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Peptidy ar baltymy nenatyvios struktiiros siejamos su pla¢iu spektru ligy (Chiti and
Dobson 2006). Sios ligos yra vadinamos klaidingo baltymy susilankstymo (angl. proteine
misfolding) ligomis. Pastarosios pasizymi patologine biisena, kai sumazéja baltymo
susilankstymo efektyvumas, kuris jtakoja sumazéjusj baltymy, galinCiy atlikti normalias
funkcijas, kiekj. Sis natyviy baltymy kiekio smaZéjimas gali atsirasti dél vieno i§ keleto
potransliaciniy procesy, tokiy kaip endoplazminio tinklo jtakotos degradacijos ar netinkamo
baltymy transportavimo (Amaral 2003). Bet visgi didziausig klaidingo susilankstymo ligy dalj
sudaro ligos, kai baltymas ar peptidas, esantis tirpioje, funkcionalioje biisenoje, transformuojasi i
labai organizuotus netirpius ir neSakotus fibrilinius agregatus - amiloidus (Chiti and Dobson
2006; Sawaya et al. 2007). Zinomi daugiau nei 25 skirtingi fiziologiniai baltymai formuojantys
amiloidinius darinius in vivo (Yumlu et al. 2009). Biidami agreguotoje formoje baltymai ne tik
gali neatlikti biologiniy funkcijy, bet ir buti zalingi organizmui, sukeldami tokias ligas kaip
Alzhaimerio ar Parkinsono (Jimenez et al. 2002; Smirnovas and Winter 2008).

Pacientams sergantiems diabetu reikia leistis insulino injekcijas. Yra buve atvejy, kai
ilgalaikis insulino $virkstimas sukélé poodines sankaupas, kurios didzigja dalimi buvo sudarytos
i§ insulino amiloidiniy agregaty (Yumlu et al. 2009; Shikama et al. 2010). Tai iliuostruoja
insulino, kaip amiloidus sudarancio baltymo, tyrimy svarbg Zmonéms, sergantiems diabetu.
Dabar insulino amiloidogenezé jau neblogai iStyrinéta, taip pat Sis baltymas daznai naudojamas
kaip modelis amiloidiniy fibriliy susidarymo mechanizmy tyrimams (Lee et al. 2007). Esant
skirtinigoms sglygoms, tokioms kaip koncentracija, temperatiira ar slégis, agregacija gali vykti
skirtingais keliais ir susidaryti skirtingos struktiiros fibrilés (Smirnovas and Winter 2008). Yra
parodyta, kad 100 mM NaCl paspartina insulino amiloidniy fibriliy susidaryma ((A) Nielsen et
al. 2001), taciau néra duomeny apie kity jony jtaka. Todél galima iSbandyti jvairius jonus ir
1$siaiSkinti ar jie pakeis insulino fibrilizacijos kinetika.

Sio darbo tikslas yra eksperimentiskai istirti katijony poveikj insulino agregacijai. Tad
keliami tokie uzdaviniai:

1. naudojantis literatira issiaskinti, AlCls, BaCl, CaClz, CoClz, CrCls, CsCl, CuCly,
FeCls, KCI, LiCl, MgCl, NaCl, NiClz, (NHs)CI, ir ZnCl, tirpumg vandenyje;

2. naudojant Qiagen Rotor-gene 6000 padaryti serija insulino agregacijos
eksperimenty esant skirtingoms katijony koncentracijoms;

3. apdoroti gautus duomenis ir apskaiciuoti fibriliy susidarymo kinetinius parametrus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Amiloidai

1.1.1. Kas yra amiloidai

Terminas amiloidas buvo pristatytas 1854 m. vokiecCiy gydytojo mokslininko Rudolfo
Virchovo. Naudodamasis geriausiais to meto moksliniais metodais ir medicinos ziniomis,
Virchovas naudojo joda zyméti i§ smegeny iSskirtiems dariniams. Pastebéjes, kad tuos darinius
paveikus jodu jie nusidazo blyskia mélyna spalva, o paveikus sulfatu — violetine, Virchovas
padaré i§vada, jog darinys yra sudarytas i§ celiuliozés ir davé jam pavadinimg amiloidas. Sis
zodis yra kiles i$ lotyny kalbos ZodZio amylum ir graiky kalbos zodzio amylon — kurie reiSkia
krakmola. Tuo metu nebuvo zinoma, kad krakmolas ir celiuliozé yra augaly karalystés
angliavandeniai, o ne gyviny. Véliau Virchovas nusprendé, kad amiloidiné masé turéty biti
krakmolas. Kai 1859 m. Fridreichas ir Kekulé pademonstravo, kad amiloidai sudaryti i$
baltyminés masés, o karbohidraty ten visai néra, buvo pradéta | amiloidus zitréti kaip j baltymus,
o véliau ir kaip j baltymy klasg, kuri yra linkusi virsti fibrilémis (Sipe and Cohen 2000).

Per 19 a. ir 20 a. pradzig amiloidy kilmés tyrimai peraugo nuo makroskopiniy Virchovo ir
jo amzininky stebéjimy iki klinikiniy simptomy klasifikacijos. Terminas amiloidas buvo
naudojamas apibtdinti specifines makroskopines anomalijas, buvusias organuose ar audiniuose,
kuriuos i8pjaudavo autopsijos metu. Pacientai tur¢jo jvairius klinikinius sindromus kurie buvo
klasifikuojami kaip idiopatiniai ar susij¢ su mieloma, paveldimi ar endokrininiai. Nors termino
amiloidas vartojimas néra vienas i$ gerai zinomy Virchovo atradimy, bet tai ir padéjo praplésti
biomedicinos tyrimy lauka (Sipe and Cohen 2000).

Manoma, kad beveik visi baltymai ir peptidai gali agreguotis ] skirtingas strukttiras, nuo
pilnai netvarkingy amorfiniy agregaty iki labai tvarkingy kristaliniy formy (1 paveikslas) (Chiti
and Dobson, 2006). Amiloidai turi tvarkingg struktiirg arba bent jau dalj jos, bet ji nekristaliné.
Jie yra suformuoti i§ mazdaug 10 nm diametro fibriliy, kurios gali bati iki keliy $imty pum ilgio
(Alies et al. 2013). Dél to jie dar yra vadinami amiloidinémis fibrilémis.

