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ǰVADAS 

 

Neteisingas baltymȎ susilankstymas ir agregacija vaidina didelǱ vaidmenǱ sukeldami rimtus 

ģmogaus sveikatos sutrikimus. NatyviŃ formŃ praradň baltymai yra lŃstelinio streso sukǟlǟjai.  

Jie gali turǟti aiġkiȎ citotoksiniȎ savybiȎ, yra atsakingi uģ disfunkcijas ir lŃsteliȎ 

nefunkcionalumŃ paģeistuose organuose. Baltymai,  formuojantys amiloidinius ɓ-klosļiȎ 

struktȊros agregatus, sukelia didelǱ stresŃ lŃstelǟse, aktyvuoja imunitetŃ ir veda link 

neurodegeneraciniȎ ligȎ. Alzhaimerio, Parkinsono ligos,  antro tipo diabetas ir daugelis maģiau 

ģinomȎ ligȎ siejamos su baltymȎ agregacija (Lyubchenko et al., 2006). 

 BaltymȎ agregacija sukelia nenormalias lŃstelines sŃveikas ir veda link ǱvairiȎ ligȎ. Taļiau 

mes maģai ģinome apie molekulinius mechanizmus, kurie lemia ġiuos procesus. Norint geriau 

suprasti ġiuos procesu reikia gilintis Ǳ agregatȎ susidarymŃ nulemianļius veiksnius, taip pat tȎ 

veiksniȎ daromŃ ǱtakŃ patiems agregatams. 

Ġio darbo metu buvo bandoma iġsiaiġkinti ar pH daro ǱtakŃ susidaranļiȎ insulino fibriliȎ 

antrinei struktȊrai bei kinetikai. Taip pat ar skirtingȎ struktȊrȎ amiloidinǟs fibrilǟs, veikdamos 

kaip sǟkla, iġlaiko savo formŃ nepalankiose aplinkos sŃlygose.  

 

Darbo tikslas ï iġtirti insulino amiloidiniȎ fibriliȎ struktȊrinius pokyļius skirtingame pH. 

 

Darbui keliami uģdaviniai: 

¶ Atlikti skirtinguose pH spontaniġkai susidariusiȎ insulino agregatȎ struktȊros tyrimus. 

¶ Nustatyti ar skirtingȎ struktȊrȎ fibrilǟs gali savireplikuotis naudodamos natyvȎ insulinŃ. 

¶ Stebǟti insulino amiloidiniȎ fibriliȎ susidarymo kinetikŃ skirtinguose pH. 
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1. LITERATȉROS APĢVALGA 

 

1.1. Amiloidai  

1854 metais mokslininkas Rudolfas Virchovas apraġydamas makroskopines audiniȎ 

anomalijas pastebǟjo, jog kai kurie lŃsteliniai dariniai nusǟda tarp lŃsteliȎ Ǳvairiuose audiniuose ir 

organuose. Mokslininkas panaudojo jodŃ daģyti makroskopines smegenȎ audiniȎ anomalijas ir 

pastebǟjo, jog ġie nusidaģo ġviesiai mǟlyna spalva, tokia pat, kaip ir krakmolas. Virchovas padarǟ 

iġvadŃ, kad pagrindinǟ medģiaga sukelianti anomalijas yra celiuliozinǟ ir pavadino amiloidais ( 

Lot. amylium). Tuo metu dar nebuvo aiġku, kaip celiuliozǟ ir krakmolas yra susijň su augalȎ ir 

gyvȊnȎ karalystǟmis. Todǟl buvo nesutariama ar amiloidus sudaranti medģiaga yra celiuliozǟ ar 

krakmolas (Sipe, Cohen, 2000).  

Tobulǟjant mikroskopijos bei biochemijos technologijoms mokslininkas Gleneris 1980 metais 

pademonstravo, kad amiloidai sudarytǱ iġ daug ɓ-klostiniȎ struktȊrȎ turinļiȎ baltymȎ. Terminai 

amiloidinǟs fibrilǟs bei ɓ-fibrozǟs tapo plaļiai ģinomos.  

1.2. ȷ - ɓ struktȊros 

Teisingas baltymo susilankstymas yra gyvybiġkai svarbus. Besilankstydamas baltymas yra 

priverstas paslǟpti hidrofobines ġonines grandines. Ġis hidrofobiniȎ grupiȎ paslǟpimas poliniu 

baltymo karkasu formuoja Ŭ-spiralň, didina baltymo tirpumŃ sudarydamas stipresnius ryġius su 

vandens molekulǟmis. Baltymo susilankstymas priklauso nuo amino rȊgġļiȎ ir nuo jȎ eiliġkumo 

polipeptidinǟje grandinǟje (Berg et al., 2002). Antrinǟs struktȊros Ŭ-spiralǟs formŃ iġlaiko 

vandeniliniai ryġiai, susidarantys tarp kas ketvirtos aminorȊgġties CO ir NH grupiȎ 

polipeptidinǟs grandinǟs viduje. Ġios formos kiekviena peptidinǟ grupǟ sudaro po du 

vandenilinius ryġius: vienŃ su ketvirtos prieġ jŃ sekoje esanļios aminorȊgġties peptidine grupe, o 

kitŃ - su ketvirtos po jos esanļios aminorȊgġties peptidine grupe. Taip susidarň ryġiai lygiagretȊs 

spiralǟs aġiai ir pakankamai stiprȊs. Spiralǟs viduje nǟra vandens. Tuo tarpu ɓ-klostinň struktȊrŃ 

stabilizuoja tarpmolekuliniai vandeniliniai ryġiai tarp dviejȎ arba daugiau grandiniȎ (fibriliniuose 

baltymuose), arba vidumolekuliniai vandeniliniai ryġiai tarp skirtingȎ vienos grandinǟs sriļiȎ 

(globuliniuose baltymuose). Abiem atvejais peptidinǟ grandinǟ iġtempta (Mildaģienǟ et al., 

1999). 

. 
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Pav. 1.1  Antrinǟ baltymo struktȊra Ŭ-spiralǟ ir ɓ-klostǟ. Peptidine grandinǟ pavaizduota amino rȊgġļiȎ 

seka, o stabilizuojantys vandeniliniai ryġiai taġkeliais. 

