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IVADAS

Neurodegeneracinés ligos, kaip Alzheimerio ar Parkinsono, bei prioninés ligos yra siejamos Su
amiloidiniy fibriliy formavimusi. Nepaisant ligy skirtumy, visi amiloidiniai agregatai pasizymi
panasSia morfologija — sudaryti i$ pasikartojanciy p-klosciy, iSsidésCiusiy statmenai fibrilés asiai, yra
ne Sakotos struktiiros, mazdaug 10 nm plocio ir 0,1-10 um ilgio (Zhang et al. 2009). Manoma, kad
beveik visi baltymai ir peptidai gali agreguoti j fibrilinius agregatus, nuo netvarkingy amorfiniy
agregaty iki labai tvarkingy B-klostyty struktiry (Chiti et al. 2006).

Kaip ir kiekvieng reakcija, amiloidiniy fibriliy susidaryma charakterizuoja kinetiniai ir
termodinaminiai parametrai. Taciau iki Siol néra tiksliai zinoma, kodél susidaro amiloidinés fibrilés,
kokios salygos tai lemia. Ne viename straipsnyje galime rasti diskusijy Sia tema, taiau tikslios
informacijos mazai. Tad $io darbo metu bus bandoma pasiaiskinti, kokie termodinaminiai
parametrai veikia baltymo amiloidiniy fibriliy susidaryma skirtingomis salygomis.

Darbo metu buvo naudotas rekombinantinis zmogaus insulinas. Nors §is baltymas néra susijes
su agregacija in vivo, ta¢iau jis yra puikus modelinis baltymas. Insulinas lengvai formuoja
amiloidines fibriles in vitro, yra gerai iStirtas baltymas, taip pat yra placiai naudojamas miisy
laboratorijoje.

Darbo tikslas — istirti insulino amiloidiniy fibriliy susidarymo termodinamika.

Darbui keliami uzdaviniai:

1. Atlikti spontaninés agregacijos bandymus jvairiomis salygomis.

2. Naudojant denatiiracijos ir infraraudonosios spektroskopijos metodus, nustatyti
skirtingomis saglygomis spontaniSkai susidariusiy fibriliy stabiluma.

3. Atlikti fibriliy ilgéjimo bandymus jvairiomis sglygomis.

4. Apdoroti duomenis ir apraSyti termodinaminius parametrus.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kas yra amiloidai?

Terminas ,,amiloidas‘ pirmg kartg buvo pavartotas 1854 metais vokie¢iy mokslininko Rudolfo
Virchovo (angl. Rudolph Virchow). Naudodamasis ty mety geriausia moksline metodologija ir
medicinos ziniomis, Virchovas jodu dazé keistos iSvaizdos i§ smegeny iSskirtus méginius.
Pastebéjes, kad méginius paveikus jodu, jie nusidazo mélyna spalva, o sieros rigstimi — violetine,
Virchovas nusprendé, jog tai celiuliozé ir davé jiems amiloido pavadinima. Sis terminas kilgs i§
lotyny kalbos Zodzio amylum ir graiky kalbos Zodzio amylon, kurie reiskia krakmola. 1859 metais
Fridrichas (angl. Friedreich) ir Kekulé (angl. Kekule) remiantis didele azoto koncentracija
amiloiduose, padaré iS§vada, jog §i masé yra baltymai, o angliavandeniy néra, kaip galvota iki Siol.
Tuomet | amiloidus buvo pradéta zitiréti kaip i baltymus, o véliau kaip 1 baltymy klaseg, kuri turi
polinkj kisti ir formuoti fibriles (Sipe et al. 2000).

Laikui bégant supratimas apie amiloidy struktirg kito, priklausomai nuo technologijy.
Mokslininkai pradéjo naudoti Sviesinj mikroskopa ir histologinius dazus, tokius kaip tioflavinas T ar
Kongo raudonasis. I§ pradziy manyta, kad amiloidai nepasizymi bendromis struktiirinémis
savybémis, ta¢iau vélesni tyrimai poliarizuotos Sviesos mikroskopu parodé, kad nedazyty ir dazyty
amiloidy sankaupos skirtingose audiniuose lemia dvejopa Sviesos luzj. Taigi, dazymas Kongo
raudonuoju perteikia anizotropijg, biidingg dvejopam Sviesos laziui, kuris parodo amiloidines
fibriles in situ. Taip pirmuoju amiloidy pozymiu tapo obuolio zalumo dvejopas S§viesos
lazis — kongofilija (angl. congophilia). Remiantis $iuo principu ir naudojant elektroninj mikroskopa,
Kohenas (angl. Cohen) su kolegomis 1959 metais pademonstravo, kad visi jy tirti amiloidai turi
panasig ultrastruktirg. O 1982 metais Kohenas su kolegomis patvirtino, kad skirtingos kilmeés
amiloidiniai dariniai turj panasiag submikroskopine struktiira: tiesiy ir standziy fibriliy pluosty plotis
svyruoja nuo 60 iki 130 A (vidutiniskai 75-100 A), o ilgis nuo 1000 iki 16000 A. Sis pozymis buvo
priimtas kaip amiloidiniy fibriliy apibtidinimo kriterijus.(Sipe et al. 2000).

Pastarasis kriterijus laikui bégant kito, nes daugéjo ziniy, jgudziy. Pradzioje Kohenas su
kolegomis teigé, kad zmoniy ir gyviiny amiloidai turi ,,suverta™ struktiira. Gueftas (angl. Gueft) ir
Gidonis (angl. Ghidoni) (1963 m.) pasitlé, kad amiloidinés fibrilés yra dvigubos su tarpfibriline
ertme (25 A). Teris (angl. Terry) su kolegomis 1964 m. pareiske, kad fibrilés yra 70-90 A plo¢io ir
turi trigubg tankumg su tui¢iaviduriu centru. Galiausiai, Sirahama (angl. Shirahama) ir Kohenas
1967 m. atliko iSsamius didelés skiriamosios gebos amiloidiniy fibriliy tyrimus audiniuose, ir,

remiantis gautais duomenimis anksciau ir dabar, buvo apraSyta amiloidiniy fibriliy strukttira, kurig



sudaré du pozymiai. Pirma, subvienetai yra sudaryti i§ 25-35 A skersmens ir 75-100 A ilgio
amiloidiniy fibriliy. Antra, du ar daugiau tokiy subvienety, kurie kartkartémis vienas kitg apsiveja,

sudaro amiloidines fibriles in situ (Sipe et al. 2000).

