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i VADAS

Neteisingasb al t y mO s u B agregacije saidjpahiad e | DZ vai dmenDZ s
gmogaus svei kMatogvisNitfrokmkupraradi baltyma
Jie gali tur &t i ai gki O citotoksini O savy
nefunkcimpaddiusnNuos e o0 r,g donmuojatys . amild@diniust bykmaois | i ¢
struktTrtouss, agsruekgeal i a di del DZ stresN | Nstel
neurodegener aci o Pdkinsonodigdsa nAlrzoh atiinpeor idi abet as

giomO O isgi esjua nboasl t y m@yubchenk® gtalg 2006a

Bal t ymO agregacija sukel iiar neada mai nls D& &li
mes magai ginome api e korelemkduilu ons umsr arceecshuasn.i
suprast.i giuos procesu reikia gilintis DZ a

vei ksni O daromN DZakN patiems agregat ams.

Gio darbobmedombébuvgsiai gkinti ar pH id@r o
antrinei struktirai bei kineti kai . Tai p pa
kaip séakla, iglaiko savo formN nepal ankiose
Darbo tikslasi i gt i r t i i nsulino amiloidini OpH i bril
Darbui keliami ugdaviniai

f Atiktiski rti nguose pH spontagmriegkaiO ssu siudkarlir
 Nustatytar skirtingOgaltirukavirdegliibkudthiss nau
T Stebati insulino amiol &i dienii & Nf istkr ir It ii @ gsiu
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1.LI TERATT ROS APGVALGA

1.1. Amiloidai

1854 metais mokslininkas Ruddbs Virchovas apr agy daknases kmpi nes
anomal i jas paset el bNBsjdaeniair noisgd ickea it BAup i t Nebse ki &u
organuoseMo ksl i ni nkas pamakdojs&opodBs damgygiarnO
pastebajo, jog ¢gie nusi phtakaipikgkmblasyi ac hmahy np
i gvadN, kad pagrindiamad maéddiaagyraulcel i ant o
Lot. amylium) Tuo met u d arkaipedluiviplkrekomatpyras ussiy fnaugal (
gyvinO kiaT adbhi hedutariamar ami |l oi dus sudaranti r
krakmolag(Sipe, Cohen, 2000)

Tobul ajant mikroskopijos bei b Glemerisl @8 mdais st
pademonstravo, kad amiloidau d ar y t BKos i miaQ gs t r bakymd Feindi u r i
amil oi di hatibrdziatsapd apl al i ai ¢gi nomos.

120 -b struktiros

Teisingas baltymo susi | anks tkgtydamsas baltyrmas yay v y
privest as pasl apti hi drofobines gonines grand
baltymo karkasu formuojé}s pi r al f, didina baltymo tirpuml
vandens molekul @&mi s.r Blallaysno swei daminkset ymg§
pol i pepti di nBejget ay,r2e08)dnh &dj eds Uspi vkl Bsosf or n

vandeniliniai rygiai, susidarantys tarp |
polipeptidinas grandi nas viduj e. Gi os for
vandenilinius rygius: esaesNamunketgpgttes pe

ki4sNi ketvirtos po | peptidieesgupel iToasi pa nsiunsd rdlag git ir

spiralas agi ai ir pakankamai stblplrdsti Bpist
stabilizuoja tarpmolek | i ni ai vandeniliniai rygi ai tarp
bal tymuose), arba vidumol ekuliniai vandeni

(globuliniuose baltymuose). Abiem ataej s pepti di na (gvri d ddaigr & na ¢
1999)

11
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Pav.11Antri n& balUlsypnor asitdosikrél grepdi ddnpavai zduot
seka, o stabilizuojantys vandeniliniai rygiai t