 

Ġie antrinǟs struktȊros vienetai leidģia susiformuoti aukġtesniȎjȎ struktȊrȎ vienetams: 

ɓ-kolstǟms, ɓŬɓ vienetams, ɓ-segtukams ir Ŭ-spiralǟs pluoġtams. Amiloidinǟs fibrilǟs yra 

sudarytos daugiausiai iġ ɓ-klosļiȎ.  

Neteisingas baltymo susilankstymas ar agregacija daģniausiai yra antrinǟs struktȊros 

pasikeitimas Ǳ ɓ-klostinň struktȊrŃ  (Soto, 1999). Jei baltymas susilanksto netinkamai ar Ǳgyja 

neteisingŃ struktȊrŃ jis negali atlikti savo funkcijos. Taigi baltymo susilankstymas ir natyvios 

formos iġlaikymas yra svarbus gyvybǟs palaikyme. 

Natyvios formos praradimas gali bȊti Ǳtakotas genetiniȎ veiksniȎ, ar spontaniniȎ pasireiġkimȎ, 

kuriems daro Ǳtaka netinkama aplinka. Netinkamas pH, stipri joninǟ jǟga, metalȎ jonai, laisvieji 

radikalai, oksidacinis stresas ir t.t. daro ǱtakŃ baltymo konformacijos pokyļiams. Taip pat, kaip ir 

prioniniȎ ligȎ atvǟju, nenatyvios ɓ-klostinǟs struktȊros baltymai gali sukelti ligŃ (Soto, 1999). 

1.3. Amiloidinǟs ligos 

Amiloidozǟ yra didelǟ gana retȎ ligȎ grupǟ, kurioms visoms bȊdingas nenormalaus, netirpaus 

baltymo ï amiloido susikaupimas. Ġis sutrikimas gali bȊti Ǳgytas, paveldǟtas ar  susijňs su 

amģiumi. Baltymai, kurie paprastai yra tirpȊs, pakeiļia struktȊrŃ ir formuoja netirpius 

baltyminius agregatus ï fibriles. Nepaisant to, kad amiloidinǟs fibriles formuoja gana skirtingi 

baltymai, taļiau ǱvairiȎ baltymȎ agregatai pasiģymi tokiomis pat molekulinǟmis savybǟmis 

(Xing, Higuchi, 2002). 

Ġiuo metu ģinoma daugiau nei 30 ģmogaus ligȎ, kurias sukelia amiloidinǟs sankaupos. Jas 

galima suskirstyti Ǳ tris pagrindines grupes: neurodegeneracinǟs, ne neuropatinǟs sisteminǟs 
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amiloidozǟs ir ne neuropatinǟs lokalizuotos ligos. Lentelǟje 1 pateikta dalis ligȎ, jas sukeliantys 

baltymȎ pavadinimai, bei baltymo ilgis. 

1 lentelǟ. Ģmogaus ligȎ, susijusiȎ su amilodȎ formavimusi, sŃraġas  (Chiti, Dobson, 2006). 

Liga Agreguojantys baltymai ar peptidai AminorȊgġļiȎ skaiļius 

Neurodegeneracinǟs ligos 

Alzheimerio liga Amiloido ɓ peptidas 40ï42 

Spongiforminǟ encefalopatija Priono baltymas arba jo 

fragmenta 

253 

Parkinsono liga Ŭ -Sinukleinas 140 

Demensija su Lewy kȊneliais Ŭ -Sinukleinas 140 

Frontotemporalinǟ demensija su 

parkinsonizmu 

Tau 352ï441 

Amiotrofinǟ lateralinǟ sklerozǟ Superoksido dismutazǟ 1 153 

Hantingtono liga Hantingtinas su poliglutaminȎ seka 3144 

ir kitos. 

Ne neuropatinǟs sisteminǟs amiloidozǟs 

  AL amiloidozǟ Imunoglobulino lengvosios grandinǟs ar 

fragmentai 

~90 

  AA amiloidozǟ Serumo amiloido A baltymo fragmentai 76ï104 

  Ġeiminǟ Vidurģemio jȊros 

karġtligǟ 

Serumo amiloido A baltymo fragmentai 76ï104 

  Senatvinǟ sisteminǟ amiloidozǟ Laukinio tipo transtiretinas 127 

  Ġeiminǟ amiloidotinǟ 

polineuropatija 

Transtiretino mutantai 127 

  SuomiȎ paveldima amiloidozǟ Gelsolino mutantȎ fragmentai 71 

ir kitos. 

Ne neuropatinǟs lokalizuotos ligos 

  II tipo diabetas Amilinas 37 

  Skydliaukǟs modulinǟ karcinoma Kalcitoninas 32 

  Prieġirdģio amiloidozǟ Prieġirdģio natriuretinis 

faktorius 

28 

  Paveldima cerebralinǟ hemoragija 

su amiloidoze 

Amiloido ɓ peptido mutantai 40ï42 

  Hipofizǟs prolaktinoma Prolaktinas 199 

  Ragenos amiloidozǟ susieta su 

trichiaze 

Laktoferinas 692 

  Katarakta ɔ kristalinai Varijuojantis 

ir kitos. 
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1.4. Insulinas kaip modelinis baltymas 

Insulinas yra maģas hormoninis baltymas, kuris yra labai svarbus gliukozǟs metabolizmo 

kontrolǟje. Pirminň insulino struktȊra sudaro dvi grandinǟs. A grandinǟ, kuri susideda iġ 21 

amino rȊgġties, ir B grandinǟ, kuri susideda iġ 30 amino rȊgġļiȎ. Ġios dvi grandinǟs yra 

sujungtos disulfidiniais tilteliais A7-B7  ir A20-B19. Taip pat A grandinǟ turi vidinǱ disulfidinǱ 

tiltelǱ A7-A11. 

 

Pav. 1.2  Pirminǟ insulino struktȊra. Pavaizduotos A ir B grandinǟs, disulfidiniai tilteliai. H ir D 

raidǟmis paģymǟtos amino rȊgġtys dalyvaujanļios dimerȎ ir heksamerȎ sudaryme. 