1.2. Galimas pernaSos mechanizmas — fibriliy ilgéjimas (elongacija)

Amiloidiniai agregatai yra aptinkami labai jvairiuose audiniuose. Jie gali biiti dideli ir apimti
visg organa, ar smulkiis ir daznai pasikartojantys, kaip Alzheimerio ligos atveju. Taip pat yra
zinoma, kad keletas neurodogeneraciniy ligy, pavyzdziui, Creutzfeldt-Jakob liga, yra sukeliamos dél
netaisyklingai susilankséiusiy ar suagregavusiy prioniniy baltymy (Westermark et al. 2010). Prionai
yra baltymai, kurie egzistuoja keliose funkciskai skirtingose konformacijose, i§ kuriy bent viena
savarankiskai dauginasi. Dazniausiai savarankiSkai besidauginanti forma yra B-klostytos strukttiros
amiloidai, kuriuose beta klostés i§sidésCiusios statmenai fibrilés asiai (Aguzzi et al. 2009, Cushman
et al. 2010). Idomi prioniniy agregaty savybé yra kurti sutrikimus su skirtingais fenotipais
(itraukiant tiek centring, tiek perifering nervy sistema, skirtingg ligos eiga bei prioninio baltymo
geno mutacijas). Tai siejama su nedideliais skirtumais, atsirandanciais fibriliniy agregaty
susidarymo metu. Sie skirtumy turintys agregatai yra vienodai uzkre¢iami ir Zinomi kaip kamienai,
kurie gali buti perduodami nuo vieno organizmo kitam, tad prioninés ligos yra uzkre¢iamos (Frost et
al. 2010, Westermark et al. 2010). D¢l didelio beta klostytos priono formos stabilumo, fibriliniai
agregatai yra atspariis detergentams, proteazéms, denatliruojanc¢iam kar$¢iui, gali biiti aptinkami
organizmo skysc¢iuose ar kraujyje bei iSgyvena virSkinamajame trakte (Cushman et al. 2010).

Yra manoma, kad ne tik prioninés, bet ir kitos ligos, susijusios su amiloidiniais agregatais, gali
biti uzkreCiamos-perneSamo i§ vienos lastelés j kitg (Westermark et al. 2010). Vis daugiau
eksperimentiniy jrodymy sitlo, kad tarplastelinio priono dauginimosi mechanizmas gali biiti
taikomas jvairiy baltymy patologijai. Tokiame modelyje (1 pav.) fibriliniai baltymai — sékla — i
gretimy arba sinapsémis sujungty lasteliy gali biiti jsiurbiami ir sukelti natyviy baltymy agregacija
lasteléje. Sis modelis gali paaiskinti tiek pastebéta fenotipy jvairove pavienése neurodegeneracinése
ligose, tiek nesustabdoma ligos plitima, kurio metu agregatai sugeba judéti tarp lasteliy ir sukelti
aplinkiniy baltymy agregacijg. Jis taip pat gali paaiSkinti neurony tinkly dalyvavimag
neurodegeneracijoje. Tad dabartiniai tyrimai placiai paplitusioms ir neuzkreCiamoms
neurodegeneracinéms ligoms, tokioms kaip Alzheimerio ar Parkinsono, vis labiau taiko

»prione-like* dauginimosi mechanizmag (Aguzzi et al. 2009, Frost et al. 2010).
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1 pav. Amiloidy tarplastelinio plitimo mechanizmas. (A) Lasteliniy baltymy agregacija lemia lastelés ziitj. Tuomet
agregatai pasklinda tarplastelinéje erdvéje, o véliau jtraukiami | gyvybinga lastele. (B) Kaip gyvos lastelés dalis,
fibriliniai agregatai gali biti atpalaiduojami per egzosomas ar egzocitozés budy. Taip tarplastelinéje erdvéje pasklinda
amiloidai, kurie véliau gali biiti jtraukiami gretimy lasteliy. Sie du biidai gali biiti vietinio amiloidy i$plitimo prieZastis.
(C) Agregatai gali pazeisti sinaps¢. Atpalaidavimas gali jvykti dél sinapsés vietinés degeneracijos, normalios sinapsinés
fiziologijos ar egzocitozés biidu kaip (B) variante. Sis variantas gali paaiskinti tinklo degeneracija neurodegeneracinése

ligose (pritaikyta i§ Frost et al. 2010).

Kaip jau minéta, amiloidai gali ne tik plisti tarplasteliniu keliu, jie gali batj uzkre¢iami, t. y., |
sveikg lastele pateke amiloidiniai agregatai gali inicijuoti natyviy baltymy agregacija. Amiloidiniy
fibriliy formavimasis yra fizinis procesas, kurio metu nenatyvios formos baltymo molekulés
sgveikauja tarpusavyje ir sudaro linijinius, biologiSkai neaktyvius agregatus (Nielsen et al. 2001).
Procesas siejamas su baltymy oligomery susidarymu, branduoliy susidarymu, linijiniy agregaty
ilgéjimu bei linijiniy agregaty sulipimu j didesnes sankaupas, taciau skiriami trys pagrindiniai
agregacijos zingsniai: branduoliy formavimas, fibriliy ilgéjimas (elongacija), stambesniy agregaty
susidarymas (Mauro et al. 2006, Nielsen et al. 2001).

Tipinis amiloidogenezés procesas prasideda lag faze, kurios metu formuojasi branduoliai, o
amiloidy virtimas fibrilémis néra pakankamai Zzymus, kad biity aptinkamas (Lee et al. 2007). Sioje
faz¢je branduoliy susidarymu yra laikomas keliy monomery susijungimas | organizuotg
struktiirg — fibriliy pirmtaka. Po to monomerams besijungiant prie branduoliy, procesas perauga ]
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

atlieka branduoliy vaidmenj ir reakcija vyksta tol, kol tirpale nebelieka branduoliy, o visas baltymas
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pavirsta ] fibrilinius agregatus. Lag fazés ilgis ir fibriliy augimo greitis priklauso nuo tokiy veiksniy
kaip pradiné koncentracija ar pH (Lee et al. 2007).

I tirpalg pridéjus séklos, sutrumpinama fibrilizacijos lag fazé, o pati sékla atlicka katalitinj
vaidmenj — indukuoja baltymy konformacinius pokycius ir pagreiting pacia reakcijg (Lee et al.
2007). Buvo pastebéta, jog esant tokioms salygoms, fibriliy ilgéjimas yra labai panaSus j fermenting
reakcija, net kai analizei naudojama Michaelis-Menten lygtis. Tokiu atveju, fibriliy augantys galai
atliecka fermento aktyviojo centro vaidmenj, o monomerai — substrato vaidmenj. Tad naudojant
Michaelis-Menten lygtj, kaip geriausiai zinomg fermentinés kinetikos modelj, fibriliy ilgéjimas gali
biti uzraSomas taip:

F+ Mo FM — F*,

kur F — fibrile, M — monomeras, F* — ilgesné fibril¢, o FM — trumpg laikg egzistuojantis

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

i fibrile (Milto et al. 2013).

