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IVADAS

Neteisingas baltymy susilankstymas ir agregacija vaidina didelj vaidmenj sukeldami rimtus
zmogaus sveikatos sutrikimus. Natyvig forma prarade baltymai yra lastelinio streso sukéléjai.
Jie gali turéti aiSkiy citotoksiniy savybiy, yra atsakingi uz disfunkcijas ir lasteliy
nefunkcionalumg pazeistuose organuose. Baltymai, formuojantys amiloidinius B-klos¢iy
struktiiros agregatus, sukelia didelj stresa lastelése, aktyvuoja imuniteta ir veda link
neurodegeneraciniy ligy. Alzhaimerio, Parkinsono ligos, antro tipo diabetas ir daugelis maziau
zinomy ligy siejamos su baltymy agregacija (Lyubchenko et al., 2006).

Baltymy agregacija sukelia nenormalias lastelines sgveikas ir veda link jvairiy ligy. Taciau
Mes mazai zinome apie molekulinius mechanizmus, kurie lemia Siuos procesus. Norint geriau
suprasti Siuos procesu reikia gilintis | agregaty susidaryma nulemiancius veiksnius, taip pat ty
veiksniy daromg jtaka patiems agregatams.

Sio darbo metu buvo bandoma issiaidkinti ar pH daro jtaka susidaranciy insulino fibriliy
antrinei struktiirai bei kinetikai. Taip pat ar skirtingy struktiiry amiloidinés fibrilés, veikdamos

kaip sékla, islaiko savo formg nepalankiose aplinkos salygose.
Darbo tikslas — istirti insulino amiloidiniy fibriliy struktiirinius pokyc¢ius skirtingame pH.
Darbui keliami uzdaviniai:
e Atlikti skirtinguose pH spontaniskai susidariusiy insulino agregaty struktiiros tyrimus.

e Nustatyti ar skirtingy strukttry fibrilés gali savireplikuotis naudodamos natyvy insuling.

e Stebéti insulino amiloidiniy fibriliy susidarymo kinetikg skirtinguose pH.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Amiloidali

1854 metais mokslininkas Rudolfas Virchovas aprasydamas makroskopines audiniy
anomalijas pastebéjo, jog kai kurie Igsteliniai dariniai nuséda tarp lgsteliy jvairiuose audiniuose ir
organuose. Mokslininkas panaudojo joda dazyti makroskopines smegeny audiniy anomalijas ir
pastebéjo, jog Sie nusidazo Sviesiai mélyna spalva, tokia pat, kaip ir krakmolas. Virchovas padaré
iSvada, kad pagrindiné medziaga sukelianti anomalijas yra celiulioziné ir pavadino amiloidais (
Lot. amylium). Tuo metu dar nebuvo aisku, kaip celiuliozé ir krakmolas yra susij¢ su augaly ir
gyviny karalystémis. Todél buvo nesutariama ar amiloidus sudaranti medziaga yra celiuliozé ar
krakmolas (Sipe, Cohen, 2000).

Tobuléjant mikroskopijos bei biochemijos technologijoms mokslininkas Gleneris 1980 metais
pademonstravo, kad amiloidai sudarytj i$ daug B-klostiniy strukttry turin¢iy baltymy. Terminai

amiloidinés fibrilés bei B-fibrozés tapo placiai zinomos.

1.2. A - B struktiiros

Teisingas baltymo susilankstymas yra gyvybiskai svarbus. Besilankstydamas baltymas yra
priverstas paslépti hidrofobines $onines grandines. Sis hidrofobiniy grupiy paslépimas poliniu
baltymo karkasu formuoja a-spirale, didina baltymo tirpuma sudarydamas stipresnius ry$ius su
vandens molekulémis. Baltymo susilankstymas priklauso nuo amino rtig§¢iy ir nuo jy eiliSkumo
polipeptidingje grandinéje (Berg et al., 2002). Antrinés struktiiros a-spiralés formg islaiko
vandeniliniai ryS$iai, susidarantys tarp kas ketvirtos aminortugsties CO ir NH grupiy
polipeptidinés grandinés viduje. Sios formos kiekviena peptidiné grupé sudaro po du
vandenilinius rySius: vieng su ketvirtos pries jg sekoje esanc¢ios aminoriigsties peptidine grupe, 0
kitg - su ketvirtos po jos esancios aminoriigsties peptidine grupe. Taip susidarg rySiai lygiagretis
spiralés asiai ir pakankamai stipriis. Spiralés viduje néra vandens. Tuo tarpu B-klosting struktiirg
stabilizuoja tarpmolekuliniai vandeniliniai rysiai tarp dviejy arba daugiau grandiniy (fibriliniuose
baltymuose), arba vidumolekuliniai vandeniliniai rySiai tarp skirtingy vienos grandinés sriciy
(globuliniuose baltymuose). Abiem atvejais peptidiné grandiné iStempta (MildaZiené et al.,
1999).

11
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Pav. 1.1 Antriné baltymo struktiira a-spiralé ir -klosté. Peptidine grandiné pavaizduota amino ruigsciy

seka, o stabilizuojantys vandeniliniai rysiai taskeliais.

Sie antrinés struktiiros vienetai leidzia susiformuoti aukstesniyjy struktiiry vienetams:
B-kolstéms, Paf vienetams, B-segtukams ir a-spiralés pluoStams. Amiloidinés fibrilés yra
sudarytos daugiausiai i§ B-klos¢iy.

Neteisingas baltymo susilankstymas ar agregacija daZniausiai yra antrinés struktiiros
pasikeitimas j B-klosting struktiirg (Soto, 1999). Jei baltymas susilanksto netinkamai ar jgyja
neteisingg struktiirg jis negali atlikti savo funkcijos. Taigi baltymo susilankstymas ir natyvios
formos iSlaikymas yra svarbus gyvybés palaikyme.

Natyvios formos praradimas gali biti jtakotas genetiniy veiksniy, ar spontaniniy pasireiSkimy,
kuriems daro jtaka netinkama aplinka. Netinkamas pH, stipri joniné jéga, metaly jonai, laisvieji
radikalai, oksidacinis stresas ir t.t. daro jtaka baltymo konformacijos poky¢iams. Taip pat, kaip ir

prioniniy ligy atvéju, nenatyvios B-klostinés struktiiros baltymai gali sukelti liga (Soto, 1999).

