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IVADAS

Paskutinius kelis deSimtmecius baltymy agregacijos ir fibrilizacijos procesai pritraukia
vis didesnj mokslininky démesj. Amiloidiniy baltymy agregacija | netirpius fibrilinius agregatus
yra vis dazniau jvardinama kaip pagrindiné¢ jvairiy ligy priezastis. Siuo metu yra nustatyta
daugiau nei 40 ligy, Kurios siejamos su amiloidiniy fibriliy kaupimusi — Alzheimerio ir
Parkinsono ligos, tam tikros vézio formos, Il tipo diabetas, katarakta. Daugumos amiloidiniy
baltymy formuojamy agregaty struktiira yra panaSi — dominuoja pasikartojancios p-klostés,
statmenos fibriliy asiai. Taciau skirtingose salygose net tas pats baltymas gali sudaryti skirtingo
tipo agregatus, kurie skiriasi savo strukttra bei kitomis fizinémis savybémis.

Didelé dalis baltymy agregacijos | amiloidines fibriles tyrimy yra atliekami naudojant
fluorescencinj daza Tioflavina T (ThT). Sis daZas jungiasi prie amiloidiniy agregaty, tatiau jo
saveikos su skirtingais agregatais skirtumai mazai iStyrinéti.

Sio bakalaurinio darbo metu buvo naudojamas rekombinantinis Zmogaus insulinas. Dél
savo savybés lengvai formuoti amiloidines fibriles in vitro esant Zemam pH ir aukstai

temperaturai, jis buvo pasirinktas kaip modelinis baltymas.

Sio darbo tikslas — nustatyti Tioflavino T jungimosi skirtumus tarp insulino amiloidiniy
fibriliy suformuoty 20 % acto rtigStyje ir insulino amiloidiniy fibrily suformuoty fosfatiniame

buferiniame tirpale.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti galimus struktirinius skirtumus tarp insulino fibriliy susidarusiy fosfatiniame
buferiniame tirpale ir 20 % acto riigstyje.

2. Nustatyti Tioflavino T jtakg insulino fibriliy susidarymo kinetikai fosfatiniame
buferiniame tirpale ir 20 % acto rugstyje.

3. Naudojant pusiausvyrinés dializés metodg, palyginti Tioflavino T jungimasi su

skirtingomis sglygomis susidariusiomis insulino fibrilémis .



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.Amiloidai

Terming ,,amiloidