tyrimus atliekant  ͯ30 ÕM ThT koncentracijoje micelǟs jau nebeturǟtȎ susidaryti (Sabaté et 

al., 2008). Daugiau paaiġkinimȎ pasiȊlǟ Greoningas ir kt. Jie teigia, kad ThT gali prisiriġti prie 

fibriliȎ suģadinus dimerus (eksimerus), iġsidǟstanļius hidrofobinǟse fibriliȎ suformuotose 

ertmǟse (1.7 pav.) (Greonning et. al., 2007). 

 

1.7 pav. Manoma, kad ThT molekulǟs, formuojanļios eksimerus, orientuotos tarpusavyje taip, kad sudaro 120Ј 

kampŃ (pritaikyta iġ Sabate et al. 2013). 

ThT molekuliȎ suformuotȎ dimerȎ giminingumas amilodinǟms fibrilǟms yra 70 kartȎ didesnis. 

Dimerai taip pat skatina fluorescencijos intensyvumo padidǟjimŃ. Remiantis sujungtȎ 

osciliatoriȎ teorija, dviejȎ ar daugiau chromoforȎ artima sŃveika sukuria naujŃ molekulň 

(eksimerŃ), kuri Ǳgauna naujȎ savybiȎ: naujŃ energijŃ ir intensyvumŃ (Sabate et al., 2013). 
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2. MEDĢIAGOS IR METODAI 

2.1.  Naudoti reagentai ir medģiagos 

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

¶ Carl Roth: NaAc(99,5 %), GndHCl (99,7 %), stiklo rutuliukai. 

¶ Fisher Scientific: NaCl, Na2HPO4, NaH2PO4, karbamidas, uranilacetatas.  

¶ Sigma Aldrich: viġtos kiauġinio baltymo lizocimas, tioflavinas T.  

2.2. Naudota laboratorinǟ Ǳranga 

¶ Elektroninis mikroskopas ĂFEI Morgagni 268ñ 

¶ pH metras ĂOrion DUAL STAR Meterñ.  

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

¶ Ġildomoji magnetinǟ maiġyklǟ ĂVELP Scientifica AREñ. 

¶ Termomikseris ĂDITABIS MHR 23ñ. 

¶ PlokġteliȎ skaitytuvas ,,Synergy H4 Hybrid Readerñ. 

¶ 96 ġulinǟliȎ plokġtelǟs ,,Fisher Scientificñ. 

¶ Diferencinio skenavimo kalorimetras MCS ,,MicroCal Inc.ñ 

¶ Vandens vonelǟ ,,HAAKE Kñ 

2.3. Metodai 

2.3.1. Fluorescencijos matavimas 

Viġtos kiauġinio baltymo lizocimo amiloidiniȎ fibriliȎ formavimasis stebimas 

pridǟjus specifiġkai prie fibriliȎ besijungianļio daģo tioflavino T (ThT), kuris suģadinamas 450 

nm ġviesos bangos ilgiu, o emisija matuojama 482 nm bangos ilgyje. Matavimai ir agregacija 

vykdoma plokġteliȎ skaitytuvu ,,Synergy H4 Hybrid Readerñ. MǟginiȎ matavimai vykdomi 96 

ġulinǟliȎ plokġtelǟje. ǰ kiekvienŃ ġulinǟlǱ, maiġymui pagerinti, Ǳdedamas stiklo rutuliukas, 

plokġtelǟ iġ virġaus yra uģklijuojama sandarinimo plǟvele. PlokġteliȎ skaitytuve nustatoma, kad 

spindulys Ǳ mǟginius eitȎ per plokġtelǟs dugnŃ. Plokġtelǟ apġvieļiama 450 ± 9 nm bangos ilgio 

ġviesa ir detektorius matuoja 482 ± 9 nm bangos ilgio ġviesŃ. Viso proceso metu palaikoma 

pastovi pasirinkta temperatȊra.  

2.3.2. TirpalȎ ruoġimas spontaninǟs HEWL agregacijos tyrimams 

Spontaninǟ HEWL agregacija buvo vykdoma Ǳvairiose temperatȊrose. 

Eksperimentai skirtinguose pH ir GndHCl koncentracijose vykdomi 45ᴈ, 50ᴈ, 55ᴈ, 60ᴈ 
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temperatȊrose. Savaiminǟ agregacija esant skirtingoms joninǟms jǟgoms ir karbamido 

koncentracijomis vykdoma 50ᴈ, 55ᴈ, 60ᴈ, 65ᴈ temperatȊrose. 

2.3.2.1.BuferiniȎ tirpalȎ su skirtingomis GndHCl koncentracijomis paruoġimas 

Paruoġiami 50 mM fosfatiniai buferiniai tirpalai (pH 2,5; pH 6,5; pH 7,5) ir 50 mM 

acetatiniai buferiniai tirpalai (pH 3,5; pH 4,5; pH 5,5). Kiekvienas buferinis tirpalas paruoġiamas 

su skirtingomis GndHCl koncentracijomis, kad reakcijos miġinyje bȊtȎ nuo 0 M iki 5 M 

GndHCl. Pasiruoġiami 0M GndHCl 50mM reikiamo pH buferiniai tirpalai ir tokie pat buferiniai 

tirpalai su 6M GndHCl jie supilstomi pagal 2 lentelǟje pateiktus duomenis ir taip gaunamos 

reikalingos GndHCl koncentracijos sŃlygos. 

2 lentelǟ. Buferiniai tirpalai su skirtingomis GndHCl koncentracijomis (V=2 ml). 

GndHCl koncentracija 

reakcijos miġinyje, M 

Ruoġiama GndHCl 

koncentracija, M 

Buferinis tirpalas su 6 

M GndHCl, ml  

Buferinis tirpalas be 

GndHCl, ml  

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 bȊdu paruoġti buferiniai tirpalai su skirtingomis GndHCl koncentracijomis 

toliau naudojami spontaninǟs agregacijos eksperimentuose.  

2.3.2.2.BuferiniȎ tirpalȎ su skirtingomis karbamido koncentracijomis ruoġimas 

Paruoġiami 64 mM (pH 6,5) fosfatiniai buferiniai tirpalai su skirtingomis joninǟmis 

jǟgomis 0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 0,5 M, 0,7M, 1M. Joninǟ jǟga keiļiama pridedant atitinkamŃ kiekǱ 

NaCl. Kiekvienas buferinis tirpalas paruoġiamas su skirtingomis karbamido koncentracijomis, 

kad reakcijos miġinyje bȊtȎ 0 M, 1 M, 2 M, 3 M, 4 M, 5 M, 6 M, 7 M karbamido. Norint gauti 

visas sŃlygas, paruoġiami 3 buferiniai tirpalai. 1) C(NaCl)=5,45 M ; V=11 ml; 64 mM PB pH 

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 pateikiama 1 priede. 
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2.3.2.3. Reakcijos miġiniȎ su skirtingomis GndHCl koncentracijomis ruoġimas 

Reakcijos miġiniuose yra 5mg/ml HEWL, 0,1 mM ThT. Jie ruoġiami 50 mM 

fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose (pH 2,5; pH 6,5; pH 7,5) ir 50 mM acetatiniuose 

buferiniuose tirpaluose (pH 3,5; pH 4,5; pH 5,5). Skirtingi buferiniai tirpalai iġpilstomi Ǳ lǟkġtelǟs 

ġulinǟlius po 166,7 µl. Pasiruoġiamas 30,03 mg/ml HEWL vandeninis tirpalas su  0,5 mM ThT, 

kuris iġpilstomas Ǳ kiekvienŃ ġulinǟlǱ po 33,3 µl. ǰ kiekvienŃ ġulinǟlǱ Ǳdedamas stiklinis rutuliukas 

maiġymui pagerinti. 