1.3. Amiloidinés ligos

Amiloidoze yra didelé gana rety ligy grupé, kurioms visoms budingas nenormalaus, netirpaus
baltymo — amiloido susikaupimas. Sis sutrikimas gali biiti jgytas, paveldétas ar susijes su
amziumi. Baltymai, kurie paprastai yra tirpis, pakei€ia struktlira ir formuoja netirpius
baltyminius agregatus — fibriles. Nepaisant to, kad amiloidinés fibriles formuoja gana skirtingi
baltymai, tacCiau jvairiy baltymy agregatai pasizymi tokiomis pat molekulinémis savybémis
(Xing, Higuchi, 2002).

Siuo metu zinoma daugiau nei 30 zmogaus ligy, kurias sukelia amiloidinés sankaupos. Jas

galima suskirstyti ] tris pagrindines grupes: neurodegeneracinés, Ne neuropatin€s sisteminés
12



amiloidozés ir ne neuropatinés lokalizuotos ligos. Lenteléje 1 pateikta dalis ligy, jas sukeliantys

baltymy pavadinimai, bei baltymo ilgis.

1 lentelé. Zmogaus ligy, susijusiy su amilody formavimusi, sarasas (Chiti, Dobson, 2006).

Liga

Agreguojantys baltymai ar peptidai

Aminoragsciy skaicius

Neurodegeneracineés ligos

Alzheimerio liga Amiloido B peptidas 40-42
Spongiforminé encefalopatija Priono baltymas arba jo 253
fragmenta
Parkinsono liga o -Sinukleinas 140
Demensija su Lewy kaneliais o -Sinukleinas 140
Frontotemporaliné demensija su Tau 352-441
parkinsonizmu
Amiotrofiné lateraliné sklerozé Superoksido dismutazé 1 153
Hantingtono liga Hantingtinas su poliglutaminy seka 3144
ir kitos.
Ne neuropatinés sisteminés amiloidozés
AL amiloidozé Imunoglobulino lengvosios grandinés ar ~90
fragmentai
AA amiloidozé Serumo amiloido A baltymo fragmentai 76-104
Seiminé Vidurzemio jaros Serumo amiloido A baltymo fragmentai 76-104
karstligé
Senatviné sisteminé amiloidozé Laukinio tipo transtiretinas 127
Seiminé amiloidotiné Transtiretino mutantai 127
polineuropatija
Suomiy paveldima amiloidozé Gelsolino mutanty fragmentai 71
ir kitos.
Ne neuropatinés lokalizuotos ligos
Il tipo diabetas Amilinas 37
Skydliaukés moduliné karcinoma Kalcitoninas 32
Priesirdzio amiloidozé PrieSirdZio natriuretinis 28
faktorius
Paveldima cerebraliné hemoragija ~ Amiloido B peptido mutantai 40-42
su amiloidoze
Hipofizés prolaktinoma Prolaktinas 199
Ragenos amiloidozé susieta su Laktoferinas 692

trichiaze
Katarakta

ir kitos.

v kristalinai

Varijuojantis

13



1.4. Insulinas kaip modelinis baltymas

Insulinas yra mazas hormoninis baltymas, kuris yra labai svarbus gliukozés metabolizmo
kontroléje. Pirming insulino struktiira sudaro dvi grandinés. A grandiné, kuri susideda i§ 21
amino rigsties, ir B grandiné, kuri susideda i§ 30 amino rugiciy. Sios dvi grandinés yra
sujungtos disulfidiniais tilteliais A7-B7 ir A20-B19. Taip pat A grandiné turi vidinj disulfidinj
tiltel] A7-Al1l.

A-grandiné

I B
@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@ —COOH
| |_
| /

5 5

|DDH D HH DHH|HHDD DD DDDDD

@@@@@@@ Gy @@@@'@@@@@ d @@@@@@@@@@

B-grandiné¢

Pav. 1.2 Pirmin¢ insulino strukttra. Pavaizduotos A ir B grandinés, disulfidiniai tilteliai. H ir D

raidémis pazymétos amino rigstys dalyvaujancios dimery ir heksamery sudaryme.

A grandinés erdving struktiirg sudaro dvi, viena kitai prieSingos, a-spiralés A2-A8 ir Al3-
A20, kurios sujungtos prailginta poli peptidine grandine. B grandinés konformacija sudaro du
laisvi polipeptidinés grandinés galai, kurie viduryje sujungti a-spirale B9-B19.(Smith et al.,
1984).

Pav. 1.3 Natyvaus insulino erdviné struktiira. A grandinés a-spiralés pazymétos raudonai. B grandinés

a-spiralé pazyméta mélynai. Disulfidiniai tilteliai — oranZiniai.

14



Tirpale insulinas gali buti miSinys monomery, dimery, tetramery ir heksamery. Viskas
priklauso nuo insulino koncentracijos, pH, metalo jony, joninés jégos ir tirpiklio sudéties.
Fiziologiskai dominuojanti insulino saugojimo forma yra cinko jony koordinuotas heksameras,
sudarytas i$ trijy dimery ir stabilizuotas dviejy ar trijy cinko jony (Nielsen et al., 2001).

Insulinas, kaip amilodiniy fibriliy formavimosi modelinis baltymas, yra naudojamas dél jo
salyginai mazos kainos ir sugebéjimo formuoti amiloidinius agregatus. Tiek atskira A grandiné
tiek atskira B grandiné gali formuoti fibriles. Taip pat A arba B grandinés agregatai gali veikti
kaip séklos ir aktyvinti pilno insulino baltymo fibriliy formavimasi. Manoma, jog pagrindiniai
baltymo agregacijos centrai, atsakingi uz fibriliy formavimasj, yra A grandinéje (A13-Al8) ir B
grandingje (B12-B17). Taip pat Sie SeSiy amino ragsciy insulino fragmentai, LYQLEN ( A
grandiné 13-18 a.r.) ir VEALYL ( B grandinés 12-17 a.r. ), gali formuoti fibriles atskirai
(lvanova et al., 2009).

1.5. Fibriliy charakteristikos ir formavimasis

Amiloidinés fibrilés paprastai biina tiesios grandinés, sudarytos i$ gijy, kurios susisuka aplink
savo a§j. Fibriliy storis siekia 2-20 nm, o ilgis gali siekti keleta mikrony. Aplinkos salygos ir
amino riigsciy Soniniy grandiniy savybés lemia polink]j j fibriliniy skaiduly formavimasi.