Gie antrin&semdtraikt i eos gkgt essunsiiGjod meot uk

bkol st BB, vi e nsegiukams rtUspi r al &s Apili bt @g tda msias  f |

sudaryt os dkalugslaiu@.i ai i ¢ b

Netei singas bal t ymo susil ankstymas ar ag
pasi kebki masi A (Saa 199%Jeilbaltfinas susilankst net i nk a ma i
neteisingN struktlrN jis negali atlikti sa
formos i¢glaikymas yra svarbus gyvybas pal ai
Natyvios formos prarsadiemaeds, qald spbikigaDIDDkK ¢
kuriems daro DZaka netinkama aplinka. Net il

radikalai, oksidacinis stresasirtdtar o bRA a ko konf or maci j os pok

prionini O |IigbkavosedjmlAsoshhmakyy maSotogl@Ob)i s uk

1.33Ami | oi dinas 1|ligos

Ami |l oydazdidel d8 gana retO |igO grupéa, Kkuri
baltymo i amiloido susikaupimas Gi s sqalrii kbimiais DfHyt as, pav
amgi umi . Bal t ymai , kuri e paprast ai yr a toi

baltyminius agregatus fibriles. Nepaisant to, kad amilod & fibdles formuga gana skirtingi
baltymai, taliau DXairiO baltymO agregatai
(Xing, Higuchi, 2002)

Giuo metu ¢gi noma da @Qdiriasusukelia amilodlds g magkasgp o

gal i ma suskirstyt:.i DZ tri s pregrnienudrionpeast i guras |
12



ami | oirdeo zndesur opati nasL ¢ wtkeap ajzarioktosd dalgios | i

baltymO pavadinimai, bei baltymo il gis.
llenteth Gmogausubki g@si O su ami (ChitHbbsbry 2006n v i mu
Liga Agreguojantys baltymai ar peptidai  Aminorl g IO s iksa

Neurodegeneraciés ligos

Alzheimerio liga Amiloido b peptidas 40i 42
Spongiformird encefalopatija Priono baltymas arba jo 253
fragmenta
Parkinsono liga U-Sinukleinas 140
Demensija su Lewylkneliais U-Sinukleinas 140
Frontotemporalié demensijasu Tau 3521441
parkinsonizmu
Amiotrofina lateralird skleroA Superoksido dismutaz 153
Hantingtono liga Hantingtinas su poliglutaméseka 3144
ir kitos.
Ne neuropatirés sistemiids amiloidozs
AL amiloidoZi Imunoglobulino lengvosios grandis ar ~90
fragmentai
AA amiloidoza Serumo amiloido A baltymo fragmentai 761 104
Gei &indur gmami o j Serumo amiloido A baltymo fragmentai 761104
kargtlig
Senatviid sistemird amiloidoZA Laukinio tipo transtiretinas 127
Ge i &amitidotird Transtiretino mutantai 127
polineuropatija
Suompaveldima amiloidoa Gelsolino mutar®fragmentai 71
ir kitos.
Ne neuropatirés lokalizuotos ligos
I tipo diabetas Amilinas 37
Skydliaukds modulirdkarcinoma  Kalcitoninas 32
Pr i e gamiloilg@d o Priegirdgio natriur 28
faktorius
Paveldima cerebralinhemoragija Amiloido b peptido mutantai 40i 42
su amiloidoze
Hipofizas prolaktinoma Prolaktinas 199
Ragenos amiloid@zsusieta su Laktoferinas 692

trichiaze
Katarakta

ir kitos.

o kristalinai

Varijuojantis




1.4.Insulinaskaip modelinis baltymas

l nsul i nas

kont rRil pienn

yra

magas

hor moninis baltymas,

i nsul i nograadirit 3AK tgirraan dé nnddar 2L d v d

G
A grandin

riggli O.

amino rlggti eskyri sisidedaBg g3 @ n éimm & o
sujungtos disulfidiniais tilteliais AB7 irA20B19. Tai p pat
til t-Alll.DZ A7

A-grandiné

B-grandiné¢

T

H H

@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@ —COOH

S
5

|DDH D HH
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|
§

/

s
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Pav. 1.2 Pi r mi na

rai dami s

A

A20, kurios sujungtos prailgintaopl i

pagymat os

gr ardidiva 1 i

i nsulino

ami no

struktIlrN
pepti

At i uktBl rgar.a nRlda wmadisz d udoitsousl

rTggtys dalyvaujanl i o:

suddksei dailAl B Rli3-ArRa

dine grandine. B gr

laisvipol i pept i di n & suriegvidaryjedsujongtistspigala IB$BILI (Smith et al.,

1984)