 

 A grandinǟs erdvinň struktȊrŃ sudaro dvi, viena kitai prieġingos, Ŭ-spiralǟs  A2-A8 ir A13-

A20, kurios sujungtos prailginta poli peptidine grandine. B grandinǟs konformacijŃ sudaro du 

laisvi polipeptidinǟs grandinǟs galai, kurie viduryje sujungti Ŭ-spirale B9-B19.(Smith et al., 

1984).  

 

 

Pav. 1.3 Natyvaus insulino erdvinǟ struktȊra. A grandinǟs Ŭ-spiralǟs paģymǟtos raudonai. B grandinǟs 

Ŭ-spiralǟ paģymǟta mǟlynai. Disulfidiniai tilteliai ï oranģiniai. 
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Tirpale insulinas gali bȊti miġinys monomerȎ, dimerȎ, tetramerȎ ir heksamerȎ. Viskas 

priklauso nuo insulino koncentracijos, pH, metalo jonȎ, joninǟs jǟgos ir tirpiklio sudǟties. 

Fiziologiġkai dominuojanti insulino saugojimo forma yra cinko jonȎ koordinuotas heksameras, 

sudarytas iġ trijȎ dimerȎ ir stabilizuotas dviejȎ ar trijȎ cinko jonȎ (Nielsen et al., 2001). 

Insulinas, kaip amilodiniȎ fibriliȎ formavimosi modelinis baltymas, yra naudojamas dǟl jo 

sŃlyginai maģos kainos ir sugebǟjimo formuoti amiloidinius agregatus. Tiek atskira A grandinǟ 

tiek atskira B grandinǟ gali formuoti fibriles. Taip pat A arba B grandinǟs  agregatai gali veikti 

kaip sǟklos ir aktyvinti  pilno insulino baltymo fibriliȎ formavimŃsi. Manoma, jog pagrindiniai 

baltymo agregacijos centrai, atsakingi uģ fibriliȎ formavimŃsǱ, yra A grandinǟje (A13-A18) ir B 

grandinǟje (B12-B17). Taip pat ġie ġeġiȎ amino rȊgġļiȎ insulino fragmentai, LYQLEN ( A 

grandinǟ 13-18 a.r.) ir VEALYL ( B grandinǟs 12-17 a.r. ), gali formuoti fibriles atskirai 

(Ivanova et al., 2009). 

1.5. FibriliȎ charakteristikos ir  formavimasis 

Amiloidinǟs fibrilǟs paprastai bȊna tiesios grandinǟs, sudarytos iġ gijȎ, kurios susisuka aplink 

savo aġǱ. FibriliȎ storis siekia 2-20 nm, o ilgis gali siekti keletŃ mikronȎ. Aplinkos sŃlygos ir 

amino rȊgġļiȎ ġoniniȎ grandiniȎ savybǟs lemia polinkǱ Ǳ fibriliniȎ skaidulȎ formavimŃsi. 

Manoma jog pagrindinǟ jǟga, kuri sukelia baltymȎ agregacijŃ, yra natyvios formos 

destabilizacija. Ġis pirmasis konformacinis baltymo pasikeitimas yra vadinamas ĂmonomerȎ 

formavimasisñ. Ġie prieġbranduoliniai monomerai jungiasi ir formuoja branduolius. Susiformavň 

branduoliai pradeda augti, vyksta pirminis augimas, kurio metu fibriliȎ formavimosi greitis 

pradeda didǟti ir lag fazǟ yra pakeiļiama eksponentiniu augimu (Pav. 1.4). Visu eksponentinio 

augimo metu vyksta fibriliȎ ilgǟjimas ï elongacija. Pasibaigus ġiai fazei, tai yra pasibaigus 

baltymams, kurie gali dalyvauti elongacijoje, kinetinǟs kreivǟs augimas sustoja ir ji stabilizuojasi 

(Gillam, MacPhee, 2013). 

Ġio stochastinio proceso vyksmui didelň ǱtakŃ daro sǟklos buvimas. Sǟkla gali bȊti jau 

susiformavusi fibrilǟ ar jos dalis. Sǟklos efektyvumŃ lemiŃ ĂlaisvȎ galȎ skaiļiusñ tai yra - sǟkla, 

kuri buvo apdorota ultragarsu bus homogeniġkesnǟ ir turǟs daugiau pradģios taġkȎ, nuo kuriȎ 

galǟs vykti elongacija. Ġi sǟkla  sutrumpina lag fazǟs laikŃ ir didina agregacijos greitǱ. Didesnis 

sǟklos kiekis apie  10-5 % panaikina lag fazň ir procesas vyksta eksponentinǟje dalyje, o maģas 

sǟklos kiekis < 0.1 % gali inicijuoti proceso pradģiŃ net tokiose sŃlygose, kuriose paprastai 

agregacija nevyksta.  
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.  

Pav. 1.4 Sigmoidinis fibriliȎ formavimosi grafikas susidedantis iġ lag fazǟs, elongacijos ir 

stabilizacijos. Pagrindiniai ġios kreivǟs parametrai yra Ű50 ï tai laikas, kai agregacija pasiekia pusiaukelň, 

tiesǟs nuolinkio kampas arba agregacijos greitis ir lag fazǟs laikas (Gillam, MacPhee, 2013).  

1.6. AmiloidȎ tyrimȎ metodikos  

In vitro tyrimams paprastai yra naudojamas grynas baltymas ir gryni komponentai. 

AmiloidiniȎ skaidulȎ formavimasis gali bȊti apibȊdinamas dvejais aspektais: skaidulȎ struktȊros 

nustatymas (susiformavusiȎ fibriliȎ struktȊra) ir skaidulȎ formavimosi mechanizmas t. y. 

kinetinis proceso stebǟjimas (Nilsson, 2004). Ġiems parametrams stebǟti yra nemaģai skirtingȎ 

metodȎ. Taļiau apģvelgsiu tik tuos, kuriuos naudojau darbo metu. 

 

1.6.1. Infraraudonoji spektroskopija 

Infraraudonoji spektroskopija yra daģnai taikoma organiniȎ ir kai kuriȎ neorganiniȎ junginiȎ 

analizei. Taip pat taikoma ir baltymo struktȊros tyrimams. IR spektroskopija yra mǟginio 

matavimo metodas, kai stebima spinduliȎ intensyvumo absorbcija IR bangos ilgio diapazone. 