1.3. Amiloidiniy fibriliy ilgéjimo termodinamika

Fibriliy elongacija charakterizuoja termodinaminiai parametrai, tokie kaip laisvosios energijos
barjeras, kurj baltymas turi jveikti, jog i$ tirpios blisenos pavirsty i netirpig fibriling bei entalpinis ir
entropinis indéliai i Sig energija. Toks procesas yra entropiSkai palankus, bet entalpiSkai nepalankus.
Naudojant skirtingus peptidus buvo gauti panaSis duomenys, o tai galéty buti bendras baltymy
agregacijos bruozas (Knowles et al. 2007).

Amiloidogenezés termodinamika néra pilnai iStyrinéta sritis, o informacijos daugiausiai buvo
galima rasti viename S$altinyje (Buell at al. 2012). Mokslininkai savo darbe apra$¢ daugiau kaip
desimties skirtingy baltymy termodinaminius parametrus (1 lentelé, 2 pav.). Jy gauti duomenys
rodo, kad aktyvacijos entalpijos visais atvejais yra nepalankios, o aktyvacijos entropijos palankios.
Todél daugelio tirpale esanciy reakcijy charakteristikai tinka entalpijos—entropijos kompensacijos
reiskinys (Buell at al. 2012).
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1 lentelé. Termodinaminiy parametry suvestiné. Duomenys nustatyti eksperimenty metu, kartu su papildomais

duomenimis, imtais i§ literatiros (pritaikyta i§ Buell at al. 2012).

Baltymas AG* [kJmol™] AH* [kJmol™] TAS* [kJmol] (esant 298 K)

Zmogaus gliukagonas 16,2+45-15 30,0+12,0 13,8 +£ 18,0
Jaucio insulino B — grandiné 162+44-15 35,0+ 10,1 18,8 £16,0
Zmogaus AP (1-42) 59+4,0-14 66,1 £ 8.1 60,2+ 13,5
Jaucio insulinas 250+4,0-15 102,5+ 10,0 77,5+9,6

Mieliy Ure2p 96+40-15 27,0+ 10,0 17,4 £ 15,5
Jaucio PI3K-SH3 204+39-15 42,1+8.5 21,8+ 13,9
Zmogaus p2-mikroglobulinas 16,7+52-15 48,3+ 8,6 31,6 £ 15,3
Jaucio a-laktalouminas 135+4,1-14 107,0 + 10,0 93,5+ 15,6
Zmogaus lizocimas (natyviis) 250+4,0-15 167,7 + 14,7 142,7 + 20,1
Zmogaus lizocimas (redukuotas) 99+41-14 68,0+ 12,0 58,1+17,5
Zmogaus a-sinukleinas 139+4,1-15 71,0 £ 5,6 57,1+11,2
Jaucio B-laktoglobulinas 318+39-14 83,7+9,6 53,9+ 14,9

Baltymas gali turéti daugybe konformaciniy stadijy, o susilankstymo reakcijos yra sudétingos
ir nevienalytés, naudojancios daug silpny nekovalentiniy sgveiky bei didelius kiekius laisvosios
energijos. Tik neseniai buvo pradéta suprasti Siuos procesus. Buvo sukurtas piltuvo formos
(angl. funnel-shaped) modelis, pagal kurj polipeptidas gali jgauti skirtingas konformacines stadijas,
iveikes skirtingg energetinj barjera (3 pav.). Norint baltymui jgyti savo natyvig forma, molekulé turi
kirsti didelius Kinetinius barjerus, o tam reikia nemazy kiekiy laisvosios energijos (Jahn et al. 2007,
Hartl et al. 2009, Hartl et al. 2011).

200
mmmm Aktyvacijos entalpija
| s Aktyvacijos laisvoji energija |
e Aktyvacijos entropija
I 100 —
=
€ o —
=
e
= L ]
=
5 3 :
& -100~ , B 3 2 o
e < g . ) =
g B o & v T & 2z =
I N I R ? = 2 |
- aa] - = Y g ,% - g .%
. = .8
= 7 ey @ @ m ' - : n -
—_ = E = = o N N ! i
200 ol = <C - = o o [=] = = (=] o

2 pav. ISmatuoty ir apskai¢iuoty verCiy apzvalga. Visos aktyvacijos entalpijos AH* reik§més yra nepalankios, o
entropijos TAS* — palankios. Paveiksle puikiai matosi entalpijos-entropijos kompensacija (pritaikyta i Buell at al.
2012).
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Apie 90 % visy lgstelés baltymy susivyniojimo metu jgauna tarpines formas. Ne visada
baltymo susilankstymas gali biiti teisingas. Trukstant tam tikry rySiy ar esant didelei konfigiiracijos
entropijai gali susidaryti netaisyklingai susilanks¢iusios formos, ar tarpinés formos, stabilizuotos
nenatyviy sgveiky. Tad piltuvo formos ,,funnel-shaped* baltymo susilankstymo Zemélapis yra
taikomas aiskinti ne tik natyvios formos susidarymui, bet ir nenatyvios baltymo formos susidarymui
(Hartl et al. 2009, Hartl et al. 2011).

&, u:'yfﬂ S _‘E) L.; {:‘:—_-S_fl_r S
A S ==\31§mymo' iojes baltymas gﬁJﬁﬂ ]
|
|
|
|
/-\ |
| &
o —— 7
stadija
53] ] Oligomerai
Dalinai
susivyniojusi
stadija
MNatywvi
stadija
agregatai
Wi
N
L LEL)
Amiloidinés
fibrilés
Vidumolekuliné sgveika T Tarpmolekuliné saveika .

3 pav. Piltuvo formos laisvosios energijos pavirSiaus schema, vaizduojanti baltymy vidumolekulinés saveikos
energetinius barjerus natyviai formai pasiekti (Zalia spalva). Piltuvo nelygumai rodo kokius energetinius barjerus turi
jveikti viena ar kita konformaciné baltymo stadija, kad pasiekty termodinamiskai stabiliausig forma. Kai baltymo
susivyniojimo metu atsiranda tarpmolekuliné sgveika (procese dalyvauja kelios molekulés), procesas gali peraugti |
agregacija. Tuomet susidaro amorfiniai agregatai, toksiniai oligomerai ar tvarkingos struktiiros amiloidinés fibrilés

(raudona spalva) (pritaikyta i§ Hartl et al. 2011).

Laikui bégant buvo pastebéta, kad fiziologinémis salygomis, baltymy agregatai yra daug
stabilesni nei natyvi baltymo struktiira. (Buell at al. 2012). Galima teigti, jog amiloidinés fibrilés yra

stabiliausia baltymo konformacing¢ stadija.
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1.4. Insulinas, kaip amiloidiniy fibriliy tyrimy modelis

Insulinas yra genetiskai toli nuo baltymy, susijusiy su patalogine agregacija in vivo, taciau jis
lengvai sudaro amiloidus in vitro (Dzwolak et al. 2004, Dzwolak et al. 2005). Be to, tai pirmasis
baltymas, kurio savaiminé agregacija pradéta stebéti in vitro (Buell et al. 2010).