Manoma jog pagrindiné jéga, kuri sukelia baltymy agregacija, yra natyvios formos
destabilizacija. Sis pirmasis konformacinis baltymo pasikeitimas yra vadinamas ,,monomery
formavimasis“. Sie priesbranduoliniai monomerai jungiasi ir formuoja branduolius. Susiformave
branduoliai pradeda augti, vyksta pirminis augimas, kurio metu fibriliy formavimosi greitis
pradeda didéti ir lag fazé yra pakeic¢iama eksponentiniu augimu (Pav. 1.4). Visu eksponentinio
augimo metu vyksta fibriliy ilgéjimas — elongacija. Pasibaigus Siai fazei, tai yra pasibaigus
baltymams, kurie gali dalyvauti elongacijoje, kinetinés kreivés augimas sustoja ir ji stabilizuojasi
(Gillam, MacPhee, 2013).

Sio stochastinio proceso vyksmui didele jtaka daro séklos buvimas. Sékla gali biti jau
susiformavusi fibrilé ar jos dalis. S¢klos efektyvuma lemia ,,laisvy galy skaicius® tai yra - sékla,
kuri buvo apdorota ultragarsu bus homogeniskesné ir turés daugiau pradzios tasky, nuo kuriy
galés vykti elongacija. Si sékla sutrumpina lag fazés laika ir didina agregacijos greitj. Didesnis
séklos kiekis apie 10-5 % panaikina lag fazg ir procesas vyksta eksponentinéje dalyje, o mazas
séklos kiekis < 0.1 % gali inicijuoti proceso pradzia net tokiose salygose, kuriose paprastai

agregacija nevyksta.
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Pav. 1.4 Sigmoidinis fibriliy formavimosi grafikas susidedantis i§ lag fazés, elongacijos ir
stabilizacijos. Pagrindiniai Sios kreivés parametrai yra tso — tai laikas, kai agregacija pasiekia pusiaukelg,

tiesés nuolinkio kampas arba agregacijos greitis ir lag fazés laikas (Gillam, MacPhee, 2013).

1.6. Amiloidy tyrimy metodikos

In vitro tyrimams paprastai yra naudojamas grynas baltymas ir gryni komponentai.
Amiloidiniy skaiduly formavimasis gali biiti apibiidinamas dvejais aspektais: skaiduly struktiiros
nustatymas (susiformavusiy fibriliy struktiira) ir skaiduly formavimosi mechanizmas t. .
kinetinis proceso stebéjimas (Nilsson, 2004). Siems parametrams stebéti yra nemazai skirtingy

metody. Taciau apzvelgsiu tik tuos, kuriuos naudojau darbo metu.

1.6.1. Infraraudonoji spektroskopija

Infraraudonoji spektroskopija yra daznai taikoma organiniy ir kai kuriy neorganiniy junginiy
analizei. Taip pat taikoma ir baltymo struktiiros tyrimams. IR spektroskopija yra méginio
matavimo metodas, kai stebima spinduliy intensyvumo absorbcija IR bangos ilgio diapazone.
Infraraudonos $viesos diapazonas prasideda nuo 7.8x10° cm. ir tesiasi iki 3x10% cm.

Elektromagnetiné spinduliuoté gali biiti sugeriama tik tada, kai vibracinio suzadinimo metu
pakinta molekulés dipolio momentas. Yra du molekulinés vibracijos tipai — tempimo vibracija ir
lenkimo vibracija. Sios molekulinés vibracijos kei¢ia molekulés dipolio momenta, fotonai

perduoda savo energijg ir infraraudonoji spinduliuoté yra absorbuojama.
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Jautriausias baltymo antrinés struktiiros spektrinis regionas yra amido I rySys. Analizuojant
1600-1700 cm ! regiona matomas amido I rysio virpesiy ruoZas, kurj sudaro daugiausia C=0
vibracija (apytiksliai 80%), taip pat matoma N-H vibracija, ta¢iau ji sudaro maziau nei 20%. Yra
nustatyta, kad $is amido | ruozas glaudziai koreliuoja su kiekvienu baltymo antrinés struktiiros
elementu (Kong, Yu, 2007).

Didelis jautrumas nedideliems molekulés geometriniams ir vandeniliniy ry$iy pasikeitimams,
amido | regione, leidzia stebéti baltymo antrinés struktiiros sudétj. Kiekvienas antrinés strukttiros
elementas, dél unikalios molekulinés geometrijos ir skirtingai iSsidésc¢iusiy vandeniliniy rysiy,
sukelia Siek tiek skirtingg C=0 tempimo daznj. Baltymy amido I spektro kontiiras susideda i§
persidengian¢iy komponenty: a-spiraliy, B-klosciy ir atsitiktiniy struktiiry juosty.

Analizuojant baltymo struktiiras kaip tirpiklj teisingiau biity naudoti H,O nei D,0. Taciau H,0O
turi stiprig absorbcija trijose spektro juostose. Viena spektro juosta 1645 cm™ (H-O-H lenkimo)
persidengia su amido | regionu. Sis persidengimas 1600 — 1700 cm™ ribose trukdo stebéti
baltymo spektring sugertj amido I regione. Todél stebint amido | regiong daZniausiai yra
naudojamas tirpiklis D,O (Kong, Yu, 2007), kurio spektrinés charakteristikos nepaslepia
amido I regiono.

Agreguojant insulinui, antrinés struktiiros amido I vibracijos ruoZas pasistumia i§ ~1655 cm™*
pozicijos , tipiskos baltymo o-spiraléms, j ~1627 cm™ (Pav. 1.6). Sis regionas atitinkamai yra
priskiriamas B-klostém, kurios formuojasi susidarant amiloidiniams agregatams (Dzwolak et al.,
2004).

Natyvus Agregato
Insulinas p-kolstés

Absorbcija

I | |
1700 1650 1600

Bangos skai¢ius cm!