Infraraudonos ġviesos diapazonas prasideda nuo 7.8x10
-5

 cm. ir tňsiasi iki 3x10
-2

 cm. 

Elektromagnetinǟ spinduliuotǟ gali bȊti sugeriama tik tada, kai vibracinio suģadinimo metu 

pakinta molekulǟs dipolio momentas. Yra du molekulinǟs vibracijos tipai ï tempimo vibracija ir 

lenkimo vibracija. Ġios molekulinǟs vibracijos keiļia molekulǟs dipolio momentŃ, fotonai 

perduoda savo energijŃ ir  infraraudonoji spinduliuotǟ yra absorbuojama. 
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Jautriausias baltymo antrinǟs struktȊros spektrinis regionas yra amido I ryġys. Analizuojant 

1600ī1700 cm
ī1

 regionŃ matomas amido I ryġio virpesiȎ ruoģas, kurǱ sudaro daugiausia C=O 

vibracija (apytiksliai 80%), taip pat matoma N-H vibracija, taļiau ji sudaro maģiau nei 20%. Yra 

nustatyta, kad ġis amido I ruoģas glaudģiai koreliuoja su kiekvienu baltymo antrinǟs struktȊros 

elementu (Kong, Yu, 2007).   

Didelis jautrumas nedideliems molekulǟs geometriniams ir vandeniliniȎ ryġiȎ pasikeitimams, 

amido I regione, leidģia stebǟti baltymo antrinǟs struktȊros sudǟtǱ. Kiekvienas antrinǟs struktȊros 

elementas, dǟl unikalios molekulinǟs geometrijos ir skirtingai iġsidǟsļiusiȎ vandeniliniȎ ryġiȎ, 

sukelia ġiek tiek skirtingŃ C=O tempimo daģnǱ. BaltymȎ amido I spektro kontȊras susideda iġ 

persidengianļiȎ komponentȎ: Ŭ-spiraliȎ, ɓ-klosļiȎ ir atsitiktiniȎ struktȊrȎ juostȎ. 

Analizuojant baltymo struktȊras kaip tirpiklǱ teisingiau bȊtȎ naudoti H2O nei D2O. Taļiau H2O 

turi stipriŃ absorbcijŃ trijose spektro juostose. Viena spektro juosta 1645 cm
-1 

(H-O-H lenkimo) 

persidengia su amido I regionu. Ġis persidengimas 1600 ï 1700 cm
-1 
ribose trukdo stebǟti 

baltymo spektrinň sugertǱ amido I regione. Todǟl stebint amido I regionŃ daģniausiai yra 

naudojamas tirpiklis D2O  (Kong, Yu, 2007),  kurio spektrinǟs charakteristikos nepaslepia 

amido I regiono. 

Agreguojant insulinui, antrinǟs struktȊros amido I vibracijos ruoģas pasistumia iġ Ḑ1655 cm
ī1

 

pozicijos , tipiġkos baltymo Ŭ-spiralǟms, Ǳ Ḑ1627 cm
ī1

 (Pav. 1.6). Ġis regionas atitinkamai yra 

priskiriamas ɓ-klostǟm, kurios formuojasi susidarant amiloidiniams agregatams (Dzwolak et al., 

2004).  

 

Pav. 1.6 Sǟkla indukuoto jauļio insulino agregacija laike (24 h). FT-IR spektras rodo amido I ryġio 

struktȊrinǱ pokyti palaipsniui, kai baltymas iġ natyvios formos pereina Ǳ denatȊruotŃ susidarant fibrilǟms 

(Dzwolak et al., 2004). 
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1.6.2. ThT fluorescencija 

Benzotiazolo daģas Thioflavinas T (ThT) pirmŃ kartŃ buvo apraġytas 1959 metais. Ġis daģas 

buvo pradǟtas  plaļiai naudoti identifikuojant ir kiekybiġkai nustatant amiloidiniȎ fibriliȎ 

susidarymŃ tiek in vivo tiek ir in vitro. ThT daģas riġasi prie amiloidiniȎ sankaupȎ ir jo 

fluorescencija smarkiai iġauga. Emisija ties ~490 nm, o suģadinimas ~ 440 nm. bangos ilgio. 

Laisvas ThT daģas vandenyje rodo labai silpnŃ fluorescencijŃ su maģesniais emisijos ~ 440 nm. 

ir suģadinimo ~ 350 nm. bangos ilgiais (Hudson et al., 2009). 

 

Pav. 1.6  Mǟlyna spalva paģymǟta laisvo ThT daģo fluorecencija vandenyje. Violetine spalava 

paģymǟta daģo fluorescencija sŃveikaujant su amilodinǟm fibrilǟm. 

 

Nors ThT daģas yra vienas iġ labiausiai naudojamȎ amiloidiniȎ daģȎ, taļiau tikslus ġio daģo 

jungimosi mechanizmas nǟra aiġkus. Manoma, jog ThT molekulǟ veikia kaip Ămolekulinis 

rotoriusñ. Maģas energijos barjeras tirpale leidģia benzilaminui ir benzatiazolo ģiedui laisvai 

suktis apie C-C ryġǱ.  

 

Pav. 1.7 A Amiloidinio daģo Thioflavino T molekulinǟ struktȊra. B Optinis daģo vaizdas, kuriame 

benzatiazolo ir benzilamino grupǟs vaizduojamos skirtingose plokġtumose. Ġios molekulǟs grupǟs laisvai 

sukasi apie C-C ryġǱ. 
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Ġis sukimasis malġina fotonȎ suģadinimo galimybň, todǟl laisvo daģo fluorescencijos emisija 

maģa. Amiloidiniai baltymai sudaro chiralinň aplinkŃ daģui ir jǱ Ăuģrakinañ. Ġi chiralinǟ aplinka 

intensyvina daģo fluorescencijŃ bei daro ǱtakŃ suģadinimo ir emisijos bangȎ poslinkiui 

(Biancalana, Koide, 2012). 
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2. MEDĢIAGOS IR METODAI 

 

2.1. Naudoti reagentai 

¶ Carl Roth: sunkus vanduo (99,8 % D), trideuterio fosforo rȊgġtis D3PO4 , natrio 

deuterio oksidas NaOD. 