Pav.1.3Nat yvaus
Uspiral a

pagymat a

i nsulino

malilgmamngi i asiul fidiniai

ertspindalsdsupadymdt ds gr a
tiltel
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Tirpal e insulinas gal i b1 ti mi gi nys mo n o
priklauso nuoinsulino koncentacijos, pH, meal o josn Oj Aagosi nd&d tirp
Fiziologigkai domaogoj ambi f o rkeomlihugtasaeksaimes, k o
sudarytas i g toitja®@ divinej @ idielsantetaalh RODLEZ mk 0 | «

Insulinas, kaip amidsanbidreil® nf isb rbiallit@ maer mau
sNIlyginai magos kai no sidiius agegiug.€badk i mbskor amu.
tiek atskira B grandina gali formuoti fibr
kai p sakl os i ruladkitoy vbianttiy mopsfNaboma,iljoy gagrihd@mir ma v
baltymoagregacijos centragsakingu g f if o imasylZ mNa A gr-Al8)driBn & e
grandi n-8j7eTa(iBpl 2pataniiireo grelgg @ i O taii byQLENi( Ao f
grandil®ar 18r VEALYL ( -1Ba.g,rgalinfamuotidilsrileslagskira

(lvanova et al., 2009)

15.Fibri 1 i O chariafermavimasst i ko s

Ami | osi dfiinbari | &s paprastai blna tiesios gra
savo agbDbz Fi b+#i0l inGn, stooriilsgisi egkaibap | Ismle& s i s Kl
amino riggrldanmdigmin®d nsavybads | emifao rpnoal viinnkNDZ i DZ

Manoma | og pagrindina |jaga,, yra matyvios doumoe | i
destabilizacija.Gi s pirmasi s konformacinis baltymo
f ormavi marsiiesgib.r aGideuop i ni ai monomer ai jungi a
branduoliai pradeda augti vy ksta pirminis augi mas, kur i
pradel a d i ldgd taiz ai ry iama ghspdaeniinlu augini@av. 1.4). Visu eksponentiio
augimo metu vyksial dndadiljid i|iPadibanagus ¢gi
baltymams, kurie gatialyvautielongacijoje ki n e taisn aasu gki rneai sstakilinusjaso j a
(Gillam, MacPhee, 2013)

Gi o stochastinio proceso Vvyksmui didel n
susi formavusi fibrila ar jos dalis. Ssaakklloas,
kuri buvo apdorota ultragarsu bus homdgenk e sna ir turas daugi au

gal @&s vykti e lsubrumpindagfjaaz. 8 sGil asiékkN ai r di di na a
sakl os ki-&tipaakmgagfeaz M Oi r procesas vyksta ek
s 8 k | akis < &1 % galiinicijuoti procesopr adgi N ne't t oidsé papsastai s N |

agregacijanevyksta.

15
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elongacija
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Fibriliy formavimasis

W —omsSHR N S-S 1 S S C— ¥
0 5 10 15 20
Laikas (h)
Pav. 14 Sigmoidinis fibriliO formaygfapéds, gehong:
stabilizacijos. Pagrintdiniaai | @i keaskr &kiavisagpamga

tiesas nuolinkio kampagfsa aa b(6llanigiaePigea, @dl3)os gr ei t i

1.6.Ami | diyad Gnet@likos

In vitro tyrimams paprastaiyra naudojamas grynas baltymas ir gryni komponentai.
Ami |l oistkiamnid@!| O dgarlma wilmasiapi bi di namas dvej a
nustatymas (susiformavusi O f iokirnmethan@mas ty.r u k t
kinetinis pr(@®lissos 8004t &ba@mbsmapsar ametrams steb
met oTd©i au a p guesekuigosnaudojau dakbo metu.

1.6.1.Infraraudonoji spektroskopija
|l nfraraudonoj i spektroskopija yra dagnai t
analize. Tai p pat tai koma ir b R | spektmoakopijaytrrau k md g ior
matavimo metodas, kai stebinsapi ndul i O i nt e n sbangas igiodiapdzane.r b ¢
I nfraraudonos ¢gviesos dicmaipaziomaisdgnr aiskidedxl
El ektromagnetind spinduliuotriacgiadiio bslu g a dsi
pakinta mol ekul ars adidmo Iniod erkaurhd imeasmpisnowibrbcijaadrc i |
lenkimo vibracija. Gi 0 s mol ekulinas vibraciijos fotoraii | i ¢

per duoda sirainfraraudomagispigdulijioN @ yr a absor buoj ama.
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Jautriausias baltymo antrinds st rAadizudjanto s
16001700 cth'r egi on N mat omas ami do klur D¥ giua avior gle
vibracija (apytiksliai80%), taip pat matora NH vibracijaz t al i ama ¢gi a2% drair o

nustatytamidolkaadgas sgl audgi ai koreliuoja su |
elementuKong, Yu, 2007)