2.3.2.4.Reakcijos miġiniȎ su skirtingomis karbamido koncentracijomis ruoġimas 

Reakcijos miġiniuose yra 5 mg/ml HEWL, 0,2 mM ThT. Tirpalai ruoġiami 64 mM 

fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 6,5), esant skirtingai joninei jǟgai ir skirtingoms karbamido 

koncentracijoms. Buferiniai tirpalai iġpilstomi Ǳ ġulinǟlius po 177,8  µl. Paruoġiamas 45 mg/ml 

HEWL vandeninis tirpalas su 1,8 mM ThT, kuris iġpilstomas po 22,2 µl Ǳ ġulinǟlǱ. ǰ kiekvienŃ 

ġulinǟlǱ Ǳdedamas stiklinis rutuliukas maiġymui pagerinti. 

2.3.3. TirpalȎ ruoġimas diferencinio skenavimo kalorimetrijos tyrimam s 

Norint iġtirti kokioje temperatȊroje, skirtingomis sŃlygomis, baltymas praranda 

savo natyviŃ struktȊrŃ, buvo vykdomi diferencinio skenavimo kalorimetrijos tyrimai. Paruoġiami 

5 mg/ml HEWL tirpalai su skirtingomis GndHCl koncentracijomis nuo 0 M iki 5 M. 64 mM 

fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose (pH 2,5; pH 7,5) ir 64mM acetatiniuose buferiniuose 

tirpaluose (pH 4,5; pH 5,5). EksperimentȎ metu ġie tirpalai lyginami su atitinkamais buferiniais 

tirpalais be HEWL. Paruoġiami mǟginiai su 5 mg/ml HEWL koncentracija, 64 mM (pH 6,5) 

fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose su skirtingomis karbamido koncentracijomis nuo 0 M iki 

7M, kai joninǟ jǟga tirpale 0,1 M ir 1M. EksperimentȎ metu paruoġti tirpalȎ mǟginiai lyginami 

su atitinkamos joninǟs jǟgos buferiniais tirpalais be HEWL.  

Diferencinio skenavimo kalorimetrijos eksperimentuose taikytas 1°C/min 

temperatȊros kǟlimo greitis (temperatȊrȎ intervalas 30-95 °C).  

2.3.4. Elektroninǟs mikroskopijos mǟginiai 

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

kartȎ. 4 ÕL tirpalo uģneġama ant anglimi dengtȎ vario tinkleliȎ ir po minutǟs nusausinama. 

Mǟginys 3 kartus plaunamas vandeniu uģneġant po 4 ÕL ir nusausinant. Po to uģneġama 4 µL 

daģo (2Ϸ uranilacetato) ir po 1 minutǟs nusausinama. Paruoġtas mǟginys analizuojamas 

elektroniniu mikroskopu. 
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2.3.5. DuomenȎ analizǟ 

2.3.5.1. Spontaninǟ agregacija 

EksperimentȎ metu gautos ThT fluorescencijos kreivǟs buvo apdorojamos 

Microsoft Excel ir Origin 8.1 programomis. 

 Spontaninǟs agregacijos kinetika gali bȊti apibȊdinama sigmoidine kreive, kur 

pradģioje (lag fazǟje) ThT fluorescencijos beveik nǟra. Didǟjant susidariusiȎ fibriliȎ kiekiui, 

matomas ThT fluorescencijos intensyvumo augimas, kuris galiausiai stabilizuojasi pasibaigus 

fibriliȎ formavimuisi (2.1 pav.) (Nielsen et al., 2001). 

 

2.1 pav. Schematinǟ spontaninio fibriliȎ susidarymo kreivǟ (pritaikyta iġ Nielsen et al., 2001). 

 Spontaninǟs HEWL agregacijos metu gautos ThT fluorescencijos priklausomybǟs 

nuo laiko kreivǟs Origin programa buvo gluodinamos kreive, kuriŃ apraġo lygtis:  

ὣ ώ άὼ
ώ άὼ

ρ Ὡ
 ȟ                                                        ς 

 Kur Y ï fluorescencijos intensyvumas, x ï laikas ir x0 ï laikas, per kurǱ 

suagreguoja 50 % mǟginyje esanļio baltymo  (Nielsen et al., 2001). SkirtingȎ sŃlygȎ Ǳtaka 

spontaniniam HEWL amiloidiniȎ fibriliȎ susidarymui buvo vertinama lyginant gautŃ dydǱ x0. 