¶ Fisher Scientific: H3PO4, NaOH, HCl. 

¶ Sigma Aldrich: rekombinantinis ģmogaus insulinas, tioflavinas T.  

2.2. Naudota laboratorinǟ Ǳranga 

¶ Centrifuga ĂTechnico Maxiñ 

¶ FT-IR spektrometras ĂBruker Optics ALPHA FT-IRñ 

¶ pH metras ĂOrion DUAL STAR Meterñ 

¶ Realaus laiko PGR aparatas ĂQiagen Rotor-Gene Qñ 

¶ SȊkurinǟ maiġyklǟ ĂVELP SCIENTIFICA VORTEX MIXERñ 

¶ Svarstyklǟs:  ĂDenver Instrument TP-214ñ 

¶ Termomikseris ĂDITABIS MHR 23ñ 

¶ Ultragarsinis homogenizatorius ĂBandelin Sonopulsñ 

 

2.3. Metodai 

2.3.1. BuferiniȎ tirpalȎ ruoġimas 

Buferiniai tirpalai insulino agregacijai buvo ruoġiami sunkiame vandenyje (D2O) ir 

paprastame (H2O).  1 mL buferinio tirpalo buvo ruoġiamas Ǳpilant 800 µL vandens, 100  µL 1M 

fosfatinǟs rȊgġties. 1 M natrio ġarmo tirpalu kruopġļiai privedama reikiama buferinio tirpalo pH 

reikġmǟ. ǰpilamas reikiamas kiekis vandens, kad bendras tirpalo tȊris pasiektȎ 1mL. Pagamintas 

fosfatinis buferinis tirpalas (FB) yra 100mM koncentracijos. 

Sunkus fosfatinis buferinis tirpalas (SFB) buvo ruoġiamas taip pat, tik vietoj paprasto vandens, 

natrio ġarmo ir fosforo rȊgġties tirpalȎ buvo naudojamas sunkus vanduo, 1M natrio deuterio 

oksido ir 1M trideuterio fosforo rȊgġties tirpalai. 
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2.3.2. Insulino fibriliȎ gaminimas 

Insulino fibrilǟs ruoġiamos iġtirpinant 5.8 mg/mL insulino 100mM paprastame arba sunkiame 

fosfatiniame buferyje . Inkubuojama 24 valandas 60 ºC temperatȊroje purtant 200 aps/min 

greiļiu. Po inkubacijos susidaro tirġta amiloidiniȎ fibriliȎ suspensija.  

 

2.3.3. Sǟklos paruoġimas 

Insulino sǟkla ruoġiama  iġ 2.3.2 pagamintȎ insulino fibriliȎ. Sǟklos ruoġimas sunkiame ar 

paprastame vandenyje nesiskiria. 

Mǟginys su susidariusiais agregatais yra Ǳstatomas Ǳ ledo voniŃ ir ultragarsinamas 10 minuļiȎ 

(30s/30s ultragarsinimo/poilsio pulsais, 50% amplitude ir mǟginio galutinis gautas energijos 

kiekis ~5.6 kJ ) naudojant ĂBandelin Sonopulsñ ultragarso apartŃ su MS73 antgaliu. Ġis mǟginio 

apdorojimas padidinti fibriliȎ galȎ skaiļiȎ ir homogenizuoja suspensijŃ. 

 

2.3.4. Insulino fibriliȎ gamyba su sǟkla 

Mǟginys su sǟkla ruoġiamas pagal 3 lentelň paprastame (FB) ir sunkiame (SFB) fosfatiniame 

buferyje. Inkubacija vykdoma 37 ºC temperatȊroje 24 valandas. 

  

2 lentelǟ. Mǟginio, su skirtingomis sǟklos koncentracijomis, ruoġimas FB/SFB.  

Mǟginio sǟklos 

procentinǟ dalis % 

Insulinas 

mg. 

FB/SFB 

µL. 

Sǟkla 

µL. 

Galutinis miġinys 

0.1 5.8 999 1 Insulino + sǟklos koncentracija 1M, 

100mM paprastame/sunkiame 

fosfatiniame buferiniame tirpale 
10 5.2 900 100 

 

2.3.5. MǟginiȎ paruoġimas FT-IR spektroskopijai 

Insulinas suagregavňs SFB yra ultragarsinama 60 sekundģiȎ naudojant  50% amplitude ledo 

vonioje, gautas energijos kiekis ~1.12 kJ. 

Insulinas suagregavňs FB yra atplaunamas sunkiu vandeniu (SV). Mǟginys yra 

nucentrifuguojamas (20 min 14000 aps/min), nusiurbiamas supernatantas, suspenduojama 0.5 

mL SV. Taip pakartojame du kartus. TreļiŃ kartŃ suspenduojame 1 mL SV. Ultragarsinama 60 

sekundģiȎ naudojant  50% amplitude ledo vonioje. 

2.3.6. Insulino fibriliȎ susidarymo kinetikos mǟginiai 

Spontaninǟs insulino fibriliȎ susidarymo kinetikos tyrimo metu buvo paruoġiami mǟginai su 

5.8 mg/mL insulino , 100 µM ThT, 100mM fosfatiniame arba sunkiame fosfatiniame 
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buferiniame tirpale su skirtingomis pH/pH* reikġmǟmis. Spontaninǟ agregacija buvo vykdoma 

60 ºC temperatȊroje iki 24 valandȎ matuojant fluorescencijos intensyvumŃ.  

 

2.3.7. FT-IR spektro matavimai 

FT-IR spektroskopija stebima naudojant ĂALPHA FT-IRñ spektroskopŃ. Reakcijos mǟginys 

(30 µL ) uģneġamas ant  CaF2 matavimo celǟs su 0.05 mm. tarpine. Ġi celǟ 4000 ï 1200 cm
-1
 

ruoģe yra skaidri, todǟl absorbcija  uģraġoma ġiose ribose. FT-IR spektras nuskaitomas 256 

kartus ir iġvedamas spektro vidurkis. Spektro rezoliucija parenkama 2 cm
-1
. KiekvienŃ dienŃ 

paimami triukġmo (oro) ir sunkaus vandens spektrai, kurie naudojami apdorojant spektrinius 

duomenis. 