Amiloidy fibriliy formavimasis — tai procesas, kai natyvis, tirpiis baltymai netaisyklingai
susilanksto ] netirpias fibriles, sudarydami 8 klostes (Lee et al. 2007). Manoma, kad amiloidinés
fibriliés formuojasi branduoliy susidarymo biidu (4 paveikslas) (Chiti and Dobson, 2006).
Remiantis dazo tioflavino T fluorescencijos matavimy duomenimis, peptidy ar baltymy virtimo

fibrilémis laikas yra sudarytas i§ lag fazés, kurios metu, manoma, susidaro branduoliai, ir
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eksponentinio augimo fazes. Kai tik susiformuoja branduoliai, prasideda greitas fibriliy augimas,
prisijungiant monomerus arba oligomerus (Chiti and Dobson, 2006). Siame mechanizme
branduoliai turi didziausig energija. Kadangi pastaryjy susidarymas i§ monomery yra

energetiSkai nepalankus, tai jis vyksta létai ir yra greitj ribojantis faktorius. (Alies et al. 2013).

Netvarkingi Netvarkingi Funkcionalis
agregatai agregatai oligomerai

| t—r__J

"

@ / Funkcionalios
== Dalinai gijos
\ iSsivynioje "
R et Y.
Degradave T o
fragmentai Iisivynioje Natyviis I\

51 e |

@ i)
|/

-

£ Natyvils agregatai
agregstal

/

1

Agregatai,
turintys
B struktiira
Amiloidai ar
amiloidinés
fibrilés

1 pav. Keliy i§ daugelio komformaciniy stadijy, kurias gali jgauti polipeptidinés grandines,
schema (adaptuota i§ Chiti and Dobson, 2006).

Kad susiformuoty amiloidai, monomeriniai peptidai turi pakeisti savo struktiirg j B klostes.
Jei peptidas yra atsitiktinai susivyniojes, netaisyklingai susilankstes, jis gali transformuotis |
amiloida per branduoliy susidarymo stadijg. O baltymai su aiSkia trimate struktiira pirmiausia
turi iSsilankstyti, kad galéty sudaryti B klosCiy amiloiding struktiirg ir toliau formuotis |

amiloidus. Manoma, kad j §j mechanizma dar jeina: fragmentavimasis, tai yra amiloidy skilimas,
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kuris lemia didesnj susidariusiy branduoliy skai¢iy, ir papildomi konformaciniai pokyciai, kai
branduoliai formuojasi tiesiogiai i§ pirminés baltymo formos (Alies et al. 2013). Siuo atveju
konformaciniai poky¢iai riboja reakcijos greitj (Alies et al. 2013).

Amiloidy formavimosi procesas priklauso nuo koncentracijos. Zemiau kritinés
koncentracijos nesusiformuos branduoliai ir agregacija nejvyks. Vir§ kritinés koncentracijos
agregacija vyks spontaniskai, bet kai kuriais atvejais labai 1étai, dél branduoliy formavimosi. Tai
gali biiti pagreitinta jdéjus jau susiformavusiy amiloidy (Alies et al. 2013).

Kadangi smiloidus sudaro P klostés, tai reikalauja klasikinés [ klostes sudarancios
sgveikos, pavyzdziui vandeniliniy jungéiy, susidaranciy tarp polipeptidinés grandinés amidiniy
grupiy, ir  klostes sujungiancios sgveikos, tarp Soniniy grandiniy. Pastaroji susidaro dél druskos
tilteliy, vandeniliniy jungcCiy ir/arba hidrofobinés sgveikos. Vidutinis atstumas tarp 3 klosCiy yra
apie 11 A (Alies et al. 2013).

Nestruktiirizuotiems peptidams amiloidy formavimasis priklauso tik nuo peptido ilgio ir
Soniniy grandiniy tipo, bei pozicijos. Riig§¢iy pozicija sekoje yra labai svarbi, nes ji turi atitikti ir
sgveikauti su amino rugstimis, esanciomis kitoje klostéje. Pavyzdziui, poli argininas nejgaus
stabilios amiloidinés struktiiros (neutraliame pH), nes Soninés grandinés stums viena kitg dél
stiprios elektrostatinés stimos. Palyginimui poli glutaminas gali suformuoti amiloidus (amiloidai
susidare 1§ poli glutamino sukelia Huntingtono liga.), nes dvi kaimyninés glutamino Soninés

grandinés gali tarpusavyje suformuoti vandenilinius rySius (Alies et al. 2013).

1.1.2. TInsulinas kaip amiloidy susidarymo modelis

Yra manoma, kad insulino fibriliy formavimosi procese dalyvauja keturios pagrindinés
struktiiros: heksameras (pagrinding struktiira), monomeras, branduolys ir fibrilé (Lee et al. 2007).
Taciau esant pH 2, bei insulino koncentracijai didesnei nei 1,5 mg/mL, jis daZniausiai biina
tetrameras, o pH 2 ir koncentracijai esant mazesnei negu 1,5 mg/mL, insulinas yra dimeras. ((B)
Nielsen et al. 2001). Monomeras yra sudarytas i§ dviejy polipeptidiniy grandiniy (A ir B,
atitinkamai susidedanciy i$ 21 ir 30 amino riig§¢iy), sujungty disulfidiniais rysiais (2 paveikslas).
Originalus heksameras yra susijunges i§ $e§iy monomery, kurio struktiirg stabilizuoja du Zn?* (3
paveikslas) (Lee et al. 2007).

Manoma, kad grieZtesnémis salygomis, tokiomis kaip zemas pH ir aukSta temperatiira,
insulino fibriliy susidarymo pradinése stadijose vyksta natyviy insulino oligomery (heksamery,
tetramery ir dimery) disociacija j natyvius monomerus ((A) Nielsen et al. 2001). Veikiant
temperatiirai monomerai dalinai i$sivynioja. Dalinai i§sivynioj¢ monomerai turi didelj polinkj
oligomerizuotis ir, esant kritinei koncentracijai, neiSvengiamai virsta branduoliais. Manoma, kad
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Siame procese dalyvauja ne viena tarpiné forma (4 paveikslas), dél ko yra sunkiau susidaryti

branduoliams, kas lemia lag fazés buvima kinetiniame fibrilizacijos modelyje ((A) Nielsen et al.
2001).