Didelis jautrumasiedideliemamolekuf s g & cnmeatnrs i r r y @as®etimanisi n i
amidolr egi one, |l eidgia stebsautdatklbzé kymenast anni
el ementas, dal uni kalios molekulinas geome

sukel iak gsleikr ttiingN CB®l temPi mmi daghD&spektr
persiden@gn | k @mp o nlsmpti @ &llio®,] iBl® ir atsitiktiniO si
Analizuojant kalipymersi kgbalunGEeDO Tmaudaut H
turi stipri N absor b¥édna doekttorjubsi2a64s em' (5l-p-&l kenkimo) j u
persidengia su amido | regionGi s persi dénPO omtsi MDD trukd
baltymo spektrini s ogdé&tehinDamioniredion Ndla gme gua s n @
naudojamadtirpiklis D,O (Kong, Yu, 2007) kuri o spektrinas <char:
amidol regiona
Agreguojant insulinui, antrinas s Disblhti'l r os
pozici | obaltynoUsipp ir (pDERTc' (X 1.6).Gi s regi onas at
priskiriamasb-k | o s kudosrformuojasi susidarant amiiiniams agregatam®zwolak et al.,
2004)

Agregato
p-kolstés

Natyvus
Insulinas

e

Absorbcija

I | |
1700 1650 1600

Bangos skai¢ius cm!

Pav.1.6Sa k|l a i nd u ksulina agregpcjaudike @4 hFT-l R spektras rodo
str ukptolkryitniDZpal ai psniui, kai bdaéngtmarsuadt§gN bsad gidd
(Dzwolak et al., 2004)
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1.6.2.ThT fluorescencija
Benzotiazol o dlathi)pi T mNo klaa ¢ iNn dRIN09 ampe taagiyst .
buvo pradatas idehtilf akuomjaandtot i amik iod kdyi bnii gk

s usi déekynnviNo tiek ir in vitro. Th T draig@ass i prie amiloid
fluorescencija smardk9 @i nm,y aa g-adddjnndliamospigics t i
Lai svas ThT dagas vandenyje rodo | ab4d40inmsi | |

i r s u g-a380 nmibangos ilgiaidHudson et al., 2009)

400 +
= .
T 300 ThT + fibrils
2
© 200
=}
=
e 100 .
= ThT
0 T ——
460 480 500 520 540
Bangos ilgis (nm)
Pav. 1.6 Mahw spalva pagymata | aisvo ThT dago f

pagymadta dago fluorescencija sNveikaujant su art

Nors ThT dagas yra vienas dggbabtaubsaaith
jungi mosi mechani zmas nara ai gkus. Manoma,
rotoriusi. Magatsi remelrgi | @isd diaa | e @5 igliaendi uni u

suktis apie @Cr y g DZ

A B
i
>+ < > /
N
S \

Pav.1.7 AAmi |l oi dini o dago Thi of IBaQpitnioniTs ndoalgeok uvaiin

benzatiazol o ir benasi|saknirntoi nggrouspea sp | voaki gzt duunooj saem

sukasiapie€C r y g DZ
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Gis sukimasis mal ¢imyabfif, o ttoond& | s ul gasicRiyeonisidoa ggo:
ma glAami | oi di ni ai bal t ymai sudar o. c@ii rahi mal ia
intensyvinad a g o € & o coeipdshr o  DIZ aakNiirnd mriosi j os bangO
(Biancalana, Koide, 2012)
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2MEDGI AGOS | R METODAI

2.1.Naudoti reagentai

§ Carl Roth sunkus vanduo (99,8 % D), trideutefioo s f o r o sPEI, waffio i s
deuterio oksidas NaOD.
Fisher Scientific: HPO:;, NaOH, HCI.

