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ThT — tioflavinas T



IVADAS

Neurodegeneracinés ligos, kaip Alzheimerio ar Parkinsono, bei prioninés ligos yra
siejamos su amiloidiniy fibriliy formavimusi. Nepaisant ligy skirtumy, visi amiloidiniai agregatai
pasizymi panaSia morfologija — sudaryti i§ pasikartojanciy B-klos¢iy, i$sidésCiusiy statmenai
fibrilés adiai. Sie agregatai yra ne $akotos struktiiros, mazdaug 10 nm plogio ir 0,1 — 10 um ilgio
(Zhang et al. 2009). Manoma, kad in vitro beveik visi baltymai ir peptidai gali agreguoti j
fibrilinius agregatus, nuo netvarkingy amorfiniy agregaty iki labai tvarkingy B-klostyty strukttry
(Chiti et al. 2006).

Zmogaus lizocimas siejamas su patologine agregacija in vivo (Chiti et al. 2006).
Vistos kiauSinio baltymo lizocimo (HEWL) tretiné struktiira ir baltymo funkcija yra beveik
identiska zmogaus lizocimui. D¢l $io panasumo, nedidelio paties baltymo dydzio (14kDa) ir
puikaus tirpumo vandeniniuose tirpaluose, vistos kiausinio baltymo lizocimas naudojamas kaip
modelinis baltymas lizocimo amiloidogenezés tyrimuose (Swaminathan et al. 2011). Lizocimo
fibriliy formavimasis yra fizinis procesas. JO metu nenatyvios formos lizocimo molekulés

sgveikauja tarpusavyje ir sudaro linijinius, biologiskai neaktyvius agregatus (Nielsen et al. 2001).

Kaip ir kiekvieng reakcijg, amiloidiniy fibriliy susidarymg charakterizuoja kinetiniai ir
termodinaminiai parametrai. Taciau iki Siol néra tiksliai Zinoma, kodél susidaro amiloidinés
fibrilés, kokios salygos tai lemia. Todé¢l Siame darbe bus aiSkinamasi skirtingy salygy jtaka

savaiminei lizocimo agregacijai.
Darbo tikslas — atlikti viStos kiausinio baltymo lizocimo agregacijos tyrimus.
Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti lizocimo spontaninés agregacijos bandymus skirtingomis sglygomis.
2. Istirti pH ir denatiiranto (GndHC) jtaka fibriliy susidarymui.
3. IStirti joninés jégos ir denatiiranto (karbamido) jtaka fibriliy susidarymui.

4. Apskaiciuoti fibriliy susidarymo aktyvacijos energij3.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Amiloidai

Terming ,,amiloidas‘‘ 1838 metais sugalvojo vokie¢iy botanikas Matthias Jakobas
Schleidenas, norédamas apibtdinti jprasta augaly sudétj (Swaminathan et al., 2011). Rudolfas
Virchowas 1854 metais §j terming pavartojo medicininéje literatiiroje apraSydamas i§ smegeny
18skirty dariniy reakcijg su jodo tirpalu ir sieros riigStimi. Abiem atvejais méginiai nusidazydavo
mélynai — violetine spalva. Sios j celiulioze panasios struktiiros buvo pavadintos amiloidais [gr.
amylon, lot. amylum — krakmolas] (Maji et al., 2009; Sipe and Cohen, 2000). 1859 metais
Fridrichas ir Kekulé remdamiesi didele azoto koncentracija amiloiduose, padaré i§vada, jog Si

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

Nuo XXa. amziaus amiloidai apibiidinami trimis pozymiais (Makin and Serpell,
2005): specifine sgveika su Kongo raudonuoju dazu (poliarizuotoje $viesoje matomos Zzalios
spalvos fibrilés (Puchtler and Sweat, 1965)); biidinga struktiira (aukStos raiSkos elektronine
mikroskopija vizualizuojamos amiloidinés fibrilés yra tiesios, nesidakojangios, 70-120 A
diametro, sudarytos i§ 20-35 A plogio protofilamenty (Sipe and Cohen, 2000)); B-klostyta
polipeptidinés grandinés struktiira (B-klos¢iy iSsidéstymas statmenas fibrilés aSiai nustatomas

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

Amiloidais yra vadinami netaisyklingos konformacijos baltymy suformuoti
fibriliniai agregatai (Sipe and Cohen, 2000). Daugelis polipeptidy, kurie skiriasi savo dydziu,
aminortgsciy seka ar antrine struktiira, esant tam tikroms sglygoms gali formuoti panaSios
morfologijos amiloidines fibriles. Sis procesas susijes su konkre¢iomis mutacijomis gene,
baltymy sintezes sutrikimais, temperatiiros ar pH pasikeitimais, nejprasta sgveika su metaly

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

1.1.1. Ligos, susijusios su netaisyklingu baltymy susivyniojimu

Buvo nustatyta, kad maziausiai 23 skirtingi baltymai gali agreguoti in vivo. Jy
amiloidogenezé, kliniskai skirtingomis salygomis, siejama su daugeliu ligy. Sie baltymai gali
sudaryti fibriles su panaSia struktira ir vienodomis dazymosi savybémis (1.1 pav.). Su
tvarkingomis netaisyklingai susisukusiy baltymy sankaupomis Igstelés viduje ar uz jos riby,
siejamos ligos vadinamos amiloidozémis. Visi su amiloidozémis susij¢ baltymai pasizymi
struktdriniu Kintamumu ir gebéjimu pakeisti konformacijg j bendrag  — klostyty fibriliy strukttirg
(1.1 pav.) (Merlini and Bellotti, 2003).
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1.1 pav. Struktirinés amiloidy savybés. Kairéje pavaizduotos lizocimo, transtiretino, apolipoproteino A-l ir
imunoglobulino « lengvosios grandinés trimatés strukttros. Viduryje vaizduojamas amiloidiniy fibriliy rentgeno
difrakcijos vaizdas, budingas B-klostytam struktdiriniam motyvui. Gretimos B — klostés jungiasi sudarydamos
protofibriles. Desingje parodyta, kaip kelios (4—6) protofibrilés susivynioja ir sudaro amiloidines fibriles.
Elektroniniu mikroskopu (x100,000) nustatytas, jy skersmuo, 7,5-10 nm. | fibriliy struktiirg gali jsiterpti dazas —

Kongo raudonasis ir taip jgalinamas fibriliy stebé&jimas poliarizuotos $viesos mikroskopu (pritaikyta i§ Merlini and

Bellotti, 2003)

Amiloidozes galima suskirstyti j tris grupes:
e neurodegeneracinés ligos — baltymy agregacija pasireiskia smegenyse;

lokalizuotos amiloidozés: sergant Siomis ligomis, agregaty sankaupos randamos tam tikro

tipo audiniuose, bet ne smegenyse;

e sisteminés amiloidozés — agregacija pasireiskia daugelyje audiniy.

1 lentel¢je pateikiamos kelios amiloidozés ir jas sukeliantys baltymai ar peptidai.

11



1 lentelé. Dazniausios amiloidozés ir jas sukeliantys baltymai ar peptidai (pritaikyta i§ Stefani and Dobson, 2003).