2 pav. Insulino monomero A ir B polipeptidiniy grandiniy schema (adaptuota i§ Chemistry

explained, zitiréta 2013-05-29).

3 pav. Insulino heksamero struktiira. Juoda sfera vaizduoja Zn?* jonus, issidésciusius vertikalioje

vaizduojamai plokstumai aSyje (PDB ID: 4EWZ).
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Kai tik susiformuoja branduoliai, prie jy pradeda jungtis monomerai arba oligomerai ir
susiformuoja fibrilés. Pastaryjy galai tarnauja kaip reakcijos centrai ir vykdo save
katalizuojancias reakcijas, nuolatos ilginancias fibriles ((A) Nielsen et al. 2001). Tai yra
pagrindziama faktu, kad papildomai pridéjus fibriliy, beveik pasinaikina lag fazé. Papildomas
fibriliy pridéjimas ] reakcijos tirpalg yra charakteristika, jrodanti, kad fibriliy ilgéjimo
mechanizmas priklauso nuo branduoliy. Nustatyta atvirkstiné linijiné koreliacija tarp insulino
koncentracijos logaritmo ir lag fazés laiko, turéty atspindéti esminius kinetinius mechanizmus,

susijusius su branduoliy formavimusi ((A) Nielsen et al. 2001).

)

Issivyniojusi
forma

I
% — A+=—/7 .:E_.

Heksameras Monomeras Tarpiné forma Branduolys
(tetrameras ar

dimeras) Fibrile

4 pav. Fibriliy augimo, paremto branduoliy susidarymu, schema (adaptuota i§ (A) Nielsen et al.
2001).

Manoma, kad insulino branduoliy susidarymo mechanizme greitj lemianti stadija yra
tarpiniy formy susidarymas. Pastarieji yra kompetentingi sukelti agregacijos procesa. Jei tai yra
tiesa, tuomet joninés jégos padid¢jimas ir didesnis anijony kiekis gali jtakoti konformacinj
tarpinés formos stabiluma arba susidarymo greitj. Si hipotezé yra susijusi modeliu, kai esminé
tarpinés formos komformacija, i§ karto po susiformavimo, labai greitai oligomerizuojasi ir
susiformuoja fibrilé ((A) Nielsen et al. 2001).

Fibriliy formavimosi proceso lag fazés laiko sumazéjimas, esant didesnei joninei jégai, gali
buti paaiskintas tuo, kad dél joninés jégos sumazéja stiimos jéga tarp reaguojanciy insulino
molekuliy ir tai skatina fibriliy formavimasi. Esant 1.6 pH reikSmei, insulino monomeras turi
bendra teigiamg kriivi. Pridéjus chlorido, sulfato ar fosfato anijony, teigiamas krivis bus
panaikintas ir atsiras hidrofobiné saveika reikalinga branduoliy formavimuisi. Vadinasi, insulino
branduoliy susidarymo procesas priklauso nuo elektrostatinés ir hidrofobinés sgveikos ((A)

Nielsen et al. 2001).
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Néra nustatyta koreliacijos tarp fibriliy ilgéjimo greiCio ir joninés jégos arba riigSties
koncentracijos, taciau zymiai létesni fibriliy ilgejimo greiciai, esant didelei joninei jégai arba
didelei rugsties koncentracijai, rodo, kad did¢janti anijony koncentracija 1étina fibriliy elongacija
((A) Nielsen et al. 2001).

Insulino kinetinis modelis yra tinkamas ir kity baltymy fibriliy susidarymui apraSyti,
kadangi skirtingy amiloidiniy fibriliy susidarymo eksperimenty salygos ir gauti rezultatai yra
panasis (Lee et al. 2007) Tai iliustruoja charakteringa insulino ThT fluorescencijos sigmoidiné
kreivé, kuri buvo pastebéta ir B amiloido, ir daugybés kity amiloidy agregacijoje ((A) Nielsen et
al. 2001).

1.1.3. Metaly jony jtaka amiloidiniy fibriliy formavimuisi

Metaly jonai gali jtakoti agregacija sujungdami du peptidus (5 paveikslas, B schema),
pakeisdami konformacija | labiau linkusig agreguotis (5 paveikslas, C schema) arba
sumazindami bendrg kriivi. Nepaisant to metaly jonai gali trukdyti agregacijos procesui
indukuodami ar stabilizuodami maziau agreguotis linkusias konformacijas, padidindami bendra

kravj (Alies et al. 2013).

h @ 0 — _ 00 - 0000 -
"-o—Lb— LAl —LAERE —

5 pav. Principinés fibriliy formavimosi schemos. (A) Metalo jonas susijungia su peptidu ir taip
inicijuojama agregacija sujungiant peptidy ir metalo juny kompleksams. (B) Metalo jonas sujungia
peptidus j dimerus, kas inicijuoja agregacija. (C) Metalo jonas prisijungia prie peptido ir pakeicia

jo konformacija j agregacijai tinkama (Alies et al. 2013).

Pereinamyjy metaly jonai prie peptidy dazniausiai jungiasi per Sonines grupes, bet kartais
gali jungtis ir prie peptidinés grandinés. Pagrindinés Cul*, Cu?*, Fe?" ir Zn?* jungimosi vietos yra
Soninés histidino, cisteino grupés ir N galiniai aminai. Asparto ir glutamo COO™ grupés taip pat
jungiasi su metalais, kaip ir metionino Soninés grupés. B klos¢iy formavimuisi daro jtaka
jungimasis prie Soninés grandinés arba jungimasis prie peptidinés grandinés (Alies et al. 2013).

Dazniausiai metaly jungimosi procese dalyvauja histidinai, jie gali jungtis su daugeliu

pereinamyjy metaly. Taip pat histidinas yra pats svarbiausias ligandas fiziologiskai svarbiuose
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peptiduose, tokiuose kaip amiloidas [, prioniniai baltymai, o sinukleinas, etc. Cisteinas
dazniausiai stipriai sgveikauja su Svelnesniy metaly jonais, bet oksidavus susidaro disulfidiniai
rySiai ir metaly jonai yra atjungiami. Kitaip tariant, eksperimentai turéty buti atlikti
anaerobinémis sglygomis. Kiti svarbiis ligandai, kuriy afiniSkumas daznai btina Zemesnis, yra
karbohidratai (Asp, Glu, C galas) ir metioninas (§velnesniems metaly jonams) (Alies et al. 2013).