 

2.3.8. Agregacijos kinetikos matavymai. 

Agregacijos kinetika stebima naudojantis ĂQiagen Rotor-Gene Qñ realaus laiko PGR apartu. Ġio 

aparato specifinǟ technologija suteikia galimybň atlikti ne tik PGR reakcijas, bet ir realiu laiku stebǟti 

agregacijos tyrimus. Viso proceso metu palaikoma pastovi temperatȊra. Aparatas talpina 36 maģus (200 

µL) tȊrio mǟgintuvǟlius. Jie sudǟti Ǳ apvalȎ stovŃ kuris sukasi 400 aps/min greiļiu taip palaikydamas 

reakcijos miġinǱ mǟgintuvǟlio dugne, kur matuojama fluorescencija.  

Susidarant insulino amiloidinǟms fibrilǟms ThT daģas jungiasi prie agregato ir pradeda fluorescuoti. 

Fluorescencijos intensyvumas tiesiogiai priklauso nuo fibriliȎ susidarymo bei ThT daģo koncentracijos. 

Fluorescencija suģadinama  470 nm. bangos ilgio ġviesa, o emisija surenkama 510 nm.  

 

Pav. 2.1  ĂQiagen Rotor-Gene Qñ aparato sandara. Aparatas fiksuoja mǟgintuvǟliȎ fluorescencijŃ 

palaikant pastoviŃ temperatȊrŃ. 
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2.4. DuomenȎ apdorojimas  

2.4.9. FT-IR spektro duomenȎ apdorojimas 

Surinkti spektriniai yra apdorojami tam, kad bȊtȎ lengviau palyginti tarpusavyje. Spektriniai 

duomenys apdorojami GRAMS/AI 8 programa. Apdorojimas vykdomas ġiais etapais: 

1. Atimamas sunkaus vandens (D2O) spektras, kuris kiekvienŃ matavimo dienŃ paimamas iġ 

naujo. 

2. Atimamas tos dienos triukġmas. 

3. Atliekama bazinǟs linijos korekcija. Sukuriama bazinǟ linija 1700 - 1560 cm-1 ribose. 

Iġlyginama lygiagreļiai  x aġiai. 

4. Atliekama nulinǟ korekcija - bazinǟs linijos nuleidimas Ǳ nulinň y aġies reikġmň. 

5. Spektras normalizuojamas padalinant spektrŃ iġ 1700-1560 cm-1 spektro ploto tam, kad 

gauti spektrai bȊtȎ vienodo dydģio ir bȊtȎ galima nesunkiai palyginti. 

6. Atliekama antro laipsnio Sav Golay iġvestinǟ. 

 

2.4.10. KinetiniȎ duomenȎ apdorojimas 

Eksperimentiniai duomenys gauti ThT fluorescencijos metodu apdorojami Microsoft Excel ir 

Origin 8 programomis. AmiloidiniȎ fibriliȎ formavimosi kinetines kreives galima suskirstyti Ǳ 

dvi  grupes. Pirmoji ï spontaninǟ arba nedidelio sǟklos kiekio amiloidiniȎ fibriliȎ formavimosi 

kinetika, kai fibriliȎ susidarymo kreivǟ gali bȊti apraġoma sigmoidiniu modeliu. Antroji ï 

amiloidiniȎ fibriliȎ ilgǟjimo kinetika, kai fibriliȎ, susidarymo kreivǟ primena Michaelio-Menten 

modelǱ. 

AmiloidiniȎ fibriliȎ agregacijŃ, kuri vyksta spontaniġkai ar veikiant nedideliu sǟklos kiekiu, 

galima apraġyti sigmoidiniu modeliu (Pav. 2.2), kurǱ sudaro trys pagrindinǟs fazǟs. Pirmosios 

(lag) fazǟs metu natyvus baltymas pradeda prarasti savo formŃ ir yra destabilizuojamas, jis 

formuoja pirminius monomerus, kurie pradeda formuoti branduolius. Ġio proceso metu ThT 

fluorescencijos intensyvumas neauga, jis iġlieka minimalus. Antrosios (augimo) fazǟs metu 

vyksta eksponentinis augimas, pradeda ilgǟti branduoliai. Ġioje fazǟje ThT daģas riġasi su 

susidaranļiomis fibrilǟmis ir pradeda rodyti vis stipresnň fluorescencijŃ. Treļiosios  

(stabilizacijos) fazǟs metu pradeda trȊkti fibriles formuojanļiȎ monomerȎ, todǟl daģo 

fluorescencijos augimas sustoja ir stabilizuojasi. 
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Pav. 2.2 Insulino amiloidiniȎ fibrilȎ augimŃ atspindinti schema.  

 

Tam, kad duomenys bȊtȎ lengviau palyginami tarpusavyje, jie yra normalizuojami pagal 

formulň: 

ώ      (1) 

Kur, ynorm yra normalizuotas fluorescencijos intensyvumas, o ymin ï minimali fluorescencijos 

reikġmǟ ymax - maksimali fluorescencijos reikġmǟ. Taip normalizuoti duomenys pasiskirsto 0 ï 1 

ribose pagal fluorescencijos intensyvumŃ. 

Normalizuoti duomenys gluodinami Boltzmannóo sigmoide (Banerjee, Das, 2012), kuri 

apraġoma lygtimi 2. 

ὣ
Ⱦ

ὃ      (2) 

Lygties A1 reikġmǟ ï tai pradinǟ fluorescencija, A2 maksimali fluorescencija, Y fluorescencijos 

intensyvumas. Iġ ġios lygties galime iġskaiļiuoti kelis esminius parametrus, kurie svarbȊs 

duomenȎ analizavimu: x0 ï laiko tarpas, kai pasiekiama pusǟ fluorescencijos intensyvumo, lag ï 

lag fazǟs laikas. 
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3. REZULTATAI IR Jȍ APTARIMAS 

 

3.1.  Insulino agregacija sunkiame buferiniame tirpale 

Spontaninǟ insulino agregacija buvo atliekama skirtingose sunkaus fosfatinio buferinio tirpalo 

sŃlygose. Agregacija buvo vykdoma pH*1.6, pH* 1.7, pH* 1.8, pH* 1.9  ir 2 (kur, pH* ï 

pH-metro parodymai sunkiame fosfatiniame buferyje). Paveiksle 3.1 pateiktos 1700-1560 cm
-1 

ruoģo infraraudonojo spektro antro laipsnio iġvestinǟs. 1620 -1640 cm
-1 

ribose atvaizduojama 

amido Iô juostos smailǟ. 