Liga Agreguojantis komponentas
Alzheimerio liga AP peptidas, tau baltymas

Kempinligé Prionas

Parkinsono liga a-sinukleinas

Pirminé sisteminé amiloidozé Ig lengvosios grandinés arba jy fragmentai
Antriné sisteminé amiloidozé Serumo amiloidas A

11 tipo diabetas Amilino fragmentas

Hantingtono liga Hantingtinas

Paveldima sisteminé amiloidozé Lizocimas

Injekciné amiloidozé Insulinas

DaZniausiai susirgimai atsiranda savaime, nors uzregistruotos ir jy paveldimos

formos. Kitos ligos yra tik paveldimos (atsiranda dél mutacijy).

1.1.1.1. Prioninés ligos

Prioninés ligos — tai didelé grupé gyviiny ir Zmoniy neurodegeneraciniy sutrikimy.
Tokiy sutrikimy pavyzdziai yra Creutzfeldt-Jakob liga (CJD), galvijy spongiforminé
encefalopatja (BSE). Sergant $iomis ligomis lastelinis priono baltymas (PrP®) yra paver¢iamas j
ligai specifing infekcine izoforma (PrPC). Prioninis baltymas (PrP®) tai ekstralastelinis
monomerinis baltymas, kovalentiSskai susijunges su glikozilfosfatidilinozitoliu (Ohnishi and
Takano, 2004). Manoma, kad §ie prioniniai baltymai atsakingi uz signalo perdavima (Mouillet —
Richard et al.,2000) ir/arba kontroliuoja vario jony koncentracija organizme (Burns et al.,2002).
PrP® erdviné struktira sudaryta daugiausia i§ a-spiraliy ir nedidelio kiekio p-klosgiy, o PrPs¢
priesingai, turi daug B-kloséiy ir mazai a-spiraliy (Ohnishi and Takano, 2004) arba jy visai neturi
(Smirnovas et al., 2011). Dél didelio B-klostyty priono struktiiry stabilumo, fibriliniai agregatai
yra atsparts detergentams, proteazéms, terminei denatliracijai, gali biiti aptinkami organizmo

skyscCiuose ar kraujyje bei i§gyvena virSkinamajame trakte (Cushman et al. 2010).

1.1.1.2. Lizocimo amiloidozé

Daugelis eksperimentiniy duomeny rodo, kad aminortigdciy seka arba joje jvyke
pasikeitimai yra atsakingi uz lizocimo agregacijos pradzig. Mutagenezés tyrimai atskleidé, kad
yra aminoriig§¢iy liekany, kurios daro jtakg agregacijai. Atrastos specifinés baltymy arba peptidy
sritys, kurios linkusios agreguoti (1.2 pav.). Mokslininkai Siuos regionus apibudina kaip

agregacijai  jautrius arba linkusius agreguotis (angl. aggregation-prone, aggregation-
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susceptible). Sie atradimai leidzia nuspéti amiloidogeninius baltymus remiantis jy pirmine
struktiira (Harrison et al., 2007).

XXa. pabaigoje buvo nustatytos dvi zmogaus lizocimo taskinés mutacijos (I56T ir
D67H) siejamos su paveldima lizocimo amiloidoze (Pepys et al., 1993; Booth et al.,1997). Visai
atvejais pastebéta, kad liga paveldima per dominantinj ligg lemiantj alelinj geng. Neseniai buvo
pranesta apie kitas taskines mutacijas (F571 ir W64R) ir dvi dvigubas mutacijas (F57I/T70N ir
T70N/W112R) taip pat susijusias su $ia amiloidozés forma (Swaminathan et al. 2011).

- domenas

@-domenas

1.2 pav. Laukinio tipo lizocimo tretinés struktiiros modelis. (Pilka spalva) ir I56T variantas (roziné spalva). 156T
struktiira beveik nesiskiria nuo laukinio tipo baltymo struktiiros. o—spiralés yra pazymétos raidémis A — D, dar trys
o—spiralés pazymétos 3;o. Keturi disulfidiniai tilteliai pazyméti raudona spalva, o taskinés mutacijos mélyna
(pritaikyta i§ Dumoulin et al., 2003).

Zmogaus lizocimo geno mutacijos yra susijusios su paveldima sistemine
amiloidoze. Zmoniy, sergan¢iy $ia liga, inkstuose, virSkinamajame trakte, limfmazgiuose,
kraujagyslése ir kepenyse yra aptinkami dideli Kiekiai (kartais net kilogramais) lizocimo

agregaty. (Swaminathan et al. 2011).

1.1.2. Fibriliy susidarymo mechanizmas

Norint gydyti ligas siejamas su amiloidinémis fibrilémis, reikia suprasti jy
susidarymo mechanizmg. Amiloidiniy fibriliy susidarymas yra fizinis procesas, kurio metu
pakitusios konformacijos baltymo molekulés sgveikauja tarpusavyje ir sudaro linijinius,
biologiskai neaktyvius agregatus (Nielsen et al. 2001). Baltymo fibrilizacija prasideda, kai
lizocimo natyvi struktoira dalinai iSsivynioja, tada susidaro labiau linkusi agreguoti baltymo
formai. Tokios dalinai iSsivyniojusios baltymo konformacijos pirmtakai dél hidrofobiniy ir
elektrostatiniy sgveiky pradeda formuoti naujus vandenilinius rySius. Taip susidaro B—klosciy

struktiiros i$ kuriy formuojasi fibrilés (1.3 pav.) (Dumoulin et al., 2003).
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1.3 pav. Sitlomas lizocimo amiloidiniy fibriliy formavimosi mechanizmas. (I) — natyvus baltymas. (I1) — dalinai
i§sivyniojes baltymas, kuriame o domenas ir C — spiralé atsiskyrusios. (III) — denatiruotas baltymas. (IV) — tarpinés
konformacijos pirmtakai. (V ir VI) — p—klostes pradeda sudaryti ir Kkiti baltymo regionai. (V1) — fibriliy nuotrauka.
Paveiksle néra pavaizduoti disulfidiniai tilteliai nors jie yra visose nurodytose stadijose. (Pritaikyta i§ Booth et al.,
1997).

Fibriliy susidarymo procesas siejamas su baltymy oligomery, branduoliy susidarymu,
linijiniy agregaty ilgéjimu ir linijiniy agregaty sulipimu j didesnes sankaupas. Skiriami trys
pagrindiniai agregacijos Zzingsniai: branduoliy formavimas, fibriliy ilgejimas (elongacija),
stambesniy agregaty susidarymas (Mauro et al. 2006, Nielsen et al. 2001).

Tipinis amiloidogenezés procesas prasideda lag faze, kurios metu formuojasi branduoliai,
0 baltymo virtimas fibrilémis néra pakankamai zymus, kad biity aptinkamas (Lee et al. 2007).
Sioje fazéje branduoliy susidarymu yra laikomas keliy dalinai i$sivyniojusiy monomery
susijungimas | organizuotg struktiirg — fibriliy pirmtakg. Po to monomerams jungiantis prie
branduoliy procesas perauga j elongacija, kurioje greitai didéja fibriliy koncentracija (Lee et al.
2007, Nielsen et al. 2001). Elongacijos fazéje bet kokie agregatai, didesni uz branduolj virsta
fibrile. Jai besiformuojant galai atlicka branduoliy vaidmenj ir reakcija vyksta tol, kol tirpale
nebelieka baltymo monomery, o visas baltymas pavirsta j fibrilinius agregatus. Lag fazés ilgis ir
fibriliy augimo greitis priklauso nuo tokiy veiksniy kaip pradiné koncentracija ar pH (Lee et al.