Netvarkingai susivyniojusiy peptidy ar baltymy, agregacijos procese, dalyvaujant metalo
jonams, pagrindinis parametras yra ligandy vieta sekoje. Baltymams ar peptidams, kurie yra
tvarkingai susivynioj¢ ] treting struktiirg, prie§ virstant amiloidais, reikia iSsilankstyti. Metaly
jungimasis gali stabilizuoti ar destabilizuoti prading neamiloiding struktiirg, tai yra gali daryti
jtaka amiloidy formavimuisi. Polipeptido/baltymo antriné struktira gali bati atsitiktinai
susivyniojusiy spiraliy, a spiraliy ir B klos¢iy miSinys (Alies et al. 2013). Metalo jony
prisijungimas destabilizuoja a spiraling strukttra, skatina  klosCiy susidarymg ir amiloidy
formavimasi (Pagel at al. 2005).

Metaly jonai turi specifing koordinacing chemijg, kuri yra jautri ligandy skaiciui,
prigimciai ir geometrijai. Tokioje jautrioje sistemoje, kaip amiloidy formavimosi procese,
kiekvienas metalo jonas gali turéti skirtingg jtaka kinetikai, susidariusiy amiloidy kiekiui ir
agregaty strukttiroms. Vadinasi, agregacijos procesas priklauso nuo metalo jony prigimties, t.y.
nuo pastaryjy koordinacijos specifiskumo (Alies et al. 2013).

Labiausiai iStirti jonai, Cu?* ir Zn?*, yra pakankamai skirtingi. Skirasi jy elektroniné
struktiira, Cu®* turi d°, 0 Zn?* turi d%. Sis vieno elektrono skirtumas yra atsakingas uz didelius
poky¢ius koordinacjoje. Cu?* yra kvadrato formos, elektronai issidéste plokstumoje (su vienu ar
dviem isikiSusiais ligandais), o Zn?' yra labiau tetraedro, oktaedro formos. Kitas ryskus
skirtumas yra tai, kad Cu?* yra stipresné Luiso riigstis negu Zn?*. Cu?" yra pakankamai stiprus,
kad galéty prisijungti prie baltymo peptidinés grandinés, kas gali sukelti peptidiniy rySiy amidy
deprotonizavima. Tyrimuose buvo pastebéti §iy metaly jony poveikio skirtumai. Zn?* daro
didesne jtaka amiloidams, negu Cu?* (Alies et al. 2013). Zn?" inhibuoja peptido iAPP (angl. islet
amyloid polypeptide chain) virtima j fibriles. Yra nezinomos struktiiriniy poky¢iy priezastys, bet
manoma, kad o spiraliné struktiira yra stabilizuojama Zn?*, kai jis jungiasi prie dviejy histidiny,
esanéiy arti vienas kito o spiralinéje struktiiroje (Alies et al. 2013). Cu?* jungiasi tiktai prie vieno
histidino, vadinasi, nestabilizuoja o spiralinés strukttiros, bet manoma, kad gali stabilizuoti 3
Klostes (Alies et al. 2013).

Bendras kriivis yra svarbus agregacijos parametras, nes agregacija yra greitesné, kai
bendras krivis pasiekia 0. Metaly jungimasis gali pakeisti bendra kriivi. Skai¢iuojant bendra

kravj reikia atkreipti démesj j du dalykus: metaly jonai turi kravj, kurj reikia pridéti jonui
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prisijungus prie peptido, ir metaly jonai jungdamiesi gali padidinti vandenilio jony koncentracija,
kas taip pat jtakoja kriivi. Taigi turi biiti atsizvelgta ir | bendrojo kruvio pasikeitima, jtakota
metaly, nes esant skirtingiems mataly jonams, yra pasalinami protonai. Bet kol kas jokiais
tyrimais nebuvo parodytas kriivio pasikeitimo poveikis peptido agregacijai. Be to,
peptidy/baltymy, turin€iy trimate struktirg, atveju protonizavimo pasikeitimai gali sukelti
struktiirinius pokyc¢ius, vadinasi gali sukelti agregacija, pavyzdziui, zemesnis pH destabilizuoja
susilanksciusius baltymus, kurie yra link¢ agreguotis j amiloidus (Alies et al. 2013).

Metaly afiniskumas peptidams pakliista Irvingo Viliamso eilei, vadinasi Cu®* yra
giminingesnis peptidams negu Zn?*. Tyrimy metu buvo parodyta, kad peptido afiniskumas Zn?*
yra daug didesnis, kai peptidas yra B klos¢iy konformacijos. Taip yra todél, kad B klosciy
formavimasis peptide sukuria naujas Zn?* jungimosi sritis (dél netoli esancio histidino).
Vadinasi, metaly jony giminingumas peptidams ar baltymams gali biiti modifikuotas agregacijos
proceso (Alies et al. 2013).

Yra zinoma, kad Cu®* ir Zn** jungimasis su nestruktiirizuotais baltymais yra labai greitas
ir daznai difuzijos kontroliuojamas. Kitaip tariant, visiems peptidams susijungusiems su Zn?" ir
daugumai peptidy susijungusiy su Cu?* molekuliniai ry3iai su metalais yra gana nepastoviis ir
metaly keitimasis yra gana greitas, bent jau greitesnis negu agregacija, vadinasi, gali jg jtakoti.
Alies ir bendraautoriy paskutiniai tyrimai pademonstravo, kad mazas Zn?* kiekis dramatiskai
padidina peptido AP11-28 agregacija (Alies et al. 2013). Amiloidas B yra proteolizés produktas,
gautas i§ membranos baltymo amiloidinio polipeptido (APP) (angl. amyloid polypeptide)
(Pallitto and Murphy 2001). Buvo iskelta hipotezé, kad Zn?* gali greitai inicijuoti agregacija,
nes jis suformuoja dimerus, kurie skatina visy peptido formy agregacija, arba dél greito Zn?*
keitimosi tarp susiformavusiy agregaty ir likusiy monomeriniy peptidy (5 paveikslas). Kitaip
tariant, trumpas Zn?* prisijungimas yra pakankama salyga, kad biity paveikta AB11-28
agregacija. Faktas, kad trumpalaikio, Zn?* jungimosi pakanka, kad sukelty AP11-28 agregacija,
yra svarbus Zn?*-AB sgveikoje Alzhaimerio ligoje, nes neuronuose Zn** yra trumpam
paleidZiamas ] sinapsés plySi, kur gali biti amiloidas B. To gali pakakti, kad biity pradéta

tarplastelinio amiloido 3 agregacija ar antrinés struktiiros modifikacija (Alies et al. 2013).