Pav. 1.6 Sékla indukuoto jaucio insulino agregacija laike (24 h). FT-IR spektras rodo amido T rySio

struktiirinj pokyti palaipsniui, kai baltymas i§ natyvios formos pereina j denatiiruotg susidarant fibriléms

(Dzwolak et al., 2004).
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1.6.2. ThT fluorescencija
Benzotiazolo dazas Thioflavinas T (ThT) pirma karta buvo aprasytas 1959 metais. Sis dazas
buvo pradétas placiai naudoti identifikuojant ir kiekybiSkai nustatant amiloidiniy fibriliy
susidarymg tiek in vivo tiek ir in vitro. ThT dazas riSasi prie amiloidiniy sankaupy ir jo
fluorescencija smarkiai iSauga. Emisija ties ~490 nm, o suzadinimas ~ 440 nm. bangos ilgio.
Laisvas ThT dazas vandenyje rodo labai silpng fluorescencija su mazesniais emisijos ~ 440 nm.

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

400
:% 300 ThT + fibrils
£ 200
=]
&
o 100 .
= ThT

0 - T ——

460 480 500 520 540
Bangos ilgis (nm)
Pav. 1.6 Me¢élyna spalva pazyméta laisvo ThT dazo fluorecencija vandenyje. Violetine spalava

pazyméta dazo fluorescencija sgveikaujant su amilodiném fibrilém.

Nors ThT dazas yra vienas i§ labiausiai naudojamy amiloidiniy dazy, taiau tikslus §io dazo
jungimosi mechanizmas néra aiSkus. Manoma, jog ThT molekule¢ veikia kaip ,,molekulinis

rotorius®. Mazas energijos barjeras tirpale leidZia benzilaminui ir benzatiazolo Ziedui laisvai

suktis apie C-C rys;.

A

Pav. 1.7 A Amiloidinio daZzo Thioflavino T molekuliné strukttira. B Optinis dazo vaizdas, kuriame
benzatiazolo ir benzilamino grupés vaizduojamos skirtingose plokitumose. Sios molekulés grupés laisvai

sukasi apie C-C ry§;j.
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Sis sukimasis malsina fotony suzadinimo galimybe, tod¢l laisvo daZo fluorescencijos emisija
maza. Amiloidiniai baltymai sudaro chiraling aplinka dazui ir jj ,,uzrakina®. Si chiraliné aplinka
intensyvina dazo fluorescencija bei daro jtakg suzadinimo ir emisijos bangy poslinkiui
(Biancalana, Koide, 2012).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudoti reagentai

e Carl Roth: sunkus vanduo (99,8 % D), trideuterio fosforo rtgstis D3PO, , natrio
deuterio oksidas NaOD.
e Fisher Scientific: HsPO4, NaOH, HCI.

e Sigma Aldrich: rekombinantinis zmogaus insulinas, tioflavinas T.

2.2. Naudota laboratoriné jranga

e Centrifuga ,,Technico Maxi*

e FT-IR spektrometras ,,Bruker Optics ALPHA FT-IR*

e pH metras ,,Orion DUAL STAR Meter

e Realaus laiko PGR aparatas ,,Qiagen Rotor-Gene Q“

e Sukuriné maisyklé ,,VELP SCIENTIFICA VORTEX MIXER*
e Svarstykles: ,,Denver Instrument TP-214

e Termomikseris ,,DITABIS MHR 23

e Ultragarsinis homogenizatorius ,,Bandelin Sonopuls®

2.3. Metodai

2.3.1. Buferiniy tirpaly ruoSimas

Buferiniai tirpalai insulino agregacijai buvo ruoSiami sunkiame vandenyje (D20) ir
paprastame (H,0O). 1 mL buferinio tirpalo buvo ruosiamas jpilant 800 puL vandens, 100 pL 1M
fosfatines rigsties. 1 M natrio Sarmo tirpalu kruops¢iai privedama reikiama buferinio tirpalo pH
reikSmé. Ipilamas reikiamas kiekis vandens, kad bendras tirpalo turis pasiekty 1mL. Pagamintas
fosfatinis buferinis tirpalas (FB) yra 100mM koncentracijos.

Sunkus fosfatinis buferinis tirpalas (SFB) buvo ruosiamas taip pat, tik vietoj paprasto vandens,
natrio Sarmo ir fosforo rtigsties tirpaly buvo naudojamas sunkus vanduo, 1M natrio deuterio

oksido ir 1M trideuterio fosforo rugsties tirpalai.
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2.3.2. Insulino fibriliy gaminimas
Insulino fibrilés ruoSiamos iStirpinant 5.8 mg/mL insulino 100mM paprastame arba sunkiame
fosfatiniame buferyje . Inkubuojama 24 valandas 60 °C temperatiiroje purtant 200 aps/min

greiciu. Po inkubacijos susidaro tirSta amiloidiniy fibriliy suspensija.

2.3.3. S¢klos paruosimas
Insulino sékla ruoSiama i§ 2.3.2 pagaminty insulino fibriliy. Séklos ruoSimas sunkiame ar
paprastame vandenyje nesiskiria.
Méginys su susidariusiais agregatais yra jstatomas j ledo vonig ir ultragarsinamas 10 minuciy
(30s/30s ultragarsinimo/poilsio pulsais, 50% amplitude ir méginio galutinis gautas energijos
kiekis ~5.6 kJ ) naudojant ,, Bandelin Sonopuls“ ultragarso aparta su MS73 antgaliu. Sis méginio

apdorojimas padidinti fibriliy galy skaiciy ir homogenizuoja suspensija.
2.3.4. Insulino fibriliy gamyba su sékla
Meéginys su sékla ruosiamas pagal 3 lentele paprastame (FB) ir sunkiame (SFB) fosfatiniame

buferyje. Inkubacija vykdoma 37 °C temperatiiroje 24 valandas.

2 lentelé. Méginio, su skirtingomis séklos koncentracijomis, ruosimas FB/SFB.

Meéginio séklos Insulinas | FB/SFB | Sékla Galutinis miSinys
procentiné dalis % mg. ML. ML.
0.1 5.8 999 1 Insulino + séklos koncentracija 1M,
100mM paprastame/sunkiame
10 5.2 900 100 . . .
fosfatiniame buferiniame tirpale

2.3.5. Méginiy paruosimas FT-IR spektroskopijai
Insulinas suagregaves SFB yra ultragarsinama 60 sekundziy naudojant 50% amplitude ledo
vonioje, gautas energijos kiekis ~1.12 kJ.
Insulinas suagregaves FB yra atplaunamas sunkiu vandeniu (SV). Méginys yra
nucentrifuguojamas (20 min 14000 aps/min), nusiurbiamas supernatantas, suspenduojama 0.5
mL SV. Taip pakartojame du kartus. Trecig kartg suspenduojame 1 mL SV. Ultragarsinama 60

sekundziy naudojant 50% amplitude ledo vonioje.