FibriliȎ augimo greiļio konstanta apskaiļiuojama kaip 1/Ű (Nielsen et al. 2001). 
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2.3.5.2. Diferencinǟ skenavimo kalorimetrija 

EksperimentȎ metu gautos termogramos buvo apdorojamos naudojant Origin 5.0 

programaos DSC modulǱ. Duomenys buvo normalizuojami, remiantis baltymo koncentracija, 

taikant dviejȎ bȊviȎ modelǱ, nustatoma baltymo lydymosi temperatȊra ir iġsivyniojimo entalpija  
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3. REZULTATAI IR Jȍ APTARIMAS  

3.1. Spontaninǟs agregacijos su GndHCl tyrimas 

HEWL spontaninǟ agregacija buvo vykdoma skirtingose GndHCl koncentracijose 

skirtingo pH buferiniuose tirpaluose 4 temperatȊrose (45°C, 50 C, 55°C, 60 C). 3.1 paveiksle 

pateiktas pavyzdys, kaip naudojant sigmoidǟs kreivň gluodinami spontaninǟs agregacijos 

eksperimentiniai duomenys.  

 

3.1 pav. Gluodinti spontaninǟs agregacijos eksperimentiniai rezultatai, esant 5 mg/ml HEWL, 50 mM pH 4,5 

acetatiniame buferiniame tirpale, 4,5M GdnHCl. Inkubacija 55°C   

3.1.1. Spontaninǟs agregacijos laiko priklausomybǟ nuo pH ir GndHCl 

koncentracijos 

 Gluodinant gautas laikas, per kurǱ suagregavo 50 % mǟginyje esanļio baltymo, 

pateikiamas 3D grafikuose (3.2 pav., 3.3 pav., 3.4 pav., 3.5 pav.), kuriose matome jo 

priklausomybň nuo pH ir GndHCl koncentracijos. Iġ grafikȎ matyti, kad greiļiausiai spontaninǟ 

agregacija vyksta ģemuose pH ruoģuose (pH 2,5; pH 3,5). Aukġtesniuose pH ruoģuose 

spontaninǟ agregacija greiļiausia vidutinǟse GndHCl koncentracijose (2 M ï 4,5 M). Matyti, kad 

kylant temperatȊrai laikas, per kurǱ suagregavo 50 % mǟginyje esanļio baltymo, trumpǟja.  
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3.2 pav. Laiko, per kurǱ suagreguoja 50 % mǟginyje esanļio baltymo, priklausomybǟ nuo GndHCl koncentracijos 

skirtinguose pH. Inkubacijos temperatȊra 60 ᴈ. 

 

3.3 pav. Laiko, per kurǱ suagreguoja 50 % mǟginyje esanļio baltymo, priklausomybǟ nuo GndHCl koncentracijos 

skirtinguose pH. Inkubacijos temperatȊra 55 ᴈ. 
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3.4 pav. Laiko, per kurǱ suagreguoja 50 % mǟginyje esanļio baltymo, priklausomybǟ nuo GndHCl koncentracijos 

skirtinguose pH. Inkubacijos temperatȊra 50 ᴈ. 

 

3.5 pav. Laiko, per kurǱ suagreguoja 50 % mǟginyje esanļio baltymo, priklausomybǟ nuo GndHCl koncentracijos 

skirtinguose pH. Inkubacijos temperatȊra 45 ᴈ.   