1.2. Tioflavino T fluorescencija

Tioflavino T fluorescencijos padidéjimas, jam susijungus su fibrilémis yra labiausiai
charekterizuota ir kruop$¢iai istirta ThT savybé. Sis metodas yra pladiai naudojamas amiloidiniy
fibriliy tyrimams in vitro realiame laike (Hudson et al. 2009). Yra manoma, kad didelis pokytis

ThT fluorescencijoje atsiranda dél ThT konformery imobilizacijos (Biancalana and Koide 2010).
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Remiantis dideliu eksperimentiniy duomeny kiekiu ir kvantinés mechanikos spéjimais galima
daryti prielaida, kad ThT yra ,,molekulinis rotorius* (Biancalana and Koide 2010). Tirpale Zemas
energijos barjeras leidzia ThT benzilamino ir benzatiolio ziedams laisvai suktis apie bendra
anglis—anglis jungtj (6 paveikslas, a molekul¢). Sis sukimasis greitai numalsina fotony
suzadintus atomus, kas lemia Zemg laisvo ThT fluorescencing emisijg (6 paveikslas, b grafikas).
Imobilizavus rotacing sritj nuo sukimosi, ThT suzadintos sritys gali fluorescuoti (6 paveikslas, b
grafikas). Amiloidinés fibrilés susijungia su ThT ir neleidzia jam suktis, kas jtakoja ThT

fluorescencijos padidéjima (Biancalana and Koide 2010).
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6 pav. Iprasti ThT naudojimo metodai. (a) ThT struktiira (vir§uje). Du planariniai ThT segmentai,
kuriy abipusis sukimasis charakterizuoja molekulés chiraliskuma (apacioje). (b) Chrarakteringas
ThT fluorescencijos padidéjimas, jam susijungus su amiloidinémis fibrilémis (adaptuota i

Biancalana and Koide 2010).

Didelis amiloidiniy fibriliy struktiiry skaicius leidZia melekuliniame lygmenyje ieSkoti ThT
jungimosi budy. ThT jungimasis prie skirtingy fibriliy, vercia daryti prielaida, kad ThT atpaZjsta
bendrg daugeliui fibriliy struktirg, nepaisant to, kad amino riigStys skirtingose fibrilése yra
skirtingai i$sidésCiusios (Biancalana and Koide 2010). Kadangi amiloidai turi B klosc¢iy
architektiira, tai yra manoma, kad B klosCiy Soniniai pavirSiai sudaro salygas jungtis ThT.
Fibriliy B klos¢iy struktira (7 paveikslas, a schema) duoda specifinj Soniniy grupiy i$sidéstyma,
vadinamg P klos¢iy kopéciomis (angl. cross-strand ladders) (7 paveikslas, b schema). B klosciy
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kopécios susideda i§ B klos¢iy Soniniy grandiniy, kuriy iSsidéstymas yra statmenas 3 klostéms.
Trumpy fibriles formuojanciy peptidy struktiros demonstruoja, kad lygiagrecios Soniniy
grandiniy eilés susidaro nepaisant peptido sekos. Sios $oninés grupés suformuoja ilgus ,.kanalo“
formos motyvus, nukreiptus j fibrilés iSore, kur gali jungtis linijinis dazas (7 paveikslas, b
schema). Tokiu budu ThT gali jungtis prie daugelio agregavusiy peptidy ,,kanaly“ (Biancalana
and Koide 2010).

Long axis
A

7 pav. Bendra fibriliy strukttra ir struktdriné fibriliy-ThT jungimosi schema. (a) amiloidiniy
fibriliy B klos¢iy struktiira, sudaryta i§ viena ant kitos esanciy B kloséiy. (b) ThT jungimosi su
fibrilémis ,,kanalo* modelis. Manoma, kad ThT jungiasi prie pavir§iaus $oniniy grandiniy, kurios

yra statmenos 3 klostéms (Biancalana and Koide 2010).
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2. MEDZIAGOS, METODAI, APROKSIMAVIMAS

2.1. Aparatiira, medZiagos

2.1.1. Aparatira

Realaus laiko PGR aparatas ,,Qiagen Rotor-gene 6000“ (8 paveikslas), pH-metras,

svarstyklés, mégintuvéliy maiSytuvas, automatinés pipetés, sterilis antgaliai, stiklinélés,

Sauksteliai.

2.1.2. Medziagos (gamintojas)

Tioflavinas T (SIGMA), insulinas (SIGMA), HCI (ROTH), dejonizuotas vanduo.

Lentelé 1. Drusky gamintojai ir jy tirpumai vandenyje kambario temperatiiroje, mol/L (Vikipedija,

zitréta 2013-05-29).

Druska Gamintojas Tirpumas vandenyje
kambario

temperatiiroje, mol/L
AICl3-6H.0 SIGMA 3,43
BaCly-2H,0 COLUMBUS CHEMICAL INDUSTRIES 1,72
CaCl, SERVA 6,71
CoCl,-6H,0 J. T. BAKER CHEMICAL 4,07
CrCl3-6H20 REACHIM 3,69
CsClI PHARMACIA 3,43
CuCl, FLUKA 5,41
FeCls-6H,0 REACHIM 5,65
KClI REACHIM 4,59
LiCl ROTH 19,65
MgCl,-6H,0 MALLINCKRODT 5,75
(NHJ)CI COLUMBUS CHEMICAL INDUSTRIES 6,14
NaCl SIGMA 6,95
NiCl,-6H,0 SIGMA 5,14
ZnCl;, REACHIM 30,15

2.2. Metodai

2.2.1. HCIl tirpalo paruoS$imas

HCI tirpalas buvo naudojamas 0,04 M koncentracijos, kaip parasyta Nielsen ir

bendraautoriy literatiiroje ((A) Nielsen et al. 2001). 168 uL koncentruotos (36,5 %, p = 1,19
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g/cm®) HCI skiedziama 49,832 mL dejonizuoto vandens, patikrinamas riigitingumas pH—metru
(pH 1,464)).