2.3.6. Insulino fibriliy susidarymo kinetikos méginiai
Spontaninés insulino fibriliy susidarymo kinetikos tyrimo metu buvo paruoSiami meéginai su

5.8 mg/mL insulino , 100 puM ThT, 100mM fosfatiniame arba sunkiame fosfatiniame
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buferiniame tirpale su skirtingomis pH/pH* reikSmémis. Spontaniné agregacija buvo vykdoma

60 °C temperatiiroje iki 24 valandy matuojant fluorescencijos intensyvuma.

2.3.7. FT-IR spektro matavimai
FT-IR spektroskopija stebima naudojant ,,ALPHA FT-IR*“ spektroskopa. Reakcijos méginys
(30 pL ) uzne$amas ant CaF, matavimo celés su 0.05 mm. tarpine. Si celé 4000 — 1200 cm™
ruoze yra skaidri, todél absorbcija uZraSoma S$iose ribose. FT-IR spektras nuskaitomas 256
kartus ir i§vedamas spektro vidurkis. Spektro rezoliucija parenkama 2 cm™. Kiekviena diena
paimami triukSmo (oro) ir sunkaus vandens spektrai, kurie naudojami apdorojant spektrinius

duomenis.

2.3.8. Agregacijos kinetikos matavymai.

Agregacijos kinetika stebima naudojantis ,,Qiagen Rotor-Gene Q“ realaus laiko PGR apartu. Sio
aparato specifiné technologija suteikia galimybe atlikti ne tik PGR reakcijas, bet ir realiu laiku stebéti
agregacijos tyrimus. Viso proceso metu palaikoma pastovi temperatiira. Aparatas talpina 36 mazus (200
ML) tdrio mégintuvélius. Jie sudéti j apvaly stova kuris sukasi 400 aps/min greiiu taip palaikydamas
reakcijos misinj mégintuvélio dugne, kur matuojama fluorescencija.

Susidarant insulino amiloidinéms fibriléms ThT daZas jungiasi prie agregato ir pradeda fluorescuoti.
Fluorescencijos intensyvumas tiesiogiai priklauso nuo fibriliy susidarymo bei ThT dazo koncentracijos.

Fluorescencija suzadinama 470 nm. bangos ilgio §viesa, o emisija surenkama 510 nm.

Emisijos
detektorius

Pav. 2.1 ,,Qiagen Rotor-Gene Q* aparato sandara. Aparatas fiksuoja mégintuvéliy fluorescencija

palaikant pastovig temperatiira.
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2.4. Duomeny apdorojimas

2.4.9. FT-IR spektro duomeny apdorojimas

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

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

1. Atimamas sunkaus vandens (D20) spektras, kuris kiekvieng matavimo dieng paimamas i$
naujo.

2. Atimamas tos dienos triukSmas.

3. Atlickama bazinés linijos korekcija. Sukuriama baziné linija 1700 - 1560 cm-1 ribose.
ISlyginama lygiagreciai X asiai.

4. Atliekama nuliné korekcija - bazinés linijos nuleidimas j nuling y aSies reikSme.

5. Spektras normalizuojamas padalinant spektrg i§ 1700-1560 cm-1 spektro ploto tam, kad
gauti spektrai buty vienodo dydzio ir buty galima nesunkiai palyginti.

6. Atliekama antro laipsnio Sav Golay iSvestiné.

2.4.10. Kinetiniy duomeny apdorojimas

Eksperimentiniai duomenys gauti ThT fluorescencijos metodu apdorojami Microsoft Excel ir
Origin 8 programomis. Amiloidiniy fibriliy formavimosi kinetines kreives galima suskirstyti j
dvi grupes. Pirmoji — spontaniné arba nedidelio séklos kiekio amiloidiniy fibriliy formavimosi
kinetika, kai fibriliy susidarymo kreivé gali biiti apraSoma sigmoidiniu modeliu. Antroji —
amiloidiniy fibriliy ilgéjimo kinetika, kai fibriliy, susidarymo kreivé primena Michaelio-Menten
model;.

Amiloidiniy fibriliy agregacijg, kuri vyksta spontaniskai ar veikiant nedideliu séklos kiekiu,
galima aprasyti sigmoidiniu modeliu (Pav. 2.2), kurj sudaro trys pagrindinés fazés. Pirmosios
(lag) fazés metu natyvus baltymas pradeda prarasti savo formg ir yra destabilizuojamas, jis
formuoja pirminius monomerus, kurie pradeda formuoti branduolius. Sio proceso metu ThT
fluorescencijos intensyvumas neauga, jis iSliecka minimalus. Antrosios (augimo) fazés metu
vyksta eksponentinis augimas, pradeda ilgéti branduoliai. Sioje fazéje ThT daZas ridasi su
susidaran¢iomis fibrilémis ir pradeda rodyti vis stipresne fluorescencijg. Treciosios
(stabilizacijos) fazés metu pradeda trukti fibriles formuojanéiy monomery, todél dazo

fluorescencijos augimas sustoja ir stabilizuojasi.
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Thioflavino T fluorescencija
1
=
(=]
Il
[\]

1 lag = xy — 2dx

Laikas

Pav. 2.2 Insulino amiloidiniy fibrily augimg atspindinti schema.

Tam, kad duomenys biity lengviau palyginami tarpusavyje, jie yra normalizuojami pagal
formulg:

_ Y~ Ymin
Ynorm = . (1)
Ymax—Ymin

Kur, Ynhorm Yra normalizuotas fluorescencijos intensyvumas, 0 Ymin — minimali fluorescencijos
reik§meé ymax - Mmaksimali fluorescencijos reik§mé. Taip normalizuoti duomenys pasiskirsto 0 — 1
ribose pagal fluorescencijos intensyvuma.

Normalizuoti duomenys gluodinami Boltzmann‘o sigmoide (Banerjee, Das, 2012), kuri
apraSoma lygtimi 2.