! SigmaAldrich rekombinantinis gmogaus insuli
22.Naudota | aboratorina DZ an

f Centrifuga ATechnico Maxi f

 FT-IRspektromet as ABr uker FDODpRiics ALPHA

T pH me®riasn ADUAL STAR Meter

f RealauslaikoPGR par at as A®e meg e@fi Rot or

9 ST kuri ndAVBRLRBYKCIBENTI FI CA VORTEX MI XEF

f Svar s tApekverdnstrument TR 1 4 fi

T Ter momi kser MBRADB@ABI S

f Ultragarsinishomgeni zat or i usspuMBsaindel i n Son

2.3.Metodai

231Buferini O tirpal O ruogi mas
Buferiniali tirpal ai i nsulino agreg@xcirj ai
paprastame (}O) . 1 mL buferinio ti rupwhdens 800 dM r u o
fosfatindM mdtgrgitdi egpaarimilo kruopgl i ai privedam:
rei kjgpmal.amas rei ki amas kiekis vandens, kad
fosfatinis buferinis tirpalas (FB) yra 100mM koncentracijos.
Sunkus fosfatinis buferinis tirpalas (SFB buv o ruogi amas taip pat,
natrio gar mo i r fuvcsrawlojaasrsiingug vanded hatrio deptarib O &

oksidoiriIMt r i deut er i otirjalaisf oro ri1 ggties
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232I nsulino fibriliO gamini ma
|l nsulino fibrilas ruogiamos igtirpinant 5.
fosfatiniame buferyje . Inkubuojama 24 valandas®60t e mper at I roj e purt
greiliu. Po inkubacijos susidaro tirgta ami

233.S5Sadkos paruogi mas

Il nsulino sdklapagamiam@ i rdgul2i.n3. 2fi brili O
paprastame vandenyje nesiskiria.
Maginys su susidariusiais agregatais yra I

(30s/30s ultragarsininipoilsio pulsais, 5% a mp | i t ude i r maginio ga
kiekis~5.6 kJ) nau ®Bajnalrett i A Sonopul sii73wmhtdaliuGigsar maga |
apdorojimagadidinti fibrili O gal O skai | isGsiprentsdmdigeni zuoj a

2341 nsul i noaniyibbar islu G akl a

Maginys su s akBhe npaprgstamer(BB] ir qurkignael (SFB) fosfatiniame
buferyje Inkubacija vykdoma 37Ct e mper at T roj e 24 val andas.
2lent.MBgi ni o, su skirtingomis saklos koncen
Mago ns akl Insulinas| FB/SFB| Sa k| Gal utinis mig
procent%n mg. pL. pL.
0.1 5.8 999 1 I nsulino + sakl oy
T = 900 100 100rr-1|\-/l paprastérhe/sun.kiame
fosfatiniame iferiniame tirpale
235Magi ni O p a-lRispekroskogigi F T
Il nsulinas suagregavis WRE i Yr an aWcimplimde dedos i 5n0

vonioje,gautas energijos kiekisl.12 kJ.

nas Maginy

Il nsul i S u wa ratplguaamass sunkiulB vandenig SV) .

nucentrifuguojamas (20 min 14000 aps/minyisiurbiamas supernatantas, suspenduojama 0.5

mL SV. Tai p pakartojame du kartus. Treli N
selund gi O n a % dnplitulerlédo vomiope.

2360 nsulino fibriliO susidarymo Kk
Spontsanuino lr i | i O susidarymo kinetikos tyrir

5.8mg/mL insulino , 100puM ThT, 100mM fosfatiniame arba sunkiame fosfatiniame
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buferiniame tirpale su skirtingomis pH/ pH*

60°Ct emper &i 1 2dj s alaand®Dl mates¢gencijos intens

2.3.7.FT-IR spektro matavimai
FT-1l R spektroskopi jAPHAFERG mapaealkudos khoap N.A Re
(30 uL ) ugneg Lakansa tanvti mou cEk.l @GS mm. t aii p20mncet. Gi

ruoge yra skaidri, t odal a b $Rospéekias npuakaitomasg2s ¢ c
kartus ir igvedamas spektro vidurkiskviSpeK
pai mami triukgmo (oro) i r sunkau sant spekimmus n s
duomenis.

2.3.8.Agregacijos kinetikos matavymai.