2.2.2. Drusky tirpaly paruosimas

Visi drusky tirpalai ruoSiami atsvérus druskg ir jg iStirpinus paruoStame HCI tirpale (1
lentel¢). Gauty drusky tirpaly koncentracijos yra 400 mM. Po 100 pL kiekvieno tirpalo yra
skiedziama su 100 L. HCI, kad gauti 200 mM koncentrajijg ir po 50 pL kiekvieno pradinio
tirpalo yra skiedziama su 150 pL HCI, kad gauti 100 mM koncentracija.

Lentelé 2. Drusky ir HCI, skirty paruosti drusky tirpalus, kiekiai.

Druska Druskos kiekis HCl tirpalo
tirpale, mg tiiris, mL
AICl; 106,8 2
BaCl; 166,6 2
CaCl, 90,5 2,03
CoCl; 229,3 2,419
CrCl3 233,7 2,192
CsClI 167,7 2,489
CuCl; 102,7 1,909
FeCls 258,7 2,391
KCI 70,7 2,369
LiCl 53,2 3,129
MgCl, 161,6 1,997
Na CI 58,2 2,489
(NH4)CI 50,8 2
NiCl; 204,3 2,15
ZnCl, 397,4 3,666

2.2.3. Insulino tirpalo paruoSimas

I mégintuvélj atsveriama 8,4 mg insulino, jpilama 420 puL 0,04 M HCI ir maiSant
meégintuveliy maiSytuvu istirpinama. Jpilama 16,8 uL 5 mM ThT ir iSmaiSoma. Gaunama 20

mg/mL insulino, 100 MM ThT koncentracijos.
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2.2.4. Reakcijos tirpaly paruosSimas

Insulino tirpalas iSpilstomas j 4 mégintuvélius po 100 pL. | vieng jpilama 100 uL. HCI, tai
yra kontrolinis bandymas be druskos, i kitus tris po 100 uL. 100 mM, 200 mM ir 400 mM tos
pacios druskos tirpaly, bei iSmaiSoma. Ganama 10 mg/mL insulino, 50 mM ThT ir 0, 50, 100 ir
200 mM drusky koncentracijos.

2.2.5. Insulino agregacijos kinetikos tyrimas

Gauti reakcijos tirpalai iSpilstomi | 36 mégintuvélius (200 pL talpos), po 20 pL |
kiekvieng, po 9 mégintuvélius kickvienam reakcijos tirpalui. Jie yra sudedami j ,,Qiagen Rotor-
gene 6000 ir paleidziami eksperimentai kiekvienai druskai. Reakcijos vyksta 60 °C

temperattiroje, 15 valandy.

Chamber
Airflow

Detector

Tubes in Rotor

Spin Past Optics LED Light

Source
Assembly

r

Spindie/
Motor
Assembly

8 pav. ,Quaigen Rotor-gene 6000* skersinis pjiivis. Visi 36 mégintuvéliai prasisuka pro detektavimo

jrenginj per 150 ms. Prietaisas turi vieng LED Sviesos $altinj, 6 skirtingus Sviesos detektavimo filtrus ir labai jautry

detektoriy (Qiagen zitréta 2013-05-29).

,»Qiagen Rotor-gene 6000 yra realaus laiko PGR prietaisas. Aparatas yra naudojamas ne
pagal paskirtj, bet puikiai tinka agregacijos tyrimams. Prietaisas talpina 36 mégintuvélius. Jie
statomi ] rotoriy, kuris eksperimento metu sukasi 400 apsisukimy per minute greiciu, taip
reakcijos miSinys, dél iScentrinés jégos, yra palaikomas mégintuvélio apatinéje dalyje, ten kur
matuojama fluorescencija. Misinys i§ LED §viesos $altinio yra apS$vieCiamas 470 + 10 nm

bangos ilgio $viesa ir detektorius matuoja 510 + 5 nm bangos ilgo $viesg. Proceso metu
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palaikoma reikiama temperatiira. MiSinyje esantis ThT, kaip minéta auk$¢iau, pradeda
fluorescuoti tik susijunges su fibrilémis. Fluorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai

proporcingas susidariusiy fibriliy kiekiui.

2.3. Duomenuy apdorojimas

Bandymy duomenims apdoroti buvo naudojamos standartinés Microsoft Excel programos
ir ,,OriginLab* Origin programa. Duomenys buvo aproksimuoti matematinei iSraiSkai gauti su
,OriginLab® Origin programa. Grafinis rezultaty vaizdavimas, taip pat matematiniai veiksmai
buvo, atlieckama naudojantis Siomis programomis.

Insulino fibriliy formavimosi kinetika gali biiti aprasyta kaip sigmoidiné kreive, sudaryta i$
pradinés lag stadijos, kai néra fiksuojama jokio ThT fluorescencijos intensyvumo, sekancios
augimo stadijos, kada did¢ja ThT fluorescencija, ir paskutinés nusistovéjusios pusiausvyros
stadijos, kai ThT fluorescencija pasiekia auk$¢iausig reikSme ir fibriliy susidarymo procesas
baigiasi (9 paveikslas) ((A) Nielsen et al. 2001).

Tioflavino T fluorescencija

| X

Lag-time =x -2t

Laikas, val

9 pav. Insulino fibriliy formavimosi sigmoidinés kreivés schematiné iliustracija. Duomenys buvo
gauti naudojant M < | < branduoliai —> fibrilés schemg ir matematiskai prigretinti prie

sigmoidés naudojantis 1 lygtimi (Adaptuota i§ (A) Nielsen et al. 2001).

Fibriliy susidarymo mechanizmas vyksta pagal §ig kineting schema:
M < | < branduoliai — fibrilés
kur M — mononeras, 0 | — tarpiné forma. Simuliuota kinetiné schema duoda sigmoidines kreives,
kaip parodyta 5 paveiksle. ThT fluorescencijos kitimas yra iSreiSkiamas kaip funkcija nuo laiko

ir matematiSkai prilyginamas sigmoidinei kreivei, kurios lygtis yra:
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Y; +M:X
1+ e 10Xl

kur Y yra fluorescencijos intensyvumas, x — laikas ir xo — laikas, kai yra pasiekiama 50 %

Y=y, +mXx+

1)

maksimalios fluorescencijos ((A) Nielsen et al. 2001).