 Naudojant apdorotus eksperimentinius duomenis, nubraiģyta logaritminio greiļio 

priklausomybǟ nuo atvirkġtinǟs temperatȊros (Arrhenius koordinatǟs) bei apskaiļiuotos procesȎ 

aktyvacijos energijos esant skirtingoms pH reikġmǟms ir GndHCl koncentracijoms (3.6 pav., 3.7 

pav., 3.8 pav., 3.9 pav. 3.10 pav, 3.11 pav.). Gautos reikġmǟs nǟra labai tikslios, nes 

eksperimentiniai duomenys iġsibarstň, t. y. t turi santykinai nemaģas paklaidas. Taip gali bȊti 

todǟl, jog GndHCl yra denatȊrantas turintis didelň joninň jǟgŃ, tai gali daryti ǱtakŃ tolimesniems 

procesams.  
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3.6 pav. Savaiminǟs agregacijos greiļiai Arenijaus koordinatǟse, aktyvacijos energijos apskaiļiuojama iġ gautos 

tiesǟs nuolinkio. Mǟginiuose pH 2,5. A) 0,5 M GndHCl, B) 1 M GndHCl, C) 1,5 M GndHCl, D) 2 M GndHCl, E) 

2,5 M GndHCl, F) 3 M GndHCl, G) 3,5 M GndHCl, H) 4 M GndHCl, I) 4,5 M GndHCl, J) 5 M GndHCl. 

 Kai pH 2,5 didģiausias energijos kiekis reakcijai inicijuoti reikalingas lizocimo 

tirpaluose su 0,5 M ir 1 M GndHCl. Didinant GndHCl koncentracijŃ energetinis barjeras kinta 

paklaidȎ ribose. 



28 

 

 

3.7 pav. Savaiminǟs agregacijos greiļiai Arenijaus koordinatǟse, aktyvacijos energijos apskaiļiuotos iġ gautos tiesǟs 

nuolinkio. Mǟginiuose pH 3,5. A) 1 M GndHCl, B) 1,5 M GndHCl, C) 2 M GndHCl, D) 2,5 M GndHCl, E) 3 M 

GndHCl, F) 3,5 M GndHCl, G) 4 M GndHCl, H) 4,5 M GndHCl, I) 5 M GndHCl. 

 Kai pH 3,5 didģiausias energijos kiekis reakcijai inicijuoti reikalingas lizocimo 

tirpaluose su 0,5 M ir 1 M GndHCl. Didinant GndHCl koncentracijŃ energetinis barjeras kinta 

paklaidȎ ribose. 
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3.8 pav. Savaiminǟs agregacijos greiļiai Arenijaus koordinatǟse, aktyvacijos energijos apskaiļiuotos iġ gautos tiesǟs 

nuolinkio. Mǟginiuose pH 4,5. A) 1 M GndHCl, B) 1,5 M GndHCl, C) 2 M GndHCl, D) 2,5 M GndHCl, E) 3 M 

GndHCl, F) 3,5 M GndHCl, G) 4 M GndHCl, H) 4,5 M GndHCl, I) 5 M GndHCl. 

 Kai pH 4,5 didinant GndHCl koncentracijŃ energetinis barjeras maģǟja kol 

pasiekiama 3 M GndHCl koncentracija. Aukġtesnǟse GndHCl koncentracijose aktyvacijos 

energija kinta paklaidȎ ribose.  
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3.9 pav. Savaiminǟs agregacijos greiļiai Arenijaus koordinatǟse, aktyvacijos energijos apskaiļiuotos iġ gautos tiesǟs 

nuolinkio. Mǟginiuose pH 5,5. A) 1 M GndHCl, B) 1,5 M GndHCl, C) 2 M GndHCl, D) 2,5 M GndHCl, E) 3 M 

GndHCl, F) 3,5 M GndHCl, G) 4 M GndHCl, H) 4,5 M GndHCl, I) 5 M GndHCl. 