Agregacijos kinetika stebima naudojandiQi age rGeR@t «Qi real aus | ai k
aparato specifina technologija suteikia gali my
agregacijos tyrimus. Viso proceso metu paZdoai ko
ML)t Tri o mAdgintuvalius. Jie sudati DZ apval O stc
reakcijos miginDZmagintuvalio dugne, kur matuoj
Susidarant insulino amiloidinams f detarfliotesuotis T h
Fl uorescencijos intensyvumas tiesiogi ai prikl a
Fluorescencija sugadi nama 470 nm. bangos i1l gi c

Emisijos
detektorius

Pav.2.1AQi ageiGeRe@t @M ap aApaatroa tsaasn dfairkas uoj a magi nt

pal ai kant pastovi N temperatlirN.
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24DuomenO apdoroji mas

249FT-l R spektro duomenO apdor oj
Surinkti spektriniai yra apdorojami tam, K

duomenys apdorojanRAMS/AI 8 programa. Apdr oj i mas vykdomas gi &

1. Ati mamas sunkaus vandens (D2O0) spektr a:
naujo.
2. Atimamas tos dienos triukgmas.

3. Atl iekampobakionakcija. S 10K -ul560 amilaribosea z i n
| gl ygi namaxdgigaia.gr el i ai

4. Atliekaman ul i na -Karzd kndisj d i ni j oga ¢niud se i rdd imkagsmiDZ
5. Spektras normal i zuoj db68 sml gpeldra platontam kad s p
gauti spektragi dlitrO liite® oglol idgyad nesunki ai p
6. Atliekama antro | aipsnio Sav Golay igve

2410Ki netini © duomenO apdoroj i
Eksperimentiniai duomenys gauti ThT fluorescencijos metodu apdorojami Microsoft Excel ir
Origin 8 programomisaviAmosioi Hi neDi iedbrkted
dvi grupes. Pirmoji spont anina arba nedidelio sakl os
kinetika, k ai fibrilio susi dar ymo kreiiva {
amiloidindig@jfiimorikliin@tii ka, kai f MechaélicMe@en s u
mo d el DZ
Amiloidini O fibriliO agregacijN, kuri vyk
gal i ma apragyti Pavn3IneudDhiswdmodeltirys( pagr.i
(lagjf azas metu natyvus baltymas pradeda pra

formuoja pirminius monomer us, kurie praded
fluorescencijos intensyvumasra u g a , j 1S i gl i ekaugimyi nf ana é s s r
vyksta eksponentinis augi mas, pradeda il gé
susidaranl|iomis fibrilamis ir pradeda ro
(stabilizacijo§ fa z a s met u pradeda trl kti fibriles

fluorescencijos augimas sustoja ir stabilizuojasi.
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Y = A,

=,

'a -1

=

3

£

s

é A+ A,
= *o = 2
N

=

-

=

b=

=

g

H

1 lag = xy — 2dx
Y = 4,
!
Laikas
Pav.22l nsul ino amiloidini O fibrilO augimN atspin

Tam, kad duomenys bitO | engvi aualizupjami pagal n ar

formul n:

@ — @
Kur, YnormYra normalizuotas fluorescencijos intensyvumas,g iy minimali fluorescencijos
rei k gomthaksmal i fl uorescencijos reikgma.oiTaip
ri bose pagal fluorescencijos intensyvumN.

Normalizuoti duomenys gluodinami oBzmanmd o s i gBaoerjed,eDas, 2012)kuri

apragoma&Z | ygti mi

w —— 0 (2
Lygties Air ei kKiganpia di na f | ulomaksimalefloocescenaija, Y fluorescencijos
intensyvumas.l g gi os |l ygties galime igskailiuoti
duomenO anagailliaz &wi mw:r pXas, k ai pasi eki aaga pu
lag fazas | ai kas.

24



S3.REZULTATAI | R JO0O APTARI MAS

3.1. Insulino agregacijasunkiame buferiniame tirpale

Spontanina insulino a ggosgunkaisjfoafatihicubuferiniatirpblo e k
sNl ygose. Agregaci | aH* b7, pHr 1.8, pHk d.8 rira2 (kprHoHLi. 6,
pH-metro parodymai sunkiame fosfatiniame buferyje). PaveiRsleateiktos 1704560 cni

ruogo infraraudonoj o spektlb40 cnénbose atvairdaojama n i

amidol6juostoss ma.i | a

d? Aldv?