Insulino fibriliy formavimosi kinetika buvo charakterizuota dviem nepriklausomais vienas
nuo kito faktoriais: lag laiku, susijusiu su fibriliy branduoliy formavimosi greiciu, ir fibriliy
ilgéjimo greiéiu. Taigi, i$ (1) lygties gaunama, kad lag fazés laikas, tiag yra Xo — 27 ((A) Nielsen
et al. 2001). Fibriliy augimo greitis iSreiSkiamas tikraja greicio konstanta kapp (@ngl. aparent rate
constant sutrumpinta j app)., kuri yra 1/z . kapp didéja tiesiskai, didéjant insulino koncentracijai.
Kadangi, dé¢l didéjancios insulino koncentracijos didéja branduoliy skaiCius, tai jtakoja didéjantj

fibriliy skaiciy, kas leidzia spresti apie fibriliy augimo kinetikg ((A) Nielsen et al. 2001).
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Padaryta vir§ 500 bandymy su 0 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM skirtingy drusky
koncentracijomis (kiekvienam atvejui padarius po 9 pakartojimus). Gautos insulino ThT
fluorescencijos kreivés parodé, kad insulino agregacija yra atsitiktinis procesas (insulino
agregacija tirpale be druskos vyksta labai nevienodai, branduoliy susidarymo laikai ir fibriliy

susidarymo greiciai kartojant eksperimentg tomis paciomi sglygomis labai skiriasi). Dél Sios
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10 pav. CsCl jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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11 pav. KCl jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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priezasties, buvo skai¢iuojamos vidutings tiag Ir Kapp reikSmés, gautos visy bandymy metu ir
nurodomos paklaidos (1 ir 2 lentelés).

Vienvalenciai katijonai greitina agregacija, didéjant koncentracijai. Nustatyta, kad
didé¢janti CsCl (10 paveikslas), NaCl (13 paveikslas) ir NHsCl (14 paveikslas) drusky
koncentracija tirpale, greitina branduoliy susidarymg ir fibriliy augimg. Esant NaCl (13

paveikslas) ir NH4Cl (14 paveikslas) 100 mM ir 200 mM koncentracijms, agregacija vyksta
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12 pav. LiCl jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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13 pav. NaCl jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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panasiai, 200 mM pasizymi trumpesniu tiag. Esant KCI 100 mM ir 200 mM koncentracijomis
agregacija vyksta panaSiai, tiek branduoliy susidarymo, tiek fibriliy augimo atzvilgiais, ir daug
greiciau negu be druskos (11 paveikslas). Esant LiCl 50 mM ir 100 mM LiCl koncentracijoms,
agregacija vyksta panasiai, bet 100 mM atveju branduoliai susiformuoja greiciau, bei agregacija
vyksta sparciau, negu 50 mM atveju (12 paveikslas). 50 mM LiCl ir NH4Cl koncentracija beveik

nepakeicia fibriliy formavimosi greicio (12 paveikslas).
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14 pav. NH4Cl jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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15 pav. BaCl; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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Nustatyta, kad dvivalenc¢iai metaly jonai sutrumpina tig, ir dauguma atvejy padidina Kapp.
Nustatyta, kad esant BaCl> (15 paveikslas), MgCl. (19 paveikslas), NiCl> (20 paveikslas) ir
ZnCl> (21 paveikslas) 50 mM koncentracijai, branduoliy susidarymas ir fibriliy augimas vyksta
panasiu grei¢iu (15 paveikslas). Esant BaClz, MgClz, NiCl ir ZnCl, 100 mM koncentracijai

rezultatai yra panaSus, tik agregacija vyksta spar¢iau negu 50 mM koncentracijoje, tiek
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16 pav. CaCl; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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17 pav. CoCl; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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branduoliy susidarymo, tiek fibriliy augimo prasmémis (15 paveikslas, 19 paveikslas, 20
paveikslas, 21 paveikslas). BaCl> (15 paveikslas) ir NiCl> (20 paveikslas) 200 mM koncentracija
sumazina tiag, 0 Kapp i8licka panasios. Esant MgClz ir ZnCl> 200 mM koncentracijai, sumazéja tiag,
bei Kapp reiksmés (19 paveikslas, 21 paveikslas).

Esant 100 mM ir 200 mM CaCl; koncentracijoms, branduoliy susidarymas vyksta labai
sparciai ir fibrilés auga greitai, bet esant 50 mM koncentracijai, tiek branduoliy susidarymas, tiek

fibriliy augimas vyksta Ié¢iau negu esant 100 mM ir 200 mM CacCl; (16 paveikslas).
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18 pav. CuCl; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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19 pav. MgCl; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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Esant CoCl (17 paveikslas) ir CuCl, (18 paveikslas) 50 mM ir 200 mM koncentracijoms,
yra panasiis branduoliy susidarymo ir fibriliy augimo greiciai, bet esant 100 mM koncentracijai,
branduoliy susidarymas ir fibriliy augimas vyksta grei¢iau negu 50 mM ir 200 mM.

Su >50mM FeCl3 insulino agregacija nevyko, todél buvo padaryti eksperimentai su
mazesnémis Kkoncentracijomis, t. y. 5 mM, 10 mM ir 25 mM. Tik esant 5 mM FeCls

koncentracijai, atsirado agregacijos pozymiy, kas verfia manyti, kad FeCls smarkiai 1étina

agregacija.
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20 pav. NiCl; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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21 pav. ZnCl; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.

31



Nustatyta, kad AICIz 50 mM, 100 mM ir 200 mM koncentracijos pagreitina agregacija,

taciau labiausiai veikia 50 mM, o maziausiai 200 mM koncentracijos (22 paveikslas). Didéjanti

CrClz koncentracija greitina agregacijag. 200 mM atveju agregacijos pastebéti nepavyko (23

paveikslas). Gali biti, kad didelés chromo koncentracijos smarkiai sulétina insulino agregacija.
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22 pav. AlCl; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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23 pav. CrCls; jtaka insulino fibriliy formavimuisi. Linijos atitinka aproksimavimo rezultatus.
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Lentelé 3. Gautos Kapp reikSmes.