= bt A @

Lygties A; reik§mé — tai pradiné fluorescencija, A, maksimali fluorescencija, Y fluorescencijos
intensyvumas. I§ Sios lygties galime iSskaiCiuoti kelis esminius parametrus, kurie svarbils
duomeny analizavimu: xo — laiko tarpas, kai pasiekiama pusé¢ fluorescencijos intensyvumo, lag —

lag fazés laikas.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Insulino agregacija sunkiame buferiniame tirpale

Spontaniné insulino agregacija buvo atlickama skirtingose sunkaus fosfatinio buferinio tirpalo
salygose. Agregacija buvo vykdoma pH*1.6, pH* 1.7, pH* 1.8, pH* 1.9 ir 2 (kur, pH* —
pH-metro parodymai sunkiame fosfatiniame buferyje). Paveiksle 3.1 pateiktos 1700-1560 cm™
ruozo infraraudonojo spektro antro laipsnio i§vestinés. 1620 -1640 cm™ ribose atvaizduojama

amido I’ juostos smailé.

d? Aldv?

/7
e

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

Bangos skai¢ius cm!
Pav. 3.1 Antrinés i§vestinés FT-IR spektrai. Raudona linija — fibrilés susidariusios pH* 2 aplinkoje,
mélyna — fibrilés susidariusios pH* 1.9, ruda — fibrilés susidariusios pH* 1.8, zalia — fibrilés susidariusios

pH* 1.7, violetiné — fibrilés susidariusios pH* 1.6 aplinkoje.

IS pateikty duomeny matome, jog spektrai turi silpng minimuma ~1664 cm™, tagiau agregaty
susidariusiy pH* 1.6 aplinkoje (violetiné spalva) pagrindinis spektro minimumas skiriasi nuo
agregaty susidariusiy pH* 1.7 ar pH* 2 aplinkose. Fibrilés susidariusios pH* 1.6 pagrindinis
spektro minimumas pasislinkgs 1 mazesniy reikSmiy puse — 1620 cmt. Taip pat $is spektras turi
silpnesnj minimuma prie ~1629 cm™ bangos skaiiaus. Fibrilés susiformavusios pH* ruoze

[1.7 — 2.0] skiriasi labai mazai, i§laikydamos pagrindinj spektro minimuma ties ~1629 cm™.
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Absorbcija

1700 1680 1 6‘60 1640 16|20 1 6‘00 1580 1560
Bangos skai¢ius cm!

Pav. 3.2 Absorbcijos FT-IR spektry palyginimas. Paveiksle matomas amido I’ regionas, kur raudona

spalva atspindi — fibriles susiformavusias pH* 2 aplinkoje, violetiné — fibriles susiformavusias pH* 1.6

aplinkoje.

Fibrilés susidariusio pH* 2 absorbcinio spektro maksimuma rodo ties 1628 cm™ bangos
skaiciaus. Fibrilés susidariusios pH* 1.6 absorbcinio spektro maksimuma rodo ties 1623 cm™.

Mazas pH* pokytis fibriliy susidarymo aplinkoje daro jtaka spektry poslinkiui. Sie spektro
poslinkiai, amido I’ ruoze, parodo, jog fibrilés susidariusios skirtingame pH* skirias savo
struktura. Todél galima teigti, jog fibrilés susidariusios pH* 1.6 yra kitokio tipo, nei fibrilés

susidariusio pH* 2 aplinkoje.

3.2. Insulino agregacija skirtingame pH* su sékla.

Amiloidinio agregato — séklos buvimas fibriliy formavimosi aplinkoje kei¢ia jy susidarymo
kinetika. Sékla sutrumpina arba panaikina pirmajg fibriliy formavimosi stadija (lag faze), kurioje
vyksta monomery ir branduoliy formavimasis. Norint iSsiaiSkinti, ar s¢klos buvimas fibriliy
formavimosi aplinkoje daro jtaka ir fibriliy struktiirai, buvo atliekama insulino agregacija
skirtingose pH* salygose su skirtingais sé¢klos tipais.

Insulino agregacija su sékla, buvo atliekam su dviejy tipy séklomis — spontaniskai
suagregavusiomis pH* 1.6 ir pH* 2 sunkaus fosfatinio buferio aplinkose. Agregatai susidarg
pH* 1.6 buvo ultragarsinami ir skirtingu kiekiu (0.1 ar 10 %) buvo dedami j pH* 1.6 ir pH* 2
insulino tirpalus. Taip pat ir agregatai susidar¢ pH* 2 aplinkoje buvo ultragarsinami ir skirtingu

kiekiu (0.1 ar 10 %) buvo dedami j pH* 1.6 ir pH* 2 insulino tirpalus.
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[pH* 1.6]
[pH* 1‘6](pH* 1.6) 10%
[pH* 2](pH* 1.6)0.1%
[pH* 2](pH* 1.6) 10%
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Pav. 3.3 Antrinés i§vestinés FT-IR spektrai. Raudona linija — fibrilés susidariusios pH* 1.6 aplinkoje,
kurios panaudotos kaip sékla. Ruda spalva — fibrilés susidariusios pH* 1.6 aplinkoje su 10 % pH* 1.6
sékla, zalia — fibrilés susidariusios pH* 2 aplinkoje su 0.1 % pH* 1.6 sékla, mélyna — fibrilés
susidariusios pH* 2 aplinkoje su 10 % pH* 1.6 sékla.

IS paveikslo 3.3 matome, jog fibrilés susiformavusios skirtingose pH* salygose ir veikiant
skirtingu séklos kiekiu, iSlaiko labai panasSig struktiirg kaip ir pH* 1.6 s¢kla. Pagrindinis spektro
antrinés i$vestinés minimumas i$laikomas ~1620 cm?, o silpnesnis minimumas, nors ir

minimaliai skiriasi nuo séklos, tatiau i§laikoma panasiose 1632 — 1630 cm™ ribose.

d? A/dv?