/7
e

pH* 1.9 Q
\O
pH* 2 -
[ [ [ [
1680 1660 1640 1620 1600

Bangos skai¢ius cm!

Pav.3.1 Ant r i g & & $T-IR sp&kérai. Raudona linija f i b r iidarusios pHf & aplinkoje,
mahayfibrilas susiddfibsibaspbBtsidafibaidasfspHdUs:
pH* 1.7 ,ifviboli étiisn& us aplinkojei usi os pH* 1.6

|l g patei kt® duomen® mat ome , hDi166dbcgt, s p edrdgadai 1
susi daH*il.6 splinkoje( vi ol et i padrindinig apekiraminimumas skiriasi nuo
agregat O susidari usi OFp HtsustdigsiosapH* 116 Hpagrilinisa p |
spektro mini mumas pasi sliil6e&kams. DZamag epsanti G i rse
sil pnesnDzZigplé20onif mBng@os skais| isauss .f oFimawviulsa o
[1.7i12. 0] skiriaai kydbmbsmpggriindigmhnp@Rscpektr o
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Absorbcija

\ T \

1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560
Bangos skai¢ius cm!

Pav. 32 AbsorbgjosFT-IRs pe kt r O pRd waii kns Imasmat o mas raudonad o |

spalvaatspindii fibriles susiformavusisp H* 2 a p | i n Kk fbyiles susiformaviisiagpH* hea
aplinkoje

Fibrilas susidariusio pH* 2 absor Bbdngos 0
skailiaus. Fibrilads susidariusios pH*%1.6 a

Magas pH* pokytis fibrilkN) sspueskitdraG ypnoms laipn |
poslinkiai, amidolér uo g e, par odo, jog fibrilas susic
struktira. Tod&l galima teigti, jog fibril

susidariusio pH* 2 aplinkoje.

32Insulino agregacija skirtingal

Amiloidinio agregatoi s 8kl os buvimas fibriliO formavi
kineti kN. Sakla sutrumpina ar ba @mafnagzkidridjen a
vyksta monommaeodDi Or f brmavi masis. Norint igs
formavi mosi aplinkoje daro DZakN ir fibri
skirtingose pH* sNIlygose su skirtingais séak
|l nsulino agregaci paamsusualdvaej ®dspoparkidg
suagregavusiomis pH* 1.6 ir pH* 2 sunkaus fosfatinio buferio aplinkosgy r e gat ai S
pH* 1.6 buvo ultragarsinami ir skirtingu kiekiu (0.1 ar %) buvod e d a mpH* 1.4 pH* 2

insulino tirpalus. Taip a't ir agregat ai wsltradasingmi ipgdkifting2 a
kiekiu (0.1 ar 10%) buvod e d a mi Dz pH* 1.6 ir pH* 2 insuli]
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d? A/dv?

[pH* 1.6]
[pH* 1-6](pH* 1.6) 10%
[pH* 2](pH* 1.6)0.1%
[pH* 2](pH* 1.6) 10%

\ I \ | \
1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560

Bangos skaicius cm™!
Pav.3.3Ant r i n as FT-18 spek#di. Raudosa linijaf i b r iidarfusios gH1 .6 aplinkoje,
kuar i os panaud.oRudaspaiaiafiipb rsid kalsa s u s6iapliakoje sl %opsl* 1.6 H *
sakl aafFiarilas sugiapliskojd susOil pH*ABs ak!l analt yndédri | a
susidariusios pH?2 aplinkoje su 180 pH*1.6s a k | a

|l g pawB8masobme, jog fibrilas susiformavusi
skirtingu saklos kiekiu, iglaiko | abai pane
antrigmédstiinds mini Mi6ROac, © glpnashik mimimwsnas, nors ir
mi ni maliai skiriasi nuo s aikib36em'ribasa| i au i ¢l a

d? A/dv?

pH* 1 '6](13H* 2)0.1%

[

[pH* 2](pH* 2) 10%

[

[pH* 1'6](pH* 2) 10%

\ \ | \
1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560

Bangos skaicius cm-!