 Kai pH 5,5 didinant GndHCl koncentracijŃ energetinis barjeras maģǟja kol 

pasiekiama 3 M GndHCl koncentracija. Aukġtesnǟse GndHCl koncentracijose aktyvacijos 

energija kinta paklaidȎ ribose. 
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3.10 pav. Savaiminǟs agregacijos greiļiai Arenijaus koordinatǟse, aktyvacijos energijos apskaiļiuotos iġ gautos 

tiesǟs nuolinkio. Mǟginiuose pH 6,5. A) 1,5 M GndHCl, B) 2 M GndHCl, C) 2,5 M GndHCl, D) 3 M GndHCl, E) 

3,5 M GndHCl, F) 4 M GndHCl, G) 4,5 M GndHCl, H) 5 M GndHCl. 

 Kai pH 6,5 didinant GndHCl koncentracijŃ energetinis barjeras maģǟja kol 

pasiekiama 2,5 M GndHCl koncentracija. Aukġtesnǟse GndHCl koncentracijose aktyvacijos 

energija kinta paklaidȎ ribose. 
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3.11 pav. Savaiminǟs agregacijos greiļiai Arenijaus koordinatǟse, aktyvacijos energijos apskaiļiuotos iġ gautos 

tiesǟs nuolinkio. Mǟginiuose pH 7,5. A) 2,5 M GndHCl, B) 3 M GndHCl, C) 3,5 M GndHCl, D) 4 M GndHCl, E) 

4,5 M GndHCl, F) 5 M GndHCl. 

 Kai pH 7,5 didinant GndHCl koncentracijŃ energetinis barjeras maģǟja kol 

pasiekiama 4,5 M GndHCl koncentracija. Aukġtesnǟse GndHCl koncentracijose aktyvacijos 

energija kinta paklaidȎ ribose. 

3.1.2. Aktyvacijos energijos priklausomybǟ nuo GndHCl koncentracijos 

3.12 paveiksle pateikti aktyvacijos energijos priklausomybǟs nuo GndHCl 

koncentracijos grafikai. Iġ jȎ matyti, kad ģemesniuose pH ruoģuose (pH 2,5; pH 3,5) energetinis 

barjeras nuo GndHCl koncentracijos nepriklauso. Aukġtesniuose pH intervaluose (pH 4,5; pH 

5,5; pH 6,5; pH 7,5) aktyvacijos energija maģǟja kol pasiekiamos minimalios reikġmǟs. Kai pH 

4,5 maģiausias energetinis barjeras (52 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 iġ galimȎ tokiȎ rezultatȎ paaiġkinimȎ bȊtȎ, kad aukġtesniuose pH ruoģuose 

(pH 4,5; pH 5,5; pH 6,5; pH 7,5) ir esant maģesnǟms GndHCl koncentracijoms reakcijoje 

dalyvauja natyvios konformacijos baltymas ir tam, kad susidarytȎ fibrilǟs, natyvi struktȊra turi 

bȊti suardyta, todǟl reikalinga didesnǟ aktyvacijos energija. Kai tirpale yra maģesnis pH (pH 2,5; 

pH 3,5) ar aukġtesnǟs GndHCl koncentracijos HEWL gali bȊti praradňs savo natyviŃ struktȊrŃ, 

todǟl, tokiomis sŃlygomis, energetinis barjeras reikalingas spontaniniam fibriliȎ susidarymui 

nedidelis ir maģai kintantis. Ġios hipotezǟs patikrinimui buvo atlikti HEWL stabilumo tyrimai 

diferencinǟs skenavimo kalorimetrijos metodu. 
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3.12 pav. Aktyvacijos energijos priklausomybǟ nuo GndHCl koncentracijos. 

3.1.3. Diferencinǟ skenavimo kalorimetrija 

 Atlikti  HEWL stabilumo tyrimai, nustatant baltymo lydymosi temperatȊrŃ Tm 

esant skirtingoms GdnHCl koncentracijoms, kai pH 2,5 ir 4,5. Diferencinǟs skenavimo 

kalorimetrijos tyrimȎ rezultatai, pateikiami (3.13 pav.). 3.13 paveiksle matome HEWL 

denatȊracijos temperatȊros priklausomybň nuo GndHCl koncentracijos. Ġie tyrimai patvirtina 

hipotezň, kad GndHCl suardo natyviŃ baltymo struktȊrŃ ir taip maģina fibriliȎ susidarymo 

aktyvacijos energijŃ. Kai reakcijos miġinyje ģemas pH (pH 2,5) baltymo denatȊracijos 
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temperatȊra nepridǟjus GndHCl yra 65 ᴈ, tai yra maģesnǟ nei aukġtesniuose pH ruoģuose (pH 

4,5). Galime teigti, kad ģemesniame pH baltymo natyvi struktȊra jau yra dalinai suardyta, todǟl 

aktyvacijos energijos priklausomybǟ nuo GndHCl koncentracijos nǟra dǟsninga.  