Natyvus insulinas egzistuoja heksamero formoje. Heksameras yra sudarytas i$ trijy dimery ir
stabilizuojamas 3-5 cinko jony (Lee et al. 2007). Esant Zemoms baltymo koncentracijoms, insulinas
gali biiti dimero formoje, jei pH yra tarp 2 ir 8. Tam, kad susidaryty tetramerai, insulino
koncentracija turi biiti didesné nei 1,5 mg/mL. Esant riig§tinéms saglygoms ir kambario temperatiirai,
jis yra konformaciskai stabilus, o esant tirpale 20 % acto rigsties ar etanolio, baltymas yra
monomero formoje (Dzwolak et al. 2005, Nielsen et al. 2001). Taciau insulinas gali biiti priverstas
tirpale formuoti amiloidines fibriles, pakeliant temperatiira ir sumazinant pH iki mazdaug 1,6
(Nielsen et al. 2001).

Galimas kinetinis fibriliy susidarymo mechanizmas susideda i§ keliy stadijy: heksamery
iSirimas, branduoliy susidarymas ir fibrilizacijos procesas (elongacija).Visy pirma, cinko jony
stabilizuoti heksamerai negriztamai disocijuoja. Kai tik disocijavusi forma pavirsta | reaktinga
branduolj toliau reakcija vyksta labai greitai. Tokiu biidu susiformave branduoliai reaguoja vienas su
kitu ar su skirtingo dydzio oligomerais, formuodami fibriles (Lee et al. 2007).

Taigi, bandymams, kaip modelinis baltymas, naudojamas insulinas, nes:

1) yra gerai i$studijuotas fibriles formuojantis baltymas;

2) galima iSgauti labai gryng natyvy baltyma;

3) suformuoti fibriliniai agregatai yra strukttiriSkai panasts j kity
baltymy formuojamas fibriles;

4) pigus baltymas (Lee et al. 2007).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudoti reagentai

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

Carl Roth: sunkus vanduo (99,8 % D).

Fisher Scientific: acto ragstis (99,5 %), fosforo riigstis, guanidino tiocianatas
(GUSCN), natrio chloridas, natrio dihidro fosfatas, uranilacetatas.

Sigma Aldrich: etanolis (99,8 %) (EtOH), rekombinantinis Zzmogaus insulinas,

tioflavinas T.

2.2. Naudota laboratoriné jranga

Centrifuga ,,Technico Maxi“.

Elektroninis mikroskopas ,,FEI Morgagni 268

Fluorescencinis spektroskopas ,,CARY Eclipse*

FT-IR spektrometras ,,Bruker Optics ALPHA FT-IR®.
Kvarciné fluorescenciné kiuveté (I = 10 mm)

pH metras ,,Orion DUAL STAR Meter*.

Realaus laiko PGR aparatas ,,Qiagen Rotor-Gene Q.

Stkuriné maisyklé ,,VELP SCIENTIFICA VORTEX MIXER*.
Svarstykles: ,,KERN PCB 400-2%, ,,Denver Instrument TP-214.
Sildomoji magnetiné maisyklé ,,VELP Scientifica ARE*.
Termomikseris ,,DITABIS MHR 23,

Ultragarsinis homogenizatorius ,,Bandelin Sonoplus®.
2.3. Metodai

2.3.1. Fluorescencijos matavimas

Insulino fibriliy formavimasis stebimas pridéjus tioflavino T (ThT), specifiskai prie fibriliy

besijungianc¢io dazo, ir matuojant jo fluorescencijg, suzadinimui vykstant prie 470 nm bangos ilgio,

0 emisijai — prie 510 nm bangos ilgio. ThT prisijungus prie fibriliy, fluorescencija zymiai padidéja,

nei tuomet, kai stebima jo vieno fluorescencija (Hudson et al. 2009). Eksperimentai atliekami su

realaus laiko PGR aparatu ,,Qiagen Rotor-gene Q (4 pav.), kuris yra naudojamas ne pagal paskirtj,

bet puikiai tinka agregacijos tyrimams.
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4 pav. ,,Quaigen Rotor-gene Q“ skersinis pjiivis. Visi 36 mégintuvéliai prasisuka pro detektavimo jrenginj per 150 ms.
Prietaisas turi LED $viesos Saltinius, 6 skirtingus §viesos detektavimo filtrus ir labai jautry detektoriy (Qiagen Zzitréta

2014-04-22).

Prietaisas talpina 36 mégintuvélius (200 pL tirio), kurie statomi j rotoriy. Sis eksperimento
metu sukasi 400 apsisukimy per minut¢ greiciu, reakcijos misinj palaiko mégintuvélio apatinéje
dalyje, kur matuojama fluorescencija. Misinys i§ LED $viesos $altinio yra ap$vieCiamas 470 + 10
nm bangos ilgio Sviesa ir detektorius matuoja 510+ 5 nm bangos ilgio Sviesg (Qiagen zitréta

2014-04-22). Viso proceso metu palaikoma pastovi temperatiira.
2.3.2. Amiloidiniy fibriliy ruoSimas

2.3.2.1 Aktyvacijos energijos priklausomybés nuo baltymo koncentracijos tyrimams

Insulino amiloidinés fibrilés paruoSiamos inkubuojant 5 mg/mL insulino tirpala, pagamintg
100 mM (pH 2) fosfatiniame buferyje (PB). Inkubacija vykdoma 24 valandas, esant 60 °C
temperattirai. Norint homogenizuoti suagregavusj insuling ir padidinti fibriliy galy skaiciy, tirpalas
apdorojamas ultragarsu. Tam fibrilés skiedziamos 25 kartus, perkeliamos j 2 mL mégintuvélj ir
homogenizuojamos 10 minuciy (30s/30s ultragarsinimo/poilsio ciklai ir 50 % amplitudé¢), naudojant
ultragarso homogenizatoriy su MS73 antgaliu. Visg laikg méginiai laikomi lede. Taip paruostos

fibrilés toliau naudojamos kaip sékla.
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2.3.2.2 Séjimo skirtingomis sqlygomis tyrimams

Skirtingos fibrilés paruosiamos inkubuojant insulino tirpalg (2 lentelé). Inkubacija vykdoma

24 val., esant 60 °C temperattirai. Tuomet fibrilés homogenizuojamos, kaip 2.3.2.1 skyriuje.

2 lentelé. Monomero tirpalai heterogeninio séjimo eksperimenty séklai ruosti.

Insulinas, mg PB, nL. EtOH, nL. Acto r., pL Gaunamas tirpalas
1000,0 - - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2)
5,0 800,0 200,0 - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % EtOH
800,0 - 200,0 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % acto r.