Pav. 3.4Ant r i nas FT-IR epekdrai.iRaud@ana linijaf i b r iidardusios pHf & aplinkoje,
kuri os panaudwaloysphkiadi ipb rsialkd sa s u3 aplhkoje isulG% pHS2 p H*
sak!l giafliibar i | @as s ulsciapliakojd su 8.%o@K* 29 #MErbdai f i bri | as sus
pH* 1.6aplinkoje su 1@ pH*2s a k | a
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g pawBdpaseoktO duomerdf®bmal dsme , sujsofof mavu

pH*2 saklai, skirtingose pH* sNlygose, igl
mi ni mumas D162B ani*.k oTeisg i gal i me teigti, j og

sunkiame vandenyje, didesn DZ ak N daro ne aplinkos pH* s
tipas.

3.3.Insulino agregacijafosfatiniame buferiniame tirpale

Spontanine insulino agregacija fosfatiniar
Agregacija buvo vykdoma pH 1.6, pHr2oH 2.4 bufeiniuose tirpaluose

Paveiksle35mat oma, | og roafginiama bufefinmmeuipajetuir i bseinldp MK
mi ni mDIGMAcm’ir D1660cm*bangos slkadiilaiuawpsa.gri ndi ni ai
skiriasi. Spektta® paamtaegaviuwsifOi bpH 2. 4 a
mi ni mumas skiriasi nuo fibrilO suagregavus
pH2 pagrindi nDZ s pekD1628cnmi noi niuinbN irl oddso stuiseisd ar
1640] cm’ ribose, turi du minimumus. Pagrindinis ties 1625n™, o silpnesrs ties 1635%m™.
pH 2irpH 2.4 aplinkoss us i dar i wamidodlés nfaiiblraisasr egi one rodo
Todal galima teigti, jog fi brdil afsi bsruisliasardu

2.4aplinkoje.

d? Aldv?

pH 2
pH 2.4

| \ \ \ \
1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560

Bangos skaicius cm!
Pav. 3.5Ant r i n as FT-IB spekdrdi. iRaudosa linijaf i b r iidardusios pHu2s4 aplinkoje,
galifabril as sBei dhieftiiberdidsa sp s L.&dplokoje.i usi os pH

Remiantis 2010 m. moksl ininko Kurouski o atl ikt a

skirtingame pH skiriasi savo supermol ekul i

susidariusi O fibrRiLll]d, IRH spietkaseoskapBja ir
28



pase bata, jog fibrilas susidariusios pH 2.4

susidaiusiospH2 . 1 i r gemi au rodo priegingN chiral]
spektro pokyl i O(Kuroeski ey al., 2p1§)s tteablait aau eksperi
naudojama didesna 60 mg/mL insulino koncen
darbe.

Lyginant fibriles susidariusias JO ir H,O pastebimas pH neatitikimas.,® tirpiklyje
susidariusi os f i braitdrpapH* 1s6kiri 2r o HDstifpiklyfe susidariusiosr u k
fibriles rodo skirtingus tipus pk ir 2.4. Esant vienodai Dir H* koncentracijai, pHnetro
sti klinis elektrodas, sOotichbiklyjeOnegd H® (Glasve, Eonge t a i
1960) 6ksrtumas atosierlaenkdtar odddl | abdairkalkttae r, iplskt ai dk C
poslinkis sunkiame vandenyje kompensuoj-a st
metro parodymams baltymo jonizacija tiBkO, tiek H,O tirpaluoset ur 4t O b {Bandi, v i €
Withrich, 1979) Kadangi insulino agregacijos atveju atsirafdé skirtumas tar@-0 ir H,0,
galima manyti, kad skirtingO amiloidiniO

jonizacija, betplinkos pH.

34l nsulino agregacija skirtingae

l nsul ino agregacij a su sakl a, besypyontaadiig
suagregavusiomis pH 2 ir pH 2.4 fosfatinio buieritirpaloaplinkose Agr egat ai 2s u s
buvo ultragarsinamir skirtingu kiekiu (0.1 ar 10%) buvod e d a mi DZ pH 2 ir
tirpal us. Tai p pat i r alvoalyagaranami skirteigu &kiekun p
(0.1 ar 10%) buvod e d a mi DZ pH 2 ir pH 2.4 insulino ti

Pav. 3.6Ant ri nas IR speked. Raudosa lifijdf i br i | as susidari us
kurios panaudWwitoolsepdvanifip bs akk las. s Rsplitkeje su18ipsig p H
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