 

Pav. 3.1  Antrinǟs iġvestinǟs FT-IR spektrai. Raudona linija ï fibrilǟs susidariusios pH* 2 aplinkoje, 

mǟlyna ï fibrilǟs susidariusios pH* 1.9, ruda ï fibrilǟs susidariusios pH* 1.8, ģalia ï fibrilǟs susidariusios 

pH* 1.7, violetinǟ ï fibrilǟs susidariusios pH* 1.6 aplinkoje. 

 

Iġ pateiktȎ duomenȎ matome, jog spektrai turi silpnŃ minimumŃ Ḑ1664 cm
-1
, taļiau agregatȎ 

susidariusiȎ pH* 1.6 aplinkoje (violetinǟ spalva)  pagrindinis spektro minimumas skiriasi nuo 

agregatȎ susidariusiȎ pH* 1.7 ar pH* 2 aplinkose. Fibrilǟs susidariusios pH* 1.6  pagrindinis 

spektro minimumas pasislinkňs Ǳ maģesniȎ reikġmiȎ pusň ï 1620 cm
-1 
. Taip pat ġis spektras turi 

silpnesnǱ minimumŃ prie Ḑ1629 cm
-1 
bangos skaiļiaus. Fibrilǟs susiformavusios pH* ruoģe 

[1.7 ï 2.0] skiriasi labai maģai, iġlaikydamos pagrindinǱ spektro minimumŃ ties Ḑ1629 cm
-1

.  
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Pav. 3.2 Absorbcijos FT-IR spektrȎ palyginimas. Paveiksle matomas amido Iô regionas, kur raudona 

spalva atspindi ï fibriles susiformavusias pH* 2 aplinkoje, violetinǟ  ï fibriles susiformavusias pH* 1.6 

aplinkoje.  

 

Fibrilǟs susidariusio pH* 2 absorbcinio spektro maksimumŃ rodo ties 1628 cm
-1 

bangos 

skaiļiaus. Fibrilǟs susidariusios pH* 1.6 absorbcinio spektro maksimumŃ rodo ties 1623 cm
-1

. 

Maģas pH* pokytis fibriliȎ susidarymo aplinkoje daro ǱtakŃ spektrȎ poslinkiui. Ġie spektro 

poslinkiai, amido Iô ruoģe, parodo, jog fibrilǟs susidariusios skirtingame pH* skirias savo 

struktȊra. Todǟl galima teigti, jog fibrilǟs susidariusios pH* 1.6 yra kitokio tipo, nei fibrilǟs 

susidariusio pH* 2 aplinkoje. 

3.2. Insulino agregacija skirtingame pH* su sǟkla. 

Amiloidinio agregato ï sǟklos buvimas fibriliȎ formavimosi aplinkoje keiļia jȎ susidarymo 

kinetikŃ. Sǟkla sutrumpina arba panaikina pirmŃjŃ fibriliȎ formavimosi stadijŃ (lag fazň), kurioje 

vyksta monomerȎ ir branduoliȎ formavimasis. Norint iġsiaiġkinti, ar sǟklos buvimas fibriliȎ 

formavimosi aplinkoje daro ǱtakŃ ir fibriliȎ struktȊrai, buvo atliekama insulino agregacija 

skirtingose pH* sŃlygose su skirtingais sǟklos tipais. 

Insulino agregacija su sǟkla, buvo atliekam su dviejȎ tipȎ sǟklomis ï spontaniġkai 

suagregavusiomis pH* 1.6 ir pH* 2 sunkaus fosfatinio buferio aplinkose.  Agregatai susidarň 

pH* 1.6 buvo ultragarsinami ir skirtingu kiekiu (0.1 ar 10 %) buvo dedami Ǳ  pH* 1.6 ir pH* 2 

insulino tirpalus. Taip pat ir agregatai susidarň pH* 2 aplinkoje buvo ultragarsinami ir skirtingu 

kiekiu (0.1 ar 10 %) buvo dedami Ǳ  pH* 1.6 ir pH* 2 insulino tirpalus. 



27 

 

 

Pav. 3.3 Antrinǟs iġvestinǟs FT-IR spektrai. Raudona linija ï fibrilǟs susidariusios pH* 1.6  aplinkoje, 

kurios panaudotos kaip sǟkla. Ruda spalva ï fibrilǟs susidariusios pH* 1.6 aplinkoje su 10 % pH* 1.6 

sǟkla, ģalia ï fibrilǟs susidariusios pH* 2 aplinkoje su 0.1 % pH* 1.6 sǟkla, mǟlyna ï fibrilǟs 

susidariusios pH* 2 aplinkoje su 10 % pH* 1.6 sǟkla. 

  

Iġ paveikslo 3.3 matome, jog fibrilǟs susiformavusios skirtingose pH* sŃlygose ir veikiant 

skirtingu sǟklos kiekiu, iġlaiko labai panaġiŃ struktȊrŃ kaip ir pH* 1.6 sǟkla.  Pagrindinis spektro 

antrinǟs iġvestinǟs minimumas iġlaikomas Ḑ1620 cm
-1

, o silpnesnis minimumas, nors ir 

minimaliai skiriasi nuo sǟklos, taļiau iġlaikoma panaġiose 1632 ï 1630 cm
-1 

ribose. 