Tokiu badu paruostos fibrilés toliau naudojamos kaip sékla.

2.3.2.3 Stabilumo ir infraraudonosios spektroskopijos (FT-IR) tyrimams

ParuoSiamos skirtingos amiloidinés fibrilés. Tam insulino monomero tirpalai (3 lentelé)

inkubuojami 24 valandas 60 °C temperatiroje.

3 lentelé. Monomero tirpalai stabilumo ir FT-IR tyrimy fibriléms ruosti.

Insulinas, mg | PB,pL 1M NaClL, pL. | EtOH, pL | Actor., pL Gaunamas tirpalas
1000,0 - - - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2)
900,0 100,0 - - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 100 mM NaCl
800,0 - 200,0 - 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % EtOH
5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % EtOH,
5,0 700,0 100,0 200,0 -
100 mM NaCl
800,0 - - 200,0 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % acto r.

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 % acto r.,
100 mM NaCl

700,0 100,0 - 200,0

Tuomet fibrilés toliau ruoSiamos, priklausomai nuo atlieckamo tyrimo.

2.3.3. Elektroninés mikroskopijos méginiai

Norint jrodyti, jog tikrai susidaro amiloidiniai agregatai, fibrilés yra skiedZiamos 50 karty,
3,5 uL tirpalo uZneSama ant anglimi dengty vario tinkleliy ir po minutés nusausinama. Po to
uzneSama 3,5 uL daZo (uranilacetato) ir po 45 sekundziy nusausinama. Paruostas méginys dedamas

1 elektroninj mikroskopa.

2.3.4. Fibriliy stabilumo tyrimas

Norint istirti fibriliy stabiluma, atliktas denatiiracijos tyrimas. Tuo tikslu paruostos skirtingos

fibrilés (2.3.2.3. skyrius) nucentrifuguojamos (20 min., 14000 aps./min), nusiurbus supernatantg
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resuspenduojamos 200 uL 0,5 M GuSCN ir vél nucentrifuguojamos. Procesas kartojamas 3 kartus.
Tuomet nusiurbus supernatantg fibrilés resuspenduojamos 1mL 05M GuSCN ir
homogenizuojamos, kaip nurodyta 2.3.2.1. skyriuje. ParuosStos fibrilés dedamos ] skirtingy
koncentracijy denatiiranto tirpalg, kaip nurodyta 4 lentel¢je, ir laikoma kambario temperatiiroje per

naktj.

4 lentelé. Stabilumo tyrimo méginiy ruoSimas.

6 M GUSCN, pL H0, uL Sikla,ul, | Coumamadenatiranto
koncentracija tirpale, M

100,0 340,0 1,25
120,0 320,0 1,5
140,0 300,0 1,75
160,0 280,0 2

180,0 260,0 2,25
200,0 240,0 2,5
220,0 220,0 2,75
240,0 200,0 3

260,0 180,0 3,25

40,0

280,0 160,0 3,5
300,0 140,0 3,75
320,0 120,0 4

340,0 100,0 4,25
360,0 80,0 4,5
380,0 60,0 4,75
400,0 40,0 5

420,0 20,0 5,25
440,0 - 55

Kitg dieng kvarcingje kiuvetéje sumaiSoma 2 mL 50 uM ThT tirpalo su 100 pL kiekvieno i$
meéginiy ir naudojantis fluorimetru matuojama meéginiy fluorescencija, suZadinimui esant prie

450 nm, o emisija — nuo 480 nm iki 520 nm.

2.3.5. Méginiy ruosimas FT-IR spektroskopijai

Paruostos skirtingos fibrilés (2.3.2.3. skyrius), nucentrifuguojamos (20 min., 14000 aps./min),
nusiurbus  supernatanta resuspenduojamos 500 uL  sunkiojo vandens (D,O) ir vél
nucentrifuguojamos. Tai kartojama 3 kartus. Tuomet nusiurbus supernatantg fibrilés

resuspenduojamos 50 uL D,0. Matavimams naudojamas CaF, transmisijos langelis, su 0,05 mm
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teflono tarpine, ] kurj uzneSama 20 uL méginio. Kiekvienas spektras gaunamas kaip 256
interferogramy vidurkis, esant 2 cm™ rezoliucijai. Prie§ méginiy spektrus, pamatuojami tuscios celés

(oro) ir gryno sunkiojo vandens spektrai.
2.3.6. Reakcijos miSiniy ruoSimas

2.3.6.1 Spontaninés agregacijos tyrimams

Spontaninés agregacijos tyrimams paruoSiami 6 skirtingi insulino monomero tirpalai, kaip

nurodyta 5 lenteléje.

5 lentelé. Reakcijos miSiniy ruoSimas spontaninés agregacijos tyrimams.

Insulinas, 1 M NacCl, 5mM ThT,
PB, uLL EtOH, pL. | Actor., pL Gaunamas reakcijos miSinys
mg pL pL

5 mg/mL insulino 100 mM PB

198,0 - - -
(pH2), 50 uM ThT

5 mg/mL insulino 100 mM PB
178,0 20,0 - - (pH2), 100 mM NaCl, 50 uM
ThT

5 mg/mL insulino 100 mM PB

158,0 - 400 ]
(pH2), 20 % EtOH, 50 uM ThT

1,0 2,0 5 mg/mL insulino 100 mM PB
138,0 20,0 40,0 - (pH2), 100 mM NaCl, 20 %
EtOH, 50 uM ThT

5 mg/mL insulino 100 mM PB

158,0 - - 40,0
(pH2), 20 % acto r., 50 uM ThT

5 mg/mL insulino 100 mM PB
138,0 20,0 - 40,0 (pH2), 100 mM NacCl, 20 %
actor., 50 uM ThT

Meéginiai iSpilstomi | mégintuvélius po 20 pL, reakcija atlieckama 4 skirtingose temperatiirose:

55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C.

2.3.6.2 Aktyvacijos energijos priklausomybés nuo baltymo koncentracijos tyrimams

Norint nustatyti energetinio barjero priklausomybe nuo baltymo koncentracijos, paruoSiami 5
skirtingi reakcijos miSiniai. 5 mg insulino iStirpinama 500 pL 100 mM PB (pH2). Gautas 10 mg/mL
baltymo tirpalas skiedziamas iki reikiamos koncentracijos, pridedama ThT ir homogenizuotos

s¢klos, kaip nurodyta 6 lenteléje.
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6 lentelé. Reakcijos miSiniy ruosimas energetinio barjero priklausomybés nuo baltymo koncentracijos tyrimams.