 

3.13 pav. HEWL denatȊracijos temperatȊros priklausomybǟ nuo GndHCl koncentracijos. 1) pH 2,5, 2) pH 4,5. 

3.1.4. Elektroninǟs mikroskopijos rezultatai 

 Norint Ǳsitikinti, jog tikrai susidaro amiloidiniai agregatai, naudojant elektroninǱ 

mikroskopŃ buvo gauti lizocimo fibriliȎ vaizdai (3.14 pav.). 

 

3.14 pav. Viġtos kiauġinio baltymo lizocimo fibrilǟs ruoġtos 50 mM pH 2,5 fosfatiniame buferiniame tirpale, kai 

GndHCl koncentracija 1 M, 40 ᴈ temperatȊroje. 
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 Paveiksle matoma, kad susidariusios fibrilǟs kartkartǟmis apsiveja viena kitŃ ar 

sulimpa Ǳ didesnius darinius. 

3.2. Spontaninǟs agregacijos su karbamidu tyrimas 

Kad bȊtȎ galima atskirti denatȊranto ir joninǟs jǟgos ǱtakŃ spontaninei lizocimo 

agregacijai buvo vykdoma skirtingose karbamido koncentracijose esant skirtingos joninǟms 

jǟgoms 64 mM pH 6,5 fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose 4 temperatȊrose (50°C, 55 C, 60°C, 

65 C).  

3.2.1. Spontaninǟs agregacijos laiko priklausomybǟ nuo karbamido koncentracijos 

ir joninǟs jǟgos 

Laikas, per kurǱ suagregavo 50 % mǟginyje esanļio baltymo, pateikiamas 3D 

grafikuose (3.15 pav., 3.16 pav., 3.17 pav., 3.18 pav.), kuriuose matome jo priklausomybň nuo 

tirpalo joninǟs jǟgos ir karbamido koncentracijos. Iġ grafikȎ matyti, kad greiļiausiai spontaninǟ 

agregacija vyksta esant didesnei nei 0,3 M joninei jǟgai aukġtesnǟse karbamido koncentracijose. 

Ģemesnǟse karbamido koncentracijose spontaninǟ agregacija greiļiausiai vyksta vidutinǟs 

joninǟs jǟgos tirpaluose (0,2 M ï 0,7 M). 

 

3.15 pav. Laiko, per kurǱ suagreguoja 50 % mǟginyje esanļio baltymo, priklausomybǟ nuo karbamido 

koncentracijos skirtingos joninǟs jǟgos salygomis. Inkubacijos temperatȊra 65 ᴈ.  
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3.16 pav. Laiko, per kurǱ suagreguoja 50 % mǟginyje esanļio baltymo, priklausomybǟ nuo karbamido 

koncentracijos skirtingos joninǟs jǟgos salygomis. Inkubacijos temperatȊra 60 ᴈ. Kadangi eksperimento laikas 

ribotas, nustatyti t50 maģesnǟse karbamido koncentracijose nepavyko.  

 

 

3.17 pav. Laiko, per kurǱ suagreguoja 50 % mǟginyje esanļio baltymo, priklausomybǟ nuo karbamido 

koncentracijos skirtingos joninǟs jǟgos salygomis. Inkubacijos temperatȊra 55 ᴈ. Kadangi eksperimento laikas 

ribotas, nustatyti t50 maģesnǟse karbamido koncentracijose nepavyko.  

 

 






