2007).
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Vieng agregacijos zingsnj, galima atskirti nuo kity. Jis gali bati inicijuojamas pridedant j
reakcijos miSinj sé¢klos (amiloidiniy agregaty), tai yra fibriliy ilgéjimas (Milto et al., 2013).
Pastebéta, kad fibriliy ilgéjimas yra panasus i fermenting reakcijg (Chatani et al., 2010), kur
fibriliy galai gali buti laikomi fermenty aktyviaisiais centrais, o prie jy prisijungiantys
monomerai ar oligomerai — substratais. Tada fibriliy ilgéjimas gali baiti apraSomas lygtimi:

F+ Mo FM — F*, 1)

kur F — fibrilé, M — monomeras, F* — ilgesné fibrilé, o FM — trumpg laikg egzistuojantis

kompleksas, kuris gali biiti aptinkamas nuo prisijungimo prie fibrilés momento iki pilno

jsitraukimo ] fibrile (Milto et al. 2013).

Fibriliy ilgéjimo greitj apibtidina Michaelio-Menten lygtis:

v= e »

kur M — monomero koncentracija, Vmax— maksimalus greitis (Vmax = koFg, ko — FM

komplekso susidarymo j ilgesng fibrile greitis, Fq — fibrilés galy koncentracija), Ky — Michaelio

konstanta (Ky = (ko+k.1)/ki, ki — monomero jungimosi prie fibrilés grei¢io konstanta, k3 — FM

komplekso disociacijos konstanta).

1.2. Vistos kiauSinio baltymo lizocimo agregacija

1922 metais Aleksandras Flemingas (Alexander Fleming) paciento sergancio sloga gleivése
atrado medziaga, kuri gali nuzudyti tam tikras bakterijas (Micrococcus lysodeikticus) (Fleming,
1992). Jis pavadino Sia medZiagg ,,lizocimu®. Buvo nustatyta, kad lizocimo yra ir kituose kiino
skysCiuose, seilése, asarose, kraujo serume. Taip pat buvo pastebéta, kad ir viStos kiauSinio
baltyme yra daug lizocimo (Swaminathan et al. 2011).

Lizocimas sulauké didelio mokslininky susidoméjimo, kol paaiskéjo, kad jo negalima
pritaikyti kaip antibakterinio preparato, o atradus peniciling susidomé¢jimas visiSkai iSbléso iki
tol, kol buvo i$skirtas ir iSgrynintas vistos kiauSinio baltymo lizocimas (Swaminathan et al.
2011).

Dabar pasaulyje HEWL yra vienas placiausiai naudojamy baltymy (Jolles, 1960, 1964).
HEWL turi vieng polipeptiding grandine (14,3 kD), kurig sudaro 129 aminoriig§tys sujungtos 4
vidumolekuliniais disulfidiniais rySiais (1.4 pav.). Baltymo izoelektrinis taskas pl=11,3, todél jis
lengvai tirpsta vandeniniuose tirpaluose (Wetter and Deutsch, 1951 ). HEWL katalizuoja
bakterijy lgstelés sienelés peptidoglikano 1,4 glikozidiniy rySiy hidrolize tarp N—acetilmuramo
rugsties ir N—acetilgliukozamino. Skirtingai nei kitus baltymus, HEWL gan lengva iskristalinti ir

véliau tuos kristalus tirti. (Swaminathan et al. 2011).
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1.4 pav. Vistos kiausinio baltymo lizocimo struktira i§ PDB (failas IHEW).

HEWL agregacijos tyrimai tapo labai svarbis, kai paaiskéjo, kad Zzmogaus lizocimo
geno mutacijos yra susijusios su paveldima sistemine amiloidoze (Pepys et al., 1993). Dabar $io
baltymo struktiiriniai pakitimai yra tiriami pla¢iau (Dobson et al., 1994). Kadangi HEWL
struktiira yra 60% identiska zmogaus lizocimui, kuris sudaro amiloidinius agregatus in vivo , jis
daznai pasirenkamas ir tiriant molekulinius agregacijos mechanizmus in vitro.

Bandymams, kaip modelinis baltymas, naudojamas HEWL, nes jis yra nedidelis,
gerai iSstudijuotas, fibriles formuojantis baltymas, kurio tretiné struktiira ir baltymo funkcija
beveik identiska Zmogaus lizocimui, siejamam su patologine agregacija in vivo. Taip pat galima
iSgauti labai gryng natyvy baltyma, kuris yra santykinai pigus ir puikiai tirpsta vandeniniuose
tirpaluose. Modeliniai baltymai labai svarbiis moksliniuose tyrimuose, nes leidzia palyginti
skirtingy laboratorijy duomenis ir pritaikyti daugel; eksperimentiniy, bei analizés metody

(Krishnamurthy et al., 2009).

1.3. Amiloidiniy fibriliy nustatymas Tioflavinu T

Siuo metu amiloidines fibriles jmanoma tirti keliais skirtingais metodais, tokiais kaip
tyrimas rentgeno spinduliy difrakcija (pasikartojané¢iam B-klostytam motyvui analizuoti), Ziedinis
dichroizmas (CD) ir Furjé transformacijos infraraudonoji spektroskopija (naudojami amiloidy f-
klos¢iy kiekiui nustatyti), transmisin¢ elektroniné mikroskopija, atominés jégos mikroskopija
(fibriliy morfologijai nustatyti) bei tyrimas panaudojant fibriliy savybe prisijungti specifinius
dazus: Kongo raudongjj ir Tioflaving T (ThT) (Chiti and Dobson, 2006; Maji et al., 2009).
Pastarasis tyrimo metodas apzvelgiamas detaliau.

1959 metais Vassar and Culling parodé¢, kad dazui Tioflavinui T (ThT) jungiantis prie
amiloidiniy sankaupy audiniuose, labai sustipréja jo fluorescencijos intensyvumas (1.5 pav.)
(Vassar and Culling, 1959) (emisija esant ~ 482 nm, o suzadinimas ~ 450 nm bangos ilgiui)
(LeVine, 1993; Naiki et al., 1989).
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1.5 pav. ThT cheminé struktiira ir fluorescencijos padidéjimas dazui susijungus su amiloidinémis fibrilémis. A —
pateikta ThT cheminé strukttira. Molekulg sudaro hidrofobiné dalis su dimetilamino grupe, kuri prijungta prie fenilo
grupés. Si dalis sujungta su labiau poline benzotiazolo grupe su dviem poliniais atomais: N ir S (Khurana et al.,
2005). B — parodytas ThT fluorescencijos padidéjimas, jam susijungus su amiloidinémis fibrilémis (pritaikyta i$

Biancalana and Koide 2010).