10 mg/mL, 5mM ThT, SékKla,
PB, nL Gaunamas reakcijos miSinys
pL pL pL
56.0 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 uM ThT,
' 0,1mg/mL séklos
4 mg/mL insulino 100 mM PB( pH2), 50 uM ThT,
80,0 18,0
0,1mg/mL séklos
3 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 uM ThT,
60,0 38,0 2,0 100,0
0,1mg/mL séklos
2,5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 uM ThT,
50,0 48,0
0,1mg/mL séklos
2 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50 uM ThT,
40,0 58,0
0,1mg/mL séklos

Taip paruosti méginiai iSpilstomi ] mégintuvélius po 20 pL, reakcija atliekama 5 skirtingose

temperatiirose: 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C.

2.3.6.3 Séjimo skirtingomis sqlygomis tyrimams

Agregacijos priklausomybeés nuo saglygy tyrimams paruoSiami 9 skirtingi reakcijos miSiniai.

Tam pagaminta s¢kla (2.3.2.2. skyrius) maiSoma su monomero tirpalu, kaip nurodyta 7 lentel¢je.

7 lentelé. Reakcijos misiniy ruo§imas agregacijos priklausomybés nuo sglygy tyrimams.

Insulinas, PB, 1M EtOH, Actor., 5mM Sékla,
Gaunamas reakcijos misinys
mg pL NaCl, pL. pL pL ThT, pL pL
98.0 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 50
’ uM ThT ir 0,1mg/mL séklos

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 100
78,0 20,0 - -

mM NaCl, 50 uM ThT, 0,1mg/mL séklos

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 %
58,0 - 40,0 -

EtOH, 50 uM ThT, 0,1mg/mL s¢klos
5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 100
1,0 2,0 100,0
38,0 20,0 40,0 - mM NacCl, 20 % EtOH, 50 uM ThT,
0,1mg/mL séklos

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 20 %

58,0 - - 40,0
acto r., 50 uM ThT, 0,1mg/mL séklos

5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2), 100

38,0 20,0 - 40,0 mM NacCl, 20 % acto r., 50 uM ThT,
0,1mg/mL séklos
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Paruosti méginiai iSpilstomi | mégintuvélius po 20 ul, reakcija atlieckama 5 skirtingose

temperatiirose: 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C.
2.3.7. Duomeny analizé

2.3.7.1 Spontaniné agregacija

Amiloidiniy fibriliy spontaniné formavimosi kinetika gali biiti apibudinta kaip sigmoidiné
kreivé, kuri susideda i$ lag fazés, véliau augimo fazés ir pusiausvyros nusistovéjimo fazés (5 pav.)
(Nielsen et al. 2001). Dél paprastumo lyginant jvairiy inkubavimo sglygy poveikj fibriliy
susidarymui, ThT fluorescencija uzrasoma kaip laiko funkcija, o spontaninés agregacijos
eksperimenty duomenys yra normalizuojami. Normalizavimui, kiekvienas kreivés taskas

perskaiciuojamas pagal lygti:

I_Imin
Liorm = —————, (l)

Imax_lmin

kur lporm yra ThT fluorescencijos normalizuota reikSmé, | — ThT fluorescencija, Inin —
maziausia ThT fluorescencijos reik§mé kreivéje, Inax — didziausia ThT fluorescencijos reikSmé
kreivéje.

Tuomet duomenys gluodinami sigmoidine kreive, kurig apraso lygtis:
Yr +mex
— =5 (2)
1+e 7!
kur Y yra fluorescencijos intensyvumas, x — laikas ir xo yra laikas, kai pasiekiama 50 %

Y:yi+mix+

maksimalaus fluorescencijos intensyvumo.

Fibriliy augimo greicio konstanta apskai¢iuojama kaip //z (Nielsen et al. 2001).
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ThT fluorescencija

Y, +mpx

Y=y, +mx+

i r
X%

Y tmx l+e *

X

a

Lag laikas = x, - 27

t, min

5 pav. Schematiné ThT fluorescencijos augimo kreivé, atspindinti insulino amiloidiniy fibriliy spontaninj susidaryma

(pritaikyta i§ Nielsen et al. 2001).

2.3.7.2 Fibriliy stabilumas

Nustatingjant  fibriliy stabilumo priklausomybe nuo denatiiranto kiekio, gaunami
fluorescencijos intensyvumo spektrai nuo 480 nm iki 520 nm. Nubraizoma fluorescencijos
intensyvumo ties 482 nm priklausomybé nuo denattiranto koncentracijos, kreivés normalizuojamos.

Kiekvienas kreivés taskas perskai¢iuojamas pagal (1) lygt;.

2.3.7.3 FT-IR spektrai

IS gauty fibriliy FT-IR spektry atimami oro ir D,O spektrai, tuomet apskai¢iuojama antra

iSvestiné su 17 gluodinimo tasky.

2.3.7.4 Fibriliy ilgéjimas
Eksperimenty  fluorescencijos  kreivés normalizuojamos ir gluodinamos. Kreiviy
normalizavimui, kiekvienas kreivés taskas padalinamas i$ didziausios reikSmés kreivéje (Siuo atveju
didziausio ThT fluorescencijos intensyvumo). Darant prielaida, kad reakcija vyksta iki galo, o
fluorescencijos intensyvumas yra tiesiogiai proporcingas susidariusiy fibriliy kiekiui, naudojant
linijinj glodinima apskaiciuojamas greitis esant pusei pradinés monomero koncentracijos (6 pav.).

Tokiu atveju gluodinimo biidu gautos kreivés nuolinkio koeficiento ir baltymo suminés
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koncentracijos sandauga yra lygi reakcijos grei¢iui. Molinés greicio iSraiSkos gaunamos greitj

padauginus i§ molinés baltymo koncentracijos, o 5 mg/mL insulino atitinka 861 uM.

1,0 1

0,8

100
t, min

150

200

6 pav. Gluodinimo pavyzdys.

Ne visi termodinaminiai parametrai skai¢iuojami, deja darbo metu néra salygy fibriliy galy

koncentracijai nustatyti. Tad naudojantis temperatiiros priklausomybe nuo fibriniy elongacijos

greicio, apskai¢iuojamos procesy aktyvacijos energijos.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Spontaninés agregacijos tyrimas
Insulino monomero spontaninés agregacijos tyrimai buvo atlikti skirtingomis saglygomis 4

temperattrose (55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C). I§ 7 paveikslo matoma, kad tirpale esant etanolio ar acto

rugsties, fibrilizacija prasideda véliau, taciau | tokius monomero tirpalus pridéjus druskos, reakcija

prasideda Zymiai grei¢iau nei monomero tirpale be jokiy priedy.
1,04 gl’m" O
0,8- g &
2 | A O & o1
e e~ &
% 0.6 0 &
S O O & © 3
— V¥
= | 0o & 0 4
—~04 05 S
£ | O 9 S o 5
- toge & 6
N—r 0 2— \d : gg
’ & 9 &
i ’i g >
I
001 @&
T T I T I I T I
0 100 200 300 400
t, min