Be druskos 0,036 +0,002

Druskos konc.: 50 mM 100 mM 200 mM

Druskos

AICl; 0,268 + 0,005 0,167 + 0,007 0,066 =+ 0,002

BaCl; 0,140 + 0,007 0,242 + 0,006 0,057 + 0,002

CaCl; 0,086 + 0,009 0,236 + 0,007 0,210 £0,012

CoCl, 0,104 £ 0,007 0,250 + 0,008 0,143 £0,010

CrCls 0,231 +£0,010 0,201 + 0,005 -

CsCl 0,061+ 0,016 0,124 + 0,005 0,220 £+ 0,009

CuCl; 0,112+ 0,010 0,216 + 0,008 0,171 £+ 0,009

KCI 0,080 + 0,005 0,175 + 0,004 0,263 + 0,005

LiCl 0,022 + 0,004 0,078 + 0,007 0,203 + 0,009

MgCl, 0,195+ 0,011 0,220 +£0,012 0,026 + 0,001

NaCl 0,085 + 0,005 0,159 + 0,006 0,221 +0,006

(NH4)CI 0,056 + 0,003 0,194 + 0,007 0,240 + 0,007

NiCl; 0,163 £ 0,007 0,236 + 0,008 0,060 + 0,007

ZnCl, 0,174 +£ 0,011 0,227 + 0,007 0,023 £ 0,001
Lentelé 4. Gautos tjag reikSmés (min).

Be druskos 410,288 +79,740

Druskos konc.: 50 mM 100 mM 200 mM

Druskos

AICl;
BaCl,
CaCl,
CoCl;
CrCl3
CsClI
CuCl,
KCI
LiCl
MgCl,
NaCl
(NHz)CI
NiCl;
ZnCl;

84,481 + 0,834
90,928 + 3,843
154,545 + 12,732
133,745 + 4,772
87,422 + 1,563
144,475 + 18,201
155,284 + 12,649

180,490 + 9,734
187,848 + 17,905

103,000 + 8,371
134,571 + 1,792
193,529 + 6,359
107,258 + 3,323
105,665 + 0,779

120,539 + 1,430

71,596 + 2,781
81,645 + 0,779
73,339 + 0,939
91,266 + 0,859

137,257 £ 3,121

87,488 = 4,308
88,416 = 1,938

199,057 + 3,833

87,061 + 1,108
81,137 + 1,082
96,873 + 2,080
83,037 + 2,412
91,249 + 0,613

341,940 £ 2,378
160,980 + 10,165
96,109 + 1,361
123,802 + 1,473
79,890 = 1,719
126,724 + 2,988
90,355 + 2,023
102,260 + 3,182
270,277 + 6,621
68,102 + 1,073
74,767 + 1,592
166,680 + 5,064
305,211 + 10,557
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Visos istirtos druskos, iSskyrus FeCls, sutrumpina lag laika, vadinasi dé¢l drusky poveikio

pagreitéja branduoliy formavimosi greitis.

400 +

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1.2 1,4 1,6
I, mol-dm™3

24 pav. Lag laiko (tiag) priklausomybé nuo joninés jégos. Taskai — skirtingy drusky, skirtingy

koncentracijy tig, linija — duomenys aproksimuoti kvadratine lygtimi.

Pazvelgus | tiag priklausomybe nuo joninés jégos (24 paveikslas) matyti, kad joninés jégos
reikSmei esant iki 0,5 mol/dm? lag laikas trumpéja, nuo 0,5 mol/dm? lag laikas ilgéja. Geriausiai
tiag priklausomybe nuo joninés jégos apraso kvadratiné lygtis (24 paveikslas). Labiausiai tikétina,
kad agregacija greitéja dél chlorido jony, esanciy tirpale. Kadangi insulino pl yra 5,8, tai daryty
eksperimenty salygomis, kai yra apie pH 1,5, jis yra teigiamai jkrautas, dél Sios priezasties
insulino molekulés stumia viena kitg ir tai trukdo vykti agregacijos procesui (Novo Nordisk
Company). Tirpale esant ClI" jony, insulinas sudaro kompleksus su CI ir pasalinamas teigiamas
kriivis, kas jtakoja geresnes salygas agregacijai. Taip galima paaiSkinti kodé¢l pridéjus druskos
insulino agregacija greitéja. Taciau neaiSku, kod¢l did¢jant joninei jégai nuo 0,5 iki 1,6 mol/dm?
lag laikas ilgéja ir agregacija létéja. Taip pat matosi nedidélé priklausomybé nuo katijono
prigimties.

Zvelgiant j 24 paveiksla matosi, kad didesnés ZnCl, ir MgCl, koncentracijos igkrenta ig
bendro vaizdo. Jy lag laikai yra didesni ir jie labiau létina agregacija, negu kiti jonai. Taip pat
Siomis salygomis fibriliy augimo greitis mazesnis negu eksperimentuose visai be druskos.
Zinant, kad insulino heksamera stabilizuoja Zn®*, galima manyti, kad esant didelems Zn?*

koncentracijoms, galbiit netgi stipriai riigstingje pH, atsiranda Zn?* stabilizuoti insulino
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heksamerai. Tokiu biidu sumazéja monomery, koncentracija, o tuo paciu ir nuo jos priklausomas
fibriliy susidarymo greitis. Kadangi Mg®* veikia insulino agregacija panasiai, kaip ir Zn?*, galima

manyti, kad ir magnio jonai gali stabilizuoti natyvius insulino oligomerus.
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ISVADOS

1. I8siaiskinti tirty drusky tirpumai vandenyje, kambario temperattroje. Visos druskos
tirpsta reikiamomis sglygomis.

2. Atlikta serija insulino agregacijos eksperimenty, esant skirtingoms  katijony
koncentracijoms, gauti duomenys.

3. Apskaiciuoti fibriliy susidarymo kinetiniai parametrai: tiag ir Kaap. Palyginus gautus
agregacijos tig, pastebéta netiesiné priklausomybé nuo joninés jégos. Atskiry jony salygoti
agregacijos kinetikos skirtumai nedideli, isskyrus Fe**, kuris arba labai sulétina agregacija arba
i$vis neleidzia jai prasidéti, bei Mg?" ir Zn?* kurie, esant dideléms koncentracijoms, sulétina

fibriliy formavimasi.
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