Geras ThT tirpumas ir vidutinis giminingumas fibriléms suteikia galimybe
pritaikyti §] daza daugelyje eksperimenty (Groenning M., 2010). Dazo fluorescencijos
intensyvumo padidéjimas proporcingas susidariusiy fibriliy kiekiui leidzia jj pritaikyti
Kinetiniuose fibrilizacijos tyrimuose (Biancalana and Koide, 2010). Nepaisant intensyvaus
naudojimo amiloidy tyrimuose, tikslus ThT jungimosi mechanizmas kol kas néra Zinomas, bet
manoma, kad dazas jungiasi prie visoms fibriléms bendro struktiirinio motyvo (Sabaté et al.,
2008). Yra keletas mechanizmy aprasanciy ThT sgveikg su amiloidinémis fibrilémis. Kanalo
modelis apraso, kad amiloidinése fibrilése nepriklausomai nuo amino rtigs¢iy sekos, lygiagreciai
fibrilés asiai, B — klostés suformuoja savita grandiniy iSsidéstyma, pavadintg B — klosciy
kopéciomis (1.6pav.) (Biancalana et al., 2008). Laisvoje ThT molekuléje benzotiazolo ir
benzeno ziedai gali laisvai suktis apie bendra C — C jungt], Sis sukimasis slopina generuojama
fotony suzadinima, todél stebima maza fluorescencijos emisija (Biancalana and Koide, 2010).
Kai ThT prisijungia abipus B — klos¢iy kopéciy i§saugoma suzadinimo biisena ir matoma auksta

fluorescencijos kvantine iSeiga.
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1.6 pav. ThT jungimosi prie amiloidiniy fibriliy kanalo modelis. ThT jungiasi prie Soniniy grandiniy pavirsiuje
susiformavusio kanalo. ThT Zymi abipusé rodyklé, B klostes — vienpusés rodyklés, o amino rugs¢iy Soninés grupés —
apskritimai (pritaikyta i§ Biancalana and Koide, 2010).

Savaiminés asociacijos hipotezé teigia, kad dauguma eksperimenty vykdomy su
ThT yra atlickami virSijant kriting miceliy susidarymo koncentracija (CMC, ~ 4 UM vandenyje)
(Khurana et. al.,2005). Manoma, kad amiloidiniy fibriliy dazymas su ThT yra paremtas
hidrofobine sgveika tarp amiloido ir ThT miceliy. Vélesni pranesimai priestarauja Siai hipotezei,
nes tyrimus atliekant ~ 30 uM ThT koncentracijoje micelés jau nebeturéty susidaryti (Sabaté et
al., 2008). Daugiau paaiskinimy pasiiilé Greoningas ir kt. Jie teigia, kad ThT gali prisiristi prie
fibriliy suzadinus dimerus (eksimerus), i$sidéstancius hidrofobinése fibriliy suformuotose
ertmése (1.7 pav.) (Greonning et. al., 2007).
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1.7 pav. Manoma, kad ThT molekulés, formuojancios eksimerus, orientuotos tarpusavyje taip, kad sudaro 120°

kampa (pritaikyta i§ Sabate et al. 2013).

ThT molekuliy suformuoty dimery giminingumas amilodinéms fibriléms yra 70 karty didesnis.
Dimerai taip pat skatina fluorescencijos intensyvumo padidéjima. Remiantis sujungty
osciliatoriy teorija, dviejy ar daugiau chromofory artima sgveika sukuria naujg molekule

(eksimerg), kuri jgauna naujy savybiy: nauja energijg ir intensyvuma (Sabate et al., 2013).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudoti reagentai ir medziagos
e Agar Scientific: anglimi dengti vario tinkleliai (Formvar/Carbon 300 Mesh Cu).
e Carl Roth: NaAc(99,5 %), GndHCI (99,7 %), stiklo rutuliukai.
e Fisher Scientific: NaCl, Na2HPO4, NaH2PO4, karbamidas, uranilacetatas.

e Sigma Aldrich: vistos kiausinio baltymo lizocimas, tioflavinas T.

2.2. Naudota laboratoriné jranga
e Elektroninis mikroskopas ,,FEI Morgagni 268
e pH metras ,,Orion DUAL STAR Meter*.
e Svarstyklés: ,,KERN PCB 400-2%, ,,Denver Instrument TP-214%,
e Sildomoji magnetiné maidyklé ,,VELP Scientifica ARE*.
e Termomikseris ,,DITABIS MHR 23
e Ploksteliy skaitytuvas ,,Synergy H4 Hybrid Reader®.
e 96 Sulinéliy plokstelés ,,Fisher Scientific*.
o Diferencinio skenavimo kalorimetras MCS ,,MicroCal Inc.
e Vandens vonelé ,, HAAKE K*

2.3. Metodai

2.3.1. Fluorescencijos matavimas

Vistos kiauSinio baltymo lizocimo amiloidiniy fibriliy formavimasis stebimas
pridéjus specifiskai prie fibriliy besijungiancio dazo tioflavino T (ThT), kuris suzadinamas 450
nm Sviesos bangos ilgiu, o emisija matuojama 482 nm bangos ilgyje. Matavimai ir agregacija
vykdoma ploksteliy skaitytuvu ,,Synergy H4 Hybrid Reader”. Méginiy matavimai vykdomi 96
Sulinéliy ploksteléje. | kiekvieng Sulinélj, maiSymui pagerinti, jdedamas stiklo rutuliukas,
plokstelé i§ virSaus yra uzklijuojama sandarinimo plévele. Ploksteliy skaitytuve nustatoma, kad
spindulys j méginius eity per plokstelés dugng. Plokstelé apsviec¢iama 450 = 9 nm bangos ilgio
Sviesa ir detektorius matuoja 482+ 9 nm bangos ilgio Sviesa. Viso proceso metu palaikoma

pastovi pasirinkta temperatiira.

2.3.2. Tirpaly ruoSimas spontaninés HEWL agregacijos tyrimams
Spontaniné HEWL agregacija buvo vykdoma jvairiose temperatiirose.

Eksperimentai skirtinguose pH ir GndHCI koncentracijose vykdomi 45°C, 50°C, 55°C, 60°C
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temperatiirose. Savaimin¢ agregacija esant skirtingoms joninéms jégoms ir karbamido

koncentracijomis vykdoma 50°C, 55°C, 60°C, 65°C temperatiirose.

2.3.2.1.Buferiniy tirpaly su skirtingomis GndHCI koncentracijomis paruoSimas
Paruosiami 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 paruo$iamas
su skirtingomis GndHCI koncentracijomis, kad reakcijos miSinyje baty nuo 0 M iki 5 M
GndHCI. Pasiruosiami 0OM GndHCI 50mM reikiamo pH buferiniai tirpalai ir tokie pat buferiniai
tirpalai su 6M GndHCI jie supilstomi pagal 2 lentel¢je pateiktus duomenis ir taip gaunamos

reikalingos GndHCI koncentracijos salygos.

2 lentelé. Buferiniai tirpalai su skirtingomis GndHCI koncentracijomis (V=2 ml).

GndHCI koncentracija | Ruosiama GndHCI Buferinis tirpalas su 6 Buferinis tirpalas be
reakcijos miSinyje, M koncentracija, M M GndHCI, ml GndHCI, ml
0 0 0 2

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

1 1,2 0,4 1,6

15 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 54 1,8 0,2

5 6 2 0

Tokiu buidu paruosti buferiniai tirpalai su skirtingomis GndHCI koncentracijomis

toliau naudojami spontaninés agregacijos eksperimentuose.