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

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

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

Bangos skaicius cm-!
Pav. 3.4 Antrinés iSvestinés FT-IR spektrai. Raudona linija — fibrilés susidariusios pH* 2 aplinkoje,
kurios panaudotos kaip sékla. Mélyna spalva — fibrilés susidariusios pH* 2 aplinkoje su 10 % pH* 2

sékla, zalia — fibrilés susidariusios pH* 1.6 aplinkoje su 0.1 % pH* 2 sékla, ruda — fibrilés susidariusios
pH* 1.6 aplinkoje su 10 % pH* 2 sékla.
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IS paveikslo 3.4 pateikty duomeny matome, jog ir fibrilés susiformavusios méginyje esant
pH*2 seklai, skirtingose pH* salygose, iSlaiko panaSig strukttrg i séklos. Pagrindinis spektro
minimumas i§laikomas ~1628 cm™. Taigi galime teigti, jog fibriliy struktiiros formavimuisi,
sunkiame vandenyje, didesne jtaka daro ne aplinkos pH* salygos, o méginyje esancios séklos

tipas.

3.3. Insulino agregacija fosfatiniame buferiniame tirpale

Spontanine insulino agregacija fosfatiniame buferyje buvo atlickama skirtingose pH salygose.
Agregacija buvo vykdoma pH 1.6, pH 2 ir pH 2.4 buferiniuose tirpaluose.

Paveiksle 3.5 matoma, jog méginai paruosti fosfatiniame buferiniame tirpale turi silpng bendra
minimuma ~1672 cm™ ir ~1660 cm™ bangos skaitiaus. Taciau pagrindiniai spektro minimumai
skiriasi. Spektras paimtas 1§ fibriliy suagregavusiy pH 2.4 aplinkoje pagrindinis spektro
minimumas skiriasi nuo fibrily suagregavusiy pH 2 ar pH 1.6 aplinkose. Fibrilés susidariusios
pH 2 pagrindinj spektro minimuma rodo ties ~1628 cm™, o fibrilés susidariusios pH 2.4 [1620 -
1640] cm™ ribose, turi du minimumus. Pagrindinis ties 1625 cm™, o silpnesnis ties 1635 cm™.
pH 2 ir pH 2.4 aplinkose susidariusios fibriés amido I/’ smailés regione rodo skirtingus spektrus.
Tode¢l galima teigti, jog fibrilés susidariusios pH 2 yra kitokio tipo, nei fibrilés susidariusio pH

2.4 aplinkoje.

pH 1.6
pH 2
pH 2.4

d? Aldv?

1628

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

Bangos skaicius cm!
Pav. 3.5 Antrinés iSvestinés FT-IR spektrai. Raudona linija — fibrilés susidariusios pH 2.4 aplinkoje,

zalia — fibrilés susidariusios pH 2, violetiné — fibrilés susidariusios pH 1.6 aplinkoje.

Remiantis 2010 m. mokslininko Kurouskio atliktais tyrimais, fibrilés susidaran¢ios
skirtingame pH skiriasi savo supermolekuliniu chiraliskumu. Siuose tyrimuose buvo stebima

susidariusiy fibriliy, pH ribose [1.3 — 3.1], IR spektroskopija ir Ziedinis dichroizmas. Buvo
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pastebéta, jog fibrilés susidariusios pH 2.4 ir auk$¢iau rodo normaly chiraliSkumag, kai fibrilés
susidariusios pH 2.1 ir zemiau rodo priesingg chiraliSkuma. Viso eksperimentinio pH ribose IR
spektro pokyCiy nebuvo pastebéta (Kurouski et al., 2010), taciau eksperimentuose buvo
naudojama didesné 60 mg/mL insulino koncentracija, lyginant su 5.8 mg/mL naudota mano
darbe.

Lyginant fibriles susidariusias D,O ir H,O pastebimas pH neatitikimas. D,O tirpiklyje
susidariusios fibrilés skiriasi savo struktiira tarp pH* 1.6 ir 2, o H,O 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 vienctais zemiau D,O tirpiklyje negu H,O (Glasoe, Long,
1960). Sis skirtumas atsiranda dél stiklo elektrodo charakteristiky. Jdomu tai, kad baltymo pK,
poslinkis sunkiame vandenyje kompensuoja stiklo elektrodo paklaida, tad esant vienodiems pH-
metro parodymams baltymo jonizacija tiek D,0O, tiek H,O tirpaluose turéty biti vienoda (Bundi,
Wathrich, 1979). Kadangi insulino agregacijos atveju atsiranda 0.4 skirtumas tarp D,O ir H,0,
galima manyti, kad skirtingy amiloidiniy fibriliy struktiiry susidarymui svarbi ne baltymo
jonizacija, bet aplinkos pH.

3.4. Insulino agregacija skirtingame pH su sékla.

Insulino agregacija su sékla, buvo atlickam su dviejy tipy séklomis — spontaniSkai
suagregavusiomis pH 2 ir pH 2.4 fosfatinio buferinio tirpalo aplinkose. Agregatai susidare pH 2
buvo ultragarsinami ir skirtingu kiekiu (0.1 ar 10 %) buvo dedami j pH 2 ir pH 2.4 insulino
tirpalus. Taip pat ir agregatai susidar¢ pH 2.4 aplinkoje buvo ultragarsinami ir skirtingu kiekiu
(0.1 ar 10 %) buvo dedami j pH 2 ir pH 2.4 insulino tirpalus.

d? Aldv?

[pH 2](pll 2)0.1%
[pH 2](pH 2) 10%
[pH 2'4](p[[ 2)0.1%
[pH 2'4](pH 2) 10%

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

Bangos skai¢ius cm'!

Pav. 3.6 Antrinés iSvestinés FT-IR spektrai. Raudona linija — fibrilés susidariusios pH 2 aplinkoje,

kurios panaudotos kaip sékla. Violetiné spalva — fibrilés susidariusios pH 2 aplinkoje su 0.1 % pH 2
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sékla, mélyna — fibrilés susidariusios pH 2 aplinkoje su 10 % pH 2 sékla, zalia — fibrilés susidariusios pH

2.4 aplinkoje su 0.1 % pH 2 sékla ir ruda — fibrilés susidariusios pH 2.4 aplinkoje su 10 % pH 2 sékla.

Insulino fibriliy formavimasi fosfatiniame buferyje su sé¢kla, kaip ir fibriliy formavimasi
sunkiame fosfatiniame buferyje, lemia ne aplinka, kurioje formuojasi fibrilés, bet séklos tipas,
nuo kurios prasideda agregacija. Fibrilés susidariusios su pH 2 sékla (Pav. 3.6) pagrindinj
spektro minimuma rodo ties ~1628 cm™, nepriklausomai ar méginiy aplinka buvo pH 2.4 ar
tokia pat pH 2.

d? Aldv?