 

Pav. 3.4 Antrinǟs iġvestinǟs FT-IR spektrai. Raudona linija ï fibrilǟs susidariusios pH* 2 aplinkoje, 

kurios panaudotos kaip sǟkla. Mǟlyna spalva ï fibrilǟs susidariusios pH* 2 aplinkoje su 10 % pH* 2 

sǟkla, ģalia ï fibrilǟs susidariusios pH* 1.6 aplinkoje su 0.1 % pH* 2 sǟkla, ruda ï fibrilǟs susidariusios 

pH* 1.6 aplinkoje su 10 % pH* 2 sǟkla. 
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Iġ paveikslo 3.4 pateiktȎ duomenȎ matome, jog ir fibrilǟs susiformavusios mǟginyje esant  

pH*2 sǟklai, skirtingose pH* sŃlygose, iġlaiko panaġiŃ struktȊrŃ Ǳ sǟklos. Pagrindinis spektro 

minimumas iġlaikomas Ḑ1628 cm
-1
. Taigi galime teigti, jog  fibriliȎ struktȊros formavimuisi, 

sunkiame vandenyje, didesnň ǱtakŃ daro ne aplinkos pH* sŃlygos, o mǟginyje esanļios sǟklos 

tipas. 

3.3. Insulino agregacija fosfatiniame buferiniame tirpale  

Spontanine insulino agregacija fosfatiniame buferyje buvo atliekama skirtingose pH sŃlygose.  

Agregacija buvo vykdoma pH 1.6, pH 2 ir pH 2.4 buferiniuose tirpaluose. 

Paveiksle 3.5 matoma, jog mǟginai paruoġti fosfatiniame buferiniame tirpale turi silpnŃ bendrŃ 

minimumŃ  Ḑ1672 cm
-1

 ir Ḑ1660 cm
-1 
bangos skaiļiaus. Taļiau pagrindiniai spektro minimumai 

skiriasi. Spektras paimtas iġ fibriliȎ suagregavusiȎ pH 2.4 aplinkoje pagrindinis spektro 

minimumas skiriasi nuo fibrilȎ suagregavusiȎ pH 2 ar pH 1.6 aplinkose. Fibrilǟs susidariusios 

pH 2 pagrindinǱ spektro minimumŃ rodo ties Ḑ1628 cm
-1
, o fibrilǟs susidariusios pH 2.4  [1620 -

1640] cm
-1 

ribose, turi du minimumus. Pagrindinis ties 1625 cm
-1

, o silpnesnis ties 1635 cm
-1
.  

pH 2 ir pH 2.4 aplinkose susidariusios fibriǟs amido I/Iô smailǟs regione rodo skirtingus spektrus. 

Todǟl galima teigti, jog fibrilǟs susidariusios pH 2 yra kitokio tipo, nei fibrilǟs susidariusio pH 

2.4 aplinkoje. 

 

 Pav. 3.5 Antrinǟs iġvestinǟs FT-IR spektrai. Raudona linija ï fibrilǟs susidariusios pH 2.4 aplinkoje, 

ģalia ï fibrilǟs susidariusios pH 2, violetinǟ ï fibrilǟs susidariusios pH 1.6 aplinkoje. 

 

Remiantis 2010 m. mokslininko Kurouskio atliktais tyrimais, fibrilǟs susidaranļios 

skirtingame pH skiriasi savo supermolekuliniu chiraliġkumu. Ġiuose tyrimuose buvo stebima 

susidariusiȎ fibriliȎ, pH ribose [1.3 ï 3.1], IR spektroskopija ir ģiedinis dichroizmas. Buvo 
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pastebǟta, jog fibrilǟs susidariusios pH 2.4 ir aukġļiau  rodo normalȎ chiraliġkumŃ, kai fibrilǟs 

susidariusios pH 2.1 ir ģemiau rodo prieġingŃ chiraliġkumŃ. Viso eksperimentinio pH ribose IR 

spektro pokyļiȎ nebuvo pastebǟta (Kurouski et al., 2010), taļiau  eksperimentuose buvo 

naudojama didesnǟ 60 mg/mL insulino koncentracija, lyginant su 5.8 mg/mL naudota mano 

darbe.  

Lyginant fibriles susidariusias D2O ir H2O pastebimas pH neatitikimas. D2O tirpiklyje 

susidariusios fibrilǟs skiriasi savo struktȊra tarp pH* 1.6 ir 2, o H2O tirpiklyje susidariusios 

fibriles rodo skirtingus tipus pH 2 ir 2.4. Esant vienodai D
+ 

ir H
+
 koncentracijai, pH-metro 

stiklinis elektrodas, rodo 0.4 pH vienetais ģemiau D2O tirpiklyje negu H2O (Glasoe, Long, 

1960). Ġis skirtumas atsiranda dǟl stiklo elektrodo charakteristikȎ. ǰdomu tai, kad baltymo pKa 

poslinkis sunkiame vandenyje kompensuoja stiklo elektrodo paklaidŃ, tad esant vienodiems pH-

metro parodymams baltymo jonizacija tiek D2O, tiek H2O tirpaluose turǟtȎ bȊti vienoda (Bundi, 

Wüthrich, 1979). Kadangi insulino agregacijos atveju atsiranda 0.4 skirtumas tarp D2O ir H2O, 

galima manyti, kad skirtingȎ amiloidiniȎ fibriliȎ struktȊrȎ susidarymui svarbi ne baltymo 

jonizacija, bet aplinkos pH. 

3.4. Insulino agregacija skirtingame pH su sǟkla. 

Insulino agregacija su sǟkla, buvo atliekam su dviejȎ tipȎ sǟklomis ï spontaniġkai 

suagregavusiomis pH 2 ir pH 2.4 fosfatinio buferinio tirpalo aplinkose. Agregatai susidarň pH 2 

buvo ultragarsinami ir skirtingu kiekiu (0.1 ar 10 %) buvo dedami Ǳ  pH 2 ir pH 2.4 insulino 

tirpalus. Taip pat ir agregatai susidarň pH 2.4 aplinkoje buvo ultragarsinami ir skirtingu kiekiu 

(0.1 ar 10 %) buvo dedami Ǳ pH 2 ir pH 2.4 insulino tirpalus. 

 

Pav. 3.6 Antrinǟs iġvestinǟs FT-IR spektrai. Raudona linija ï fibrilǟs susidariusios pH 2 aplinkoje, 

kurios panaudotos kaip sǟkla. Violetinǟ spalva ï fibrilǟs susidariusios pH 2 aplinkoje su 0.1 % pH 2 