2.3.2.2.Buferiniy tirpaly su skirtingomis karbamido koncentracijomis ruosimas
Paruosiami 64 mM (pH 6,5) fosfatiniai buferiniai tirpalai su skirtingomis joninémis
jégomis 0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 0,5 M, 0,7M, 1M. Joniné¢ jéga keiciama pridedant atitinkamg kiekj
NaCl. Kiekvienas buferinis tirpalas paruoSiamas su skirtingomis karbamido koncentracijomis,
kad reakcijos misinyje bty 0 M, 1 M, 2 M, 3 M, 4 M, 5 M, 6 M, 7 M karbamido. Norint gauti
visas sglygas, paruosiami 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 misiniy su skirtingomis GndHCI koncentracijomis ruoSimas

Reakcijos misiniuose yra 5mg/ml HEWL, 0,1 mM ThT. Jie ruosiami 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 iSpilstomi j 1ékstelés
Sulinélius po 166,7 ul. PasiruoSiamas 30,03 mg/ml HEWL vandeninis tirpalas su 0,5 mM ThT,
kuris i$pilstomas j kiekvieng Sulinélj po 33,3 pl. I kiekviena Sulinélj idedamas stiklinis rutuliukas

maiSymui pagerinti.

2.3.2.4.Reakcijos misiniy su skirtingomis karbamido koncentracijomis ruosimas

Reakcijos miSiniuose yra 5 mg/ml HEWL, 0,2 mM ThT. Tirpalai ruosiami 64 mM
fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 6,5), esant skirtingai joninei jégai ir skirtingoms karbamido
koncentracijoms. Buferiniai tirpalai i$pilstomi j Sulinélius po 177,8 pl. Paruosiamas 45 mg/ml
HEWL vandeninis tirpalas su 1,8 mM ThT, kuris i$pilstomas po 22,2 ul j Sulinélj. | kiekvieng

Sulinélj idedamas stiklinis rutuliukas maiSymui pagerinti.

2.3.3. Tirpaly ruosimas diferencinio skenavimo kalorimetrijos tyrimams

Norint istirti kokioje temperatiiroje, skirtingomis salygomis, baltymas praranda
savo natyvig struktiirg, buvo vykdomi diferencinio skenavimo kalorimetrijos tyrimai. Paruosiami
5 mg/ml HEWL tirpalai su skirtingomis GndHCI 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). Eksperimenty metu Sie tirpalai lyginami su atitinkamais buferiniais
tirpalais be HEWL. ParuoSiami méginiai su 5 mg/ml HEWL koncentracija, 64 mM (pH 6.,5)
fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose su skirtingomis karbamido koncentracijomis nuo 0 M iki
7M, kai joniné jéga tirpale 0,1 M ir 1M. Eksperimenty metu paruosti tirpaly méginiai lyginami

su atitinkamos joninés jégos buferiniais tirpalais be HEWL.

Diferencinio skenavimo kalorimetrijos eksperimentuose taikytas 1°C/min

temperattiros kélimo greitis (temperatiiry intervalas 30-95 °C).

2.3.4. Elektroninés mikroskopijos méginiai

Norint jrodyti, jog tikrai susidaro amiloidiniai agregatai, fibrilés yra skiedziamos 50
karty. 4 pL tirpalo uZneSama ant anglimi dengty vario tinkleliy ir po minutés nusausinama.
Meéginys 3 kartus plaunamas vandeniu uznesant po 4 pL ir nusausinant. Po to uzneSama 4 puL
dazo (2% uranilacetato) ir po 1 minutés nusausinama. ParuoStas méginys analizuojamas

elektroniniu mikroskopu.
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2.3.5. Duomeny analizé

2.3.5.1. Spontaniné agregacija

Eksperimenty metu gautos ThT fluorescencijos kreivés buvo apdorojamos

Microsoft Excel ir Origin 8.1 programomis.

Spontaninés agregacijos kinetika gali buti apibiidinama sigmoidine kreive, kur
pradzioje (lag fazéje) ThT fluorescencijos beveik néra. Didéjant susidariusiy fibriliy kiekiui,
matomas ThT fluorescencijos intensyvumo augimas, kuris galiausiai stabilizuojasi pasibaigus

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

ThT Muorescencija

Y +mx

Iﬂ

Lag laikas =x_ - 2r

t, min

2.1 pav. Schematiné spontaninio fibriliy susidarymo kreivé (pritaikyta i$ Nielsen et al., 2001).

Spontaninés HEWL agregacijos metu gautos ThT fluorescencijos priklausomybés

nuo laiko kreivés Origin programa buvo gluodinamos kreive, kurig apraso lygtis:

Yr +mex
Y=yi+mx+——=-, (2)

14+e 7]
Kur Y — fluorescencijos intensyvumas, X — laikas ir xO — laikas, per kurj
suagreguoja 50 % meéginyje esancio baltymo (Nielsen et al., 2001). Skirtingy salygy jtaka
spontaniniam HEWL amiloidiniy fibriliy susidarymui buvo vertinama lyginant gauta dydi Xo.

Fibriliy augimo greicio konstanta apskaiciuojama kaip //r (Nielsen et al. 2001).
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2.3.5.2. Diferenciné skenavimo kalorimetrija

Eksperimenty metu gautos termogramos buvo apdorojamos naudojant Origin 5.0
programaos DSC modulj. Duomenys buvo normalizuojami, remiantis baltymo koncentracija,

taikant dviejy biiviy modelj, nustatoma baltymo lydymosi temperatiira ir iSsivyniojimo entalpija
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Spontaninés agregacijos su GndHCI tyrimas

HEWL spontaniné agregacija buvo vykdoma skirtingose GndHCI koncentracijose
skirtingo pH buferiniuose tirpaluose 4 temperatiirose (45°C, 50 C, 55°C, 60 C). 3.1 paveiksle
pateiktas pavyzdys, kaip naudojant sigmoidés kreive gluodinami spontaninés agregacijos

eksperimentiniai duomenys.

20000 -

15000 ~

= 45M (GdnHCI)

10000 - —— Fit
o
-
50004
0 .
0 ' 200 ' 400
Laikas, min

3.1 pav. Gluodinti spontaninés agregacijos eksperimentiniai rezultatai, esant 5 mg/ml HEWL, 50 mM pH 4,5
acetatiniame buferiniame tirpale, 4,5M GdnHCI. Inkubacija 55°C

3.1.1. Spontaninés agregacijos laiko priklausomybé nuo pH ir GndHCI
koncentracijos
Gluodinant gautas laikas, per kurj suagregavo 50 % méginyje esanéio baltymo,
pateikiamas 3D grafikuose (3.2 pav., 3.3 pav., 3.4 pav., 3.5 pav.), kuriose matome jo
priklausomybe¢ nuo pH ir GndHCI koncentracijos. I§ grafiky matyti, kad grei€iausiai spontanine
agregacija vyksta zemuose pH ruozuose (pH 2,5; pH 3,5). Aukstesniuose pH ruozuose
spontaniné agregacija grei¢iausia vidutinése GndHCI koncentracijose (2 M — 4,5 M). Matyti, kad

kylant temperatiirai laikas, per kurj suagregavo 50 % méginyje esancio baltymo, trumpéja.
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3.2 pav. Laiko, per kurj suagreguoja 50 % meéginyje esancio baltymo, priklausomybé nuo GndHCI koncentracijos
skirtinguose pH. Inkubacijos temperatiira 60 °C.