7 pav. Spontaninés agregacijos eksperimentiniai rezultatai, esant 65 °C temperatiirai. 5 mg/mL insulino tirpalas 100 mM
PB (pH2) 50 uM ThT: 1) be papildomy priedy, 2) su 100 mM NacCl, 3) su 20 % EtOH, 4) su 20 % EtOH ir 100 mM

NaCl, 5) su 20 % CH;COOH, 6) su 20 % CH;COOH ir 100 mM NacCl.

duomenis, nubraizyta logaritminio greicio

Naudojant apdorotus eksperimentinius
priklausomybé nuo atvirkstinés temperatiiros (Arrhenius koordinatés) bei apskaiCiuotos procesy

aktyvacijos energijos (8 pav.). Gautos reik§més néra labai tikslios, nes eksperimentiniai duomenys
i8sibarste ar turi paklaidas. Taip gali biiti tod¢l, jog prie 60 °C insulinas pradeda iSsivynioti, o tai gali

daryti jtaka tolimesniems procesams. Dél nezinomy priezasCiy 8 paveikslo 5 dalyje duomenys

nepatikimi, tad ir aktyvacijos energija neskai¢iuojama.
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8 pav. Spontaninés agregacijos grei¢iai Arrhenius koordinatése ir apskaiciuotos aktyvacijos energijos. 5 mg/mL insulino
100 mM PB (pH2) 50 uM ThT: 1) be papildomy priedy, 2) su 100 mM NaCl, 3) su 20 % EtOH, 4) su 20 % EtOH ir 100
mM NacCl, 5) su 20 % CH3;COOH, 6) su 20 % CH3COOH ir 100 mM NacCl.

Didziausias energijos kiekis reakcijai inicijuoti reikalingas insulino tirpalui be papildomy
priedy ar su 100 mM NaCl. Kitomis salygomis reikalingas Zymiai maZesnis energijos kiekis. Taip
gali biiti d¢l to, jog esant 20 % EtOH ar acto riigsties, insulinas yra linkes biiti monomero formoje.

Naudojant elektroninj mikroskopa buvo jsitikinta, kad tikrai susidaro amiloidinés fibrilés.

Gauti insulino agregaty vaizdai (9 pav.).
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9 pav. Zmogaus insulino fibrilés 100 mM pH 2 fosfatiniame buferyje.

Paveiksle matoma, kad susidariusios fibrilés kartkartémis apsiveja viena kita ar sulimpa j

didesnius darinius, o jy ilgis varijuoja mazdaug nuo 0,5 pm iki 1 pm.

3.2. Amiloidiniy fibriliy stabilumo tyrimas

Atlikus denatiiracijos tyrimg pastebéta, kad fibrilés, pagamintos skirtingomis salygomis, yra
ne vienodai stabilios. I§ 10 paveikslo matoma, jog NaCl ir etanolis netur¢jo didelés jtakos ir fibrilés
termodinamiSkai panaSaus stabilumo, lyginant su amiloidiniais agregatais be priedy. Taciau gauti
duomenys rodo, jog fibrilés su 20 % acto rugsties bei druskos ir acto rgsties miSiniu yra daug
stabilesnés, nei paprastos fibrilés (11 pav.). I[domu tai, jog vienas etanolis neturéjo jtakos fibriliy
stabilumui, taciau fibrilés su etanolio ir druskos miSiniu pasiZymi panasiu stabilumu, kaip ir fibrilés

su acto riigsties ir druskos miSiniu.
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10 pav. Fibriliy stabilumo priklausomybé nuo denataranto kiekio. 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2): 1)be
papildomy priedy; 2) su 100 mM NaCl; 3) su 20 % EtOH.
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11 pav. Fibriliy stabilumo priklausomybé nuo denatiiranto kiekio. 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2): 1) be
papildomy priedy; 2) su 20 % CH;COOH; 3) su 100 mM NaCl ir 20 % EtOH; 4) su 100 mM NacCl ir 20 % CH;COOH

Gali biti, jog taip susidariusiy fibriliy stipresnis beta klos¢iy susipakavimas ar stipresnés

vandenilinés jungtys, dél to jos labiau atsparios denattrantui.
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3.3. FT-IR spektroskopijos tyrimas

Buvo uzrasyti fibriliy infraraudonieji spektrai (12 pav.). Amido /’ juosta, esanti tarp 1640 ir
1620 cm™, yra spektriné insulino amiloidiniy fibriliy charakteristika. Juostos forma ir pozicija

apibiidina skirtingy fibriliy beta klos¢iy struktiira, o juostos poslinkis | mazesniy reik§miy pus¢ rodo

stipresnius vandenilinius rySius (Dzwolak et al. 2004).
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12 pav. Insulino amiloidiniy fibriliy infraraudonieji spektrai. 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2): 1) be papildomy
priedy, 2) su 100 mM NacCl, 3) su 20 % EtOH, 4) su 20 % EtOH ir 100 mM NaCl, 5) su 20 % CH3COOH, 6) su 20 %
CH3COOH ir 100 mM NacCl.

IS paveikslo matoma, jog fibriliy su acto rtigstimi ir druskos bei acto riigSties/etanolio misiniu
spektrai yra Siek tiek pasislinke ] mazesniy reikSmiy puse, nei esant kitoms saglygoms (12 paveikslo

4, 5, 6 dalys). Tad galima teigti, jog Siy amiloidiniy fibriliy yra stipresni vandeniliniai ry$iai, bei



susidaro stabilesnés B klostés. Dél Sios priezasties buvo matomas didesnis fibriliy atsparumas
GuSCN, esant 20 % acto ragsties, 20 % acto rtgsties ir 100 mM NaCl bei 20 % etanolio ir 100 mM
NaCl tirpaluose.

3.4. Fibriliy ilgéjimo tyrimai

Homogenizavus suagregavus] baltyma, jis buvo dedamas j baltymo monomero tirpalg ir
stebimas agregacijos procesas. Kadangi §i reakcija tikrai vyksta, amiloidinés fibrilés gali biti
naudojamos kaip sékla. Toks fibriliy naudojimas yra daug tinkamesnis modelis procesams in vitro,
nei natyvy baltymg destabilizuojant, pavyzdziui, ilgg laikg Sildant, nes séjimas Zymiai sutrumpina
fibrilizacijos laikg bei eksperimentus galima atlikti Zemesnése temperattrose (13 pav.) (Dzwolak et
al. 2004).

T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
t, min

13 pav. Spontanings ir séklinés segregacijos palyginimas. 1) 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2) 50 uM ThT, esant 0,1
mg/mL séklos be papildomy priedy, 45 °C. 2) 5 mg/mL insulino 100 mM PB (pH2) 50 uM ThT, 65 °C.