[pH 2'4](pH 2.4)0.1%
[pH 2'4](pH 2.4) 10%
[pH 2](pn 2.4)0.1%
[pH 2](pH 2.4) 10%

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

Bangos skai¢ius cm!

Pav. 3.7 Antrinés iSvestinés FT-IR spektrai. Raudona linija — fibrilés susidariusios pH 2.4 aplinkoje,
kurios panaudotos kaip sékla. Violetiné spalva — fibrilés susidariusios pH 2.4 aplinkoje su 0.1 % pH 2.4
sékla, ruda — fibrilés susidariusios pH 2.4 aplinkoje su 10 % pH 2.4 sékla, zalia — fibrilés susidariusios pH

2 aplinkoje su 0.1 % pH 2.4 sékla ir mélyna — fibrilés susidariusios pH 2 aplinkoje su 10 % pH 2 sékla.

Insulino fibrilés susiformavusios méginyje esant pH 2.4 aplinkoje susidariusia sékla,
skirtingose pH salygose, iSlaiko panasig struktiirg j séklos (paveikslas 3.7). Méginiai pagrindinj
spektro minimumg rodo ~1626 cm™, o silpnesnj spektro minimuma ties ~1636 cm™ bangos
skai¢iaus. Remiantis Siais duomenimis, galima teigti, jog fibrilés susiformavusios su pH 2.4

sékla islaiko panasig struktiirg i séklos, nepriklausomai nuo tirty pH salygy.

3.5. Insulino fibriliy susidarymo kinetika

Skirtingos aplinkos salygos daro skirtingg poveikj baltymo konformacijai, susidaranciy fibriliy
struktiirai ir kinetikai . Norint i$siaiskinti, kaip aplinkos pH salygos veikia agregaty susidarymo

kinetika, buvo atlickama spontaniné insulino agregacija skirtingose pH/pH* salygose.
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Pav. 3.8 Spontaninés agregacijos Kinetikos palyginimas. Méginiai ruosti pagal 2.3.6 skyriaus aprasa.
Raudona spalva — agregaty susidarymo kinetika pH 2.4 aplinkoje, zalia spalva — agregaty susidarymo
kinetika pH 2 aplinkoje.

Spontaniné insulino agregacija buvo vykdoma pH 1.6, 2 ir 2.4 60 °C temperatiiroje 100 mM
fosfatiniame buferyje. Atlikus agregacija buvo nustatyta, jog tirtose pH ribose insulinas
greidiausiai agreguoja, kai aplinkos pH siekia 2.4 (Pav. 3.8). Esant tokiai pH reik§mei 1 mM
insulino tirpalas 60 °C temperatiiroje pasickia pusg fluorescencijos intensyvumo per 185 min
(3 lentelé). Prie pH 2 insulinas pasiekia puse¢ intensyvumo ties 240 min, o prie pH 1.6 insulino
agregacija pasiekia pusiaukelg per 557 min. Insulino fibriliy susidarymas pH aplinkose, kuriose
formuojasi skirtingi fibriliy tipai, skiriasi. Insulinas pH 2.4 suagreguoja 55 min. grei¢iau nei pH

2 aplinkoje.

3 lentelé. Skirtingose pH salygose ruosty méginiy kinetiniai duomenys, kur xo — laikas, kai
pasiekiama pusé fluorescencijos maksimumo reikSmeés, lag — lag fazés laikas. Duomenys pateikti

1§ 10 pakartojimy.

Méginio pH Xo laikas, min lag laikas, min
1.6 557 +37 397 + 38
2 240+ 5 207 +5
2.4 185+ 10 162 +8

Spontaniné insulino agregacija sunkiame fosfatiniame buferyje vyksta kiek kitaip, nei
fosfatiniame buferyje. Agregacija buvo vykdoma pH [1.6 — 2] ribos (4 lentel¢). Atlikus
agregacijg buvo pastebéta jog, ji greiCiausiai vyksta, kai aplinkos pH* 1.9. Pus¢ fluorescencijos
intensyvumo pasiekia per 291 min. Aukstesniame pH* ar palaipsniui mazinant pH* reikSme
agregacijos laikas ilgéja. Tuo paciu ilgéja ir lag fazés laikas. Insulino fibriliy susidarymas pH*

31



aplinkose, kuriose formuojasi skirtingi fibriliy tipai, skiriasi. Insulinas pH* 2 aplinkoje
suagreguoja 419 min. greiciau nei pH* 1.6.
4 lentelé. Apskaiciuoti skirtingomis pH* salygomis ruoSty meéginiy spontaninés kinetikos

duomenys. Méginiai ruosti sunkiame fosfatiniame buferyje. Duomenys pateikti i§ 6 pakartojimy.

Méginio pH* Xo laikas, min lag laikas, min
1.6 786 + 54 670 £ 64
1.7 563 + 18 471+ 15
1.8 383+3 306 + 3
1.9 291+31 246 £ 26
2 367 +19 323 +17

Lyginant agregacijos kinetinius duomenis galima pastebéti, jog agregacija fosfatiniame
buferyje (tirpiklis H,0) ir sunkiame fosfatiniame buferyje (tirpiklis D,0) skiriasi. Grei¢iausiai
agregacija vyksta pH 2.4 FB ir pH* 1.9 SFB.
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ISVADOS

1. Insulino amiloidiniy fibriliy, susidariusiy pH 2 ir pH 2.4 normaliame vandenyje ir pH*
1.6 ir pH* 2 sunkiame vandenyje, turi skirtingas strukttiras.

2. Skirtingy tipy agregatai sugeba daugintis, iSlaikydamos savo strukttira nepalankiomis
salygomis.

3. Insulinas tik Siek tiek (<1,3 karto) grei¢iau agreguoja prie pH 2.4 nei prie pH 2. Tuo
tarpu sunkaus vandens aplinkoje prie pH* 2 jis agreguoja 2 kartus greiciau nei prie
pH* 1.6
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju baigiamojo darbo vadovams lekt. Ri¢ardui MaliSauskui ir
dr. Vytautui Smirnovui uz suteiktas Zzinias, naudingus patarimus bei pastabas

baigiamojo bakalauro darbo metu.