 125pH
I 3,5 pH
[ 45pH
5.5 pH
I 6,5 pH
I /.5 pH

3.3 pav. Laiko, per kurj suagreguoja 50 % méginyje esancio baltymo, priklausomybé nuo GndHCI koncentracijos
skirtinguose pH. Inkubacijos temperatiira 55 °C.
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50 °C

12,5pH
I 3,5 pH
[45pH
5.5 pH
I 6,5 pH
B 7.5pH

3.4 pav. Laiko, per kurj suagreguoja 50 % méginyje esancio baltymo, priklausomybé nuo GndHCI koncentracijos

skirtinguose pH. Inkubacijos temperatira 50 °C.

12,5pH
I 3,5 pH
[ 45pH
I S55pH
I 6,5 pH
B /.5 pH

3.5 pav. Laiko, per kurj suagreguoja 50 % méginyje esancio baltymo, priklausomybé nuo GndHCI koncentracijos
skirtinguose pH. Inkubacijos temperatara 45 °C.

Naudojant apdorotus eksperimentinius duomenis, nubraizyta logaritminio grei¢io
priklausomybé nuo atvirkstinés temperattros (Arrhenius koordinatés) bei apskaiciuotos procesy
aktyvacijos energijos esant skirtingoms pH reikS§méms ir GndHCI koncentracijoms (3.6 pav., 3.7
pav., 3.8 pav.,, 3.9 pav. 3.10 pav, 3.11 pav.). Gautos reik§Smés néra labai tikslios, nes
eksperimentiniai duomenys i$sibarstg, t. y. t turi santykinai nemazas paklaidas. Taip gali bati
tode¢l, jog GndHCI yra denattirantas turintis didel¢ joning jéga, tai gali daryti jtakg tolimesniems
procesams.
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3.6 pav. Savaiminés agregacijos greiCiai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskaiciuojama i§ gautos
tiesés nuolinkio. Méginiuose pH 2,5. A) 0,5 M GndHCI, B) 1 M GndHCI, C) 1,5 M GndHCI, D) 2 M GndHCl, E)
2,5 M GndHCI, F) 3 M GndHCl, G) 3,5 M GndHCI, H) 4 M GndHCI, 1) 4,5 M GndHCl, J) 5 M GndHCI.

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

tirpaluose su 0,5 M ir 1 M GndHCI. Didinant GndHCI koncentracija energetinis barjeras kinta

paklaidy ribose.
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3.7 pav. Savaiminés agregacijos greiciai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskai¢iuotos i§ gautos tiesés
nuolinkio. Méginiuose pH 3,5. A) 1 M GndHCI, B) 1,5 M GndHCI, C) 2 M GndHCI, D) 2,5 M GndHCL, E) 3 M
GndHCI, F) 3,5 M GndHCI, G) 4 M GndHCI, H) 4,5 M GndHCl, 1) 5 M GndHCI.

Kai pH 3,5 didZiausias energijos kiekis reakcijai inicijuoti reikalingas lizocimo
tirpaluose su 0,5 M ir I M GndHCI. Didinant GndHCI koncentracija energetinis barjeras kinta
paklaidy ribose.
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3.8 pav. Savaiminés agregacijos greiciai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskai¢iuotos i§ gautos tiesés
nuolinkio. Méginiuose pH 4,5. A) 1 M GndHCI, B) 1,5 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) 4,5 M GndHCI, 1) 5 M GndHCI.

Kai pH 4,5 didinant GndHCI koncentracijg energetinis barjeras mazeja kol

pasiekiama 3 M GndHCI koncentracija. Aukstesnése GndHCI koncentracijose aktyvacijos

energija kinta paklaidy ribose.

29



-4 ] A
-5 Ea=198 £ 5 kI/mol
-7
l
-8 T T T |
300 304 308 342 3,16
T K?
Ll D
1 I
-5
= 5] !
7] Ea=100+21 kImol
-8 T T T |
3,00 3,04 3.08= 3,12 316
T10° K"
-4 G
| 1
-5 !
71 Ea=42+2 kI/mol
-8 T T T |
3.00 3,04 3.08_ 312 316
TH K

[n(vw)

] Ea=107+11 kJ/mol

-8 T T T |
3,00 3,04 3,08 3,12 316
TN0° K™
. E
54
5 Fa= 64+ 18 kJ/mol
-8 T T T |
300 3,04 3.UB= 3,12 316
T K?
4] H
5] 1
T1 Ea=47£4 kl/mol
-8 : : : .
300 3,04 3,08 3,12 316
TH0 k!

In(v)

[n(v)

[n(w)

5

54

7

-8
3

4

54

54

7

-8
3

-4 ]

5

C

‘ ]

Ea=151% 14 kl/mol ‘

00 304 308 332 376
T/10° K

F
Hﬂ\*J
1
Ea=49 2 kl/mol
00 304 308 312 316
T-lll[]::K-]
1

) J
7]
Ea=40+11 kI/mol
-8 T T r \
3,00 304 3.08_ 312 316
T-]' IU-:,I‘:-]

3.9 pav. Savaiminés agregacijos greiciai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskai¢iuotos i§ gautos tiesés
nuolinkio. Méginiuose pH 5,5. A) 1 M GndHCI, B) 1,5 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) 4,5 M GndHClI, 1) 5 M GndHCI.

Kai pH 5,5 didinant GndHCIl koncentracijg energetinis barjeras maze¢ja kol

pasiekiama 3 M GndHCI koncentracija. AukStesnése GndHCI koncentracijose aktyvacijos

energija kinta paklaidy ribose.
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3.10 pav. Savaiminés agregacijos grei¢iai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskaiciuotos i§ gautos
tiesés nuolinkio. Méginiuose pH 6,5. A) 1,5 M GndHCI, B) 2 M GndHCI, C) 2,5 M GndHCI, D) 3 M GndHClI, E)
3,5 M GndHCI, F) 4 M GndHCI, G) 4,5 M GndHCI, H) 5 M GndHCI.

Kai pH 6,5 didinant GndHCl koncentracijg energetinis barjeras mazéja kol
pasiekiama 2,5 M GndHCI koncentracija. AukStesnése GndHCI koncentracijose aktyvacijos

energija kinta paklaidy ribose.
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3.11 pav. Savaiminés agregacijos grei¢iai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskaiciuotos i§ gautos
tiesés nuolinkio. Méginiuose pH 7,5. A) 2,5 M GndHCI, B) 3 M GndHCI, C) 3,5 M GndHCI, D) 4 M GndHClI, E)
4,5 M GndHCI, F) 5 M GndHCI.

Kai pH 7,5 didinant GndHCI koncentracija energetinis barjeras mazéja kol
pasiekiama 4,5 M GndHCI koncentracija. Aukstesnése GndHCI koncentracijose aktyvacijos

energija kinta paklaidy ribose.

3.1.2. Aktyvacijos energijos priklausomybé nuo GndHCI koncentracijos

3.12 paveiksle pateikti aktyvacijos energijos priklausomybés nuo GndHCI
koncentracijos grafikai. IS jy matyti, kad Zemesniuose pH ruozuose (pH 2,5; pH 3,5) energetinis
barjeras nuo GndHCI koncentracijos nepriklauso. Aukstesniuose pH intervaluose (pH 4,5; pH
5,5; pH 6,5; pH 7,5) aktyvacijos energija mazéja kol pasickiamos minimalios reik§més. Kai pH
4,5 maziausias energetinis barjeras (52 +2 kJ/mol), kai pH 5,5 (43+3 kJ/mol), kai pH 6,5 (41+1
kJ/mol), o kai pH 7,5 (53+7 kJ/mol).