Séjimo eksperimenty metu neuztenka laiko spontaninei agregacijai prasidéti. Be to, tokie

eksperimentai leidZia stebéti atskyra procesa — fibriliy ilgéjima.

3.4.1. Aktyvacijos energijos priklausomybés nuo baltymo koncentracijos tyrimas

Manoma, jog tirpale esant skirtingai baltymo koncentracijai, gali buti reikalingas ir skirtingas

energijos kiekis amiloidogenezei inicijuoti (Buell at al. 2010). Taciau eksperimentiniai duomenys
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rodo, jog nepriklausomai nuo baltymo koncentracijos, reakcija yra limituojama vienodo energetinio

barjero (14 pav.).

@ 5Smg/mL
5 4 ° -
monomero: |
® . Ea, J/mol
mg/mL
4 ®
° 5.0 137,04£0,6
-~ 4.0 139,1+ 0,3
= 34
= 3,0 141,8+ 0,4
2.5 1394+ 0,2
21 2,0 137.3+ 0,2
1

10k’

14 pav. Fibriliy ilgéjimo, esant skirtingai monomero koncentracijai, grei¢iai Arrhenius koordinatése ir apskaiéiuotos

aktyvacijos energijos.

Atsizvelgus | Siuos duomenis, tolesniem tyrimams buvo pasirinkta didZiausia baltymo

koncentracija, t. y., 5 mg/mL. Taip tikétasi maZzesniy eksperimentiniy paklaidy.

3.4.2. Fibriliy ilgéjimo skirtingomis salygomis tyrimas

Manoma, kad vykdant baltymo agregacija skirtingomis salygomis, galima gauti skirtingas
amiloidines fibriles (Siek tiek pakeista struktiira), kurios gali priversti ta patj baltyma agreguoti
skirtingomis kryptimis (Dzwolak et al. 2004). Tai yra, amiloidinés fibrilés gali ilgéti iSlaikydamos
savo forma, nors esamomis sglygomis monomeras virsty j kitokios formos fibriles.

Darbo metu buvo nusprgsta patikrinti, ar bus matomi fibriliy ilgéjimo termodinamikos
skirtumai, reakcijas vykdant su skirtingais monomero tirpalais, t. y., pridéjus skirtingy priedy, kaip
etanolis, druska ar acto ragstis. Buvo atlikti séjimo eksperimentai, sudarant 6 skirtingas sglygas

(15 pav.). Bandymai vyko 5 skirtingose temperatiirose (40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C).
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I§ paveikslo matoma, kad visais atvejais monomero tirpaluose su 20 % acto riigsties elongacija
vyksta daug léciau, nei kitomis salygomis, o druska labai paspartina fibriliy ilgéjima, net esant
monomero tirpale acto rigsties ar etanolio.

Naudojant apdorotus eksperimentinius duomenis nustatyti greiciai, kurie atidéti Arrhenius
koordinatése, apskaiciuotos aktyvacijos energijos (16 pav.). Aiskios koreliacijos nematoma. [vairs
priedai aktyvacijos energija sumazina. Reakcijos misinyje esant monomerui be priedy ir s¢klai be
priedy ar su 100 mM NaCl, gaunamos didziausios aktyvacijos energijos. Tai reiskia, kad Sioms
reakcijoms reikalingas didZiausias energijos kiekis elongacijai pradéti. Taiau reakcijos miSinyje
esant monomerui su 20 % acto rigsSties ir séklai be papildomy priedy, gaunama maziausia

aktyvacijos energijos reikSmé.
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16 pav. S¢jimo eksperimenty, esant skirtingomis salygomis, grei¢iai Arrhenius koordinatése. Monomero tirpalas
skirtingomis sglygomis: A) be papildomy priedy, B) su 10 mM NaCl, C) 20 % EtOH, D) su 20 % EtOH ir 100 mM
NaCl, E) su 20 % CH3COOQOH, F)su 20 % CH3;COOH ir 100 mM NacCl; sékla: 1) be papildomy priedy, 2) su 20 % EtOH,

3) su 20 % CH3;COOH.
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Palyginus spontaninés agregacijos eksperimenty ir fibriliy ilgéjimo eksperimenty duomenis
matoma, kad spontaninés agregacijos aktyvacijos energijos yra zymiai mazesnés. Kadangi
spontaniné¢ agregacija vykdoma auksStesnése temperatirose nei sékliné, procesas nereikalauja
papildomos energijos baltymo iSsivyniojimui. O seklinés agregacijos atveju, baltymas, pries
prisijungdamas prie fibrilés, turi prarasti savo natyvig struktiirg iSsivyniodamas. Todél procesas
reikalauja didesnio aktyvacijos energijos kiekio.

Spontaninés agregacijos metu daugiausiai laiko uzima nukleacijos procesas, kuomet fibriliy
ilgéjimas beveik neaptinkamas, ir apskaiciuotos aktyvacijos energijos tai gali atspindéti. Séklinés
agregacijos metu galima stebéti fibriliy ilgéjimo procesa, tai atspindi ir apskaiciuotos aktyvacijos
energijos. Be to, i§ gauty duomeny matyti, jog elongacijos procesas yra labiau priklausomas nuo

temperatiiros, elongacijos greitis stipriai kinta. Ko negalima matyti spontaninés agregacijos atveju.
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ISVADOS
Spontaninés agregacijos metu didZiausia aktyvacijos energija yra reikalinga susidaryti
fibriléms insulino tirpale be papildomy priedy (90,6 £+ 2,7 J/mol) bei su 100 mM NaCl
(100,5 £ 0,9 J/mol). Kitomis salygomis reikalingas zZymiai mazesnis energijos kiekis
(29,6 + 1,1 J/mol, 44,6 £ 1,8 J/mol, 67,2 + 2,4 J/mol).
Stabiliausios fibrilés formuojasi 20 % acto riigsties, 20 % acto rigsties ir 100 mM
NaCl bei 20 % etanolio ir 100 mM NacCl tirpaluose.
Fibriliy ilgéjimo reakcija nepriklauso nuo baltymo koncentracijos, o reakcijos
energetiniam barjerui jveikti reikalingas panaSus aktyvacijos energijos kiekis (apie
139 J/mol).
Fibriliy ilgéjimo reakcijos aktyvacijos energijg jvairtis priedai sumazina. Reakcijos
miSinyje esant monomerui be priedy ir séklai be priedy ar su 100 mM NacCl,
elongacijos procesui reikalingas didZiausias energijos kiekis (134,2 + 0,4 J/mol,
128,7 £ 0,7 J/mol). Maziausias energijos kiekis (61,1 + 0,5 J/mol) fibriliy ilgéjimui

reikalingas monomerui esant 20 % acto rugstyje su sékla be papildomy priedy

(Parasas)
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