Vienas i§ galimy tokiy rezultaty paaiskinimy buty, kad aukstesniuose pH ruozuose
(pH 4,5; pH 5,5; pH 6,5; pH 7,5) ir esant mazesnéms GndHCI koncentracijoms reakcijoje
dalyvauja natyvios konformacijos baltymas ir tam, kad susidaryty fibrilés, natyvi strukttira turi
buti suardyta, todél reikalinga didesné aktyvacijos energija. Kai tirpale yra mazesnis pH (pH 2,5;
pH 3,5) ar aukStesnés GndHCI koncentracijos HEWL gali biiti prarades savo natyvia struktiira,
todel, tokiomis salygomis, energetinis barjeras reikalingas spontaniniam fibriliy susidarymui
nedidelis ir maZai kintantis. Sios hipotezés patikrinimui buvo atlikti HEWL stabilumo tyrimai

diferencinés skenavimo kalorimetrijos metodu.
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3.12 pav. Aktyvacijos energijos priklausomybé nuo GndHCI koncentracijos.

3.1.3. Diferenciné skenavimo kalorimetrija

Atlikti HEWL stabilumo tyrimai, nustatant baltymo lydymosi temperatiira Tm
esant skirtingoms GdnHCI koncentracijoms, kai pH 2,5 ir 4,5. Diferencinés skenavimo
kalorimetrijos tyrimy rezultatai, pateikiami (3.13 pav.). 3.13 paveiksle matome HEWL
denatiiracijos temperatiiros priklausomybe nuo GndHCI koncentracijos. Sie tyrimai patvirtina
hipoteze, kad GndHCI suardo natyvig baltymo struktiirg ir taip mazina fibriliy susidarymo

aktyvacijos energija. Kai reakcijos miSinyje zemas pH (pH 2,5) baltymo denatiiracijos

33



temperatiira nepridéjus GndHCI yra 65 °C, tai yra mazesné nei aukstesniuose pH ruozuose (pH
4,5). Galime teigti, kad Zemesniame pH baltymo natyvi struktiira jau yra dalinai suardyta, todél

aktyvacijos energijos priklausomybé nuo GndHCI koncentracijos néra désninga.

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

3.13 pav. HEWL denatiracijos temperattros priklausomybé nuo GndHCI koncentracijos. 1) pH 2,5, 2) pH 4,5.

3.1.4. Elektroninés mikroskopijos rezultatai
Norint jsitikinti, jog tikrai susidaro amiloidiniai agregatai, naudojant elektroninj

mikroskopg buvo gauti lizocimo fibriliy vaizdai (3.14 pav.).

e 0.5 mi

3.14 pav. Vistos kiau$inio baltymo lizocimo fibrilés ruostos 50 mM pH 2,5 fosfatiniame buferiniame tirpale, kai

GndHCI koncentracija 1 M, 40 °C temperatiiroje.
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Paveiksle matoma, kad susidariusios fibrilés kartkartémis apsiveja viena kitg ar

sulimpa j didesnius darinius.
3.2. Spontaninés agregacijos su karbamidu tyrimas

Kad buty galima atskirti denatiiranto ir joninés jégos jtakg spontaninei lizocimo
agregacijai buvo vykdoma skirtingose karbamido koncentracijose esant skirtingos joninéms
jégoms 64 mM pH 6,5 fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose 4 temperatirose (50°C, 55 C, 60°C,
65 C).

3.2.1. Spontaninés agregacijos laiko priklausomybé nuo karbamido koncentracijos
ir joninés jégos

Laikas, per kurj suagregavo 50 % méginyje esancio baltymo, pateikiamas 3D

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

tirpalo joninés jégos ir karbamido koncentracijos. I grafiky matyti, kad grei¢iausiai spontaniné

agregacija vyksta esant didesnei nei 0,3 M joninei jégai aukstesnése karbamido koncentracijose.

Zemesnése karbamido koncentracijose spontaniné agregacija greiGiausiai vyksta vidutinés

joninés jégos tirpaluose (0,2 M — 0,7 M).

7™M
oM

5M
mm4iM
mm3M
2M
M

3.15 pav. Laiko, per kurj suagreguoja 50 % méginyje esanio baltymo, priklausomybé nuo karbamido

koncentracijos skirtingos joninés jégos salygomis. Inkubacijos temperatiira 65 °C.
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3.16 pav. Laiko, per kurj suagreguoja 50 % méginyje esanio baltymo, priklausomybé nuo karbamido
koncentracijos skirtingos joninés jégos salygomis. Inkubacijos temperatira 60 °C. Kadangi eksperimento laikas

ribotas, nustatyti tsp maZzesnése karbamido koncentracijose nepavyko.

C17M
oM
sM
4 M

3.17 pav. Laiko, per kurj suagreguoja 50 % méginyje esanio baltymo, priklausomybé nuo karbamido
koncentracijos skirtingos joninés jégos salygomis. Inkubacijos temperatira 55 °C. Kadangi eksperimento laikas

ribotas, nustatyti tso maZzesnése karbamido koncentracijose nepavyko.
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3.18 pav. Laiko, per kurj suagreguoja 50 % méginyje esanio baltymo, priklausomybé nuo karbamido
koncentracijos skirtingos joninés jégos salygomis. Inkubacijos temperatara 50 °C. Kadangi eksperimento laikas

ribotas, nustatyti tso maZzesnése karbamido koncentracijose nepavyko.

Visais atvejais didéjant karbamido koncentracijai nuo 0 iki 7 M agregacijos laikas
trumpgja i§skyrus 65 °C temperatiiroje esant 0,1 M joninei jégai. Joninés jégos jtaka agregacijos
laikui néra vienareikSmiska. 65 °C temperatiiroje auksStesnése karbamido koncentracijose (3—7
M) matoma, kad didéjant joninei jégai nuo 0,1 iki 1 M agregacijos laikas trumpéja. Zemesnése
karbamido koncentracijose (1-2 M) agregacijos laikas trumpéja joninei jégai kintant nuo 0,1M
iki 0,5 M, stipréjant joninei jégai nuo 0,5 iki 1M agregacijos laikas ilgeja. 60 °C temperatiiroje
esant (5-7 M) karbamido koncentracijai joniné jéga didelés jtakos neturi, o kai karbamido
koncentracija 3-4 M agregacijos laikas trumpéja joninei jégai kintant nuo 0,1M iki 0,5 M,
stipr¢jant joninei jégai nuo 0,5 iki 1M agregacijos laikas ilgéja. 55 °C temperatiiroje
priklausomybé nuo joninés jégos nevienareikSmiska, taciau yra matoma, kad joninei jégai kintant
nuo 0,1M iki 0,5 M agregacijos laikas trumpéja. 50 °C matyti, kad agregacijos laikas trumpé¢ja
joninei jégai kintant nuo 0,1M iki 0,5 M, stipréjant joninei jégai nuo 0,5 iki 1M agregacijos

laikas ilgé¢ja.

Naudojant apdorotus eksperimentinius duomenis, nubraizyta logaritminio greicio
priklausomybé nuo atvirkstinés temperattros (Arrhenius koordinatés) bei apskaiciuotos procesy
aktyvacijos energijos esant skirtingoms joninéms jégoms ir karbamido koncentracijoms (3.19
pav., 3.20 pav., 3.21 pav., 3.22 pav. 3.23 pav, 3.24 pav.). Gautos reik§més néra labai tikslios, nes

eksperimentiniai duomenys iSsibarstg t. y. t turi santykinai nemazas paklaidas.
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3.19 pav. Savaiminés agregacijos greiiai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskai¢iuotos i§ gautos
tiesés nuolinkio. Méginiuose joniné jéga 0,1 M. Karbamido koncentracija A) 4 M, B) 5M, C) 6 M, D) 7 M.
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3.20 pav. Savaiminés agregacijos greifiai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskaic¢iuotos i§ gautos
tiesés nuolinkio. Méginiuose joniné jéga 0,2 M. Karbamido koncentracija A) 4 M, B) 5 M, C) 6 M, D) 7 M.
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3.21 pav. Savaiminés agregacijos greifiai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskaic¢iuotos i§ gautos

tiesés nuolinkio. Méginiuose joniné jéga 0,3 M. Karbamido koncentracija A) 3 M, B)4 M, C)5M, D) 6 M, E) 7 M.
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3.22 pav. Savaiminés agregacijos greifiai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskaic¢iuotos i§ gautos

tiesés nuolinkio. Méginiuose joniné jéga 0,5 M. Karbamido koncentracija A) 3 M, B) 4 M, C)5 M, D) 6 M, E) 7 M.
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3.23 pav. Savaiminés agregacijos greifiai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskaic¢iuotos i§ gautos

tiesés nuolinkio. Méginiuose joniné jéga 0,7 M. Karbamido koncentracija A) 2 M, B) 3M, C) 4 M, D) 5 M, E) 6 M,

F) 7 M.
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3.24 pav. Savaiminés agregacijos greifiai Arenijaus koordinatése, aktyvacijos energijos apskaic¢iuotos i§ gautos
tiesés nuolinkio. Méginiuose joniné jéga 0,7 M. Karbamido koncentracija A) 2 M, B) 3 M, C) 4 M, D) 5 M, E) 6 M,
F)7M.

3.2.2. Aktyvacijos energijos priklausomybé nuo karbamido koncentracijos

3.25 paveiksle pateikti aktyvacijos energijos priklausomybés nuo karbamido
koncentracijos grafikai. Juose matyti, kad didéjant karbamido koncentracijai aktyvacijos energija
po truputj mazéja, nepriklausomai nuo joninés jégos. Zemesnés joninés jégos reakcijos

miSiniams reikalinga didesné karbamido koncentracija, kad buity galima stebéti agregacija.
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3.25 pav. Aktyvacijos energijos priklausomybé nuo karbamido koncentracijos. 1) kai joniné jéga 0,1 M; 2) kai
joning jéga 0,2 M; 3) kai joniné jéga 0,3 M; 4) kai joniné jéga 0,5 M; 5) kai joniné jéga 0,7 M; 6) kai joniné jéga
M.

3.2.3. Diferenciné skenavimo kalorimetrija

Atlikti HEWL stabilumo priklausomybés nuo karbamido koncentracijos tyrimai
diferencinés skenavimo kalorimetrijos metodu esant skirtingai joninei jégai (3.26 pav.). Gauti
rezultatai parod¢, kad net pridéjus 7 M karbamido baltymas iSsivynioja tik didesnéje nei 55 °C

temperatiiroje tiek esant mazai (0,1 M), tiek didelei (1 M) joninei jégai.
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3.26 pav. HEWL denatiiracijos temperatiiros priklausomybé nuo karamido koncentracijos. 64 mM PB pH 6,5. 1) 0,1
M joniné jéga, 2) 1M joniné jéga.

Palyginus spontaninés agregacijos eksperimentus su GndHCI ir su karbamidu,
matoma, kad karbamidas daug silpniau inicijuoja HEWL agregacija nei GndHCI. Zemas pH
suardo natyvig baltymo struktiirg, tode¢l eksperimenty rezultatai néra désningi. AukStesniuose pH
intervaluose stebimas aktyvacijos energijos, reikalingos spontaniniam fibriliy susidaryti,
maze¢jimas did¢jant denatiiranto koncentracijai. GndHCl daug stipresnis denatiirantas nei
karbamidas. Eksperimentuose su GndHCI energetinis barjeras pasiekia minimalig ribg ties 3 —
3,5 M koncentracija ir dar labiau didinant denatGranto koncentracija jis mazai tesikeicia.
Eksperimentuose su karbamidu minimalus energetinis barjeras néra pasiekiamas. Joniné jéga

didelés jtakos spontaninés agregacijos laikui neturi.
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ISVADOS

HEWL gali agreguoti j amiloidines struktiiras placiame pH ir denatiiranto koncentracijy
ruoze.

. Agregacijos laikas trumpesnis zemesniuose pH ir vidutinése (3—4 M) guanidino
hidrochlorido (GndHCI) koncentracijose.

Lizocimo agregacijos laikas trumpéja, didinant karbamido koncentracija nuo 0 iki 7 M ir
joning jéga nuo 0,1 iki 0,5 M.

. Nustatyta fibriliy susidarymo aktyvacijos energijos priklausomybé nuo pH ir denatiiranto

koncentracijos. I$siaiSkinta, kad §i priklausomyb¢ atsiranda dél lizocimo denattracijos.
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1 Priedas. Buferiniy tirpaly su skirtinga jonine jéga ir karbamido koncentracija ruosimas

Joniné jéga, M

Karbamido
koncentracija, M

1 Buferinis tirpalas,
ml

2 Buferinis tirpalas,
ml

3 Buferinis tirpalas,
ml

0,1 0 - - 2
1 - 0,225 1,775,
2 - 0,450 1,550
3 - 0,675 1,325
4 - 0,900 1,100
5 - 1,125 0,875
6 - 1,35 0,65
7 - 1,575 0,425
0,2 0 0,04 - 1,960
1 0,04 0,225 1,736
2 0,04 0,450 1,511
3 0,04 0,675 1,286
4 0,04 0,900 1,061
5 0,04 1,125 0,836
6 0,04 1,35 0,611
7 0,04 1,575 0,386
0,3 0 0,08 - 1,920
1 0,08 0,225 1,696
2 0,08 0,450 1,471
3 0,08 0,675 1,246
4 0,08 0,900 1,021
5 0,08 1,125 0,796
6 0,08 1,35 0,571
7 0,08 1,575 0,34
0,5 0 0,16 - 1,84
1 0,16 0,225 1,614
2 0,16 0,450 1,389
3 0,16 0,675 1,164
4 0,16 0,900 0,939
5 0,16 1,125 0,714
6 0,16 1,35 0,489
7 0,16 1,575 0,264
0,7 0 0,24 - 1,76
1 0,24 0,225 1,532
2 0,24 0,450 1,307
3 0,24 0,675 1,082
4 0,24 0,900 0,857
5 0,24 1,125 0,632
6 0,24 1,35 0,407
7 0,24 1,575 0,182
1 0 0,37 - 1,63
1 0,37 0,225 1,407
2 0,37 0,450 1,182
3 0,37 0,675 0,957
4 0,37 0,900 0,732
5 0,37 1,125 0,507
6 0,37 1,35 0,282
7 0,37 1,575 0,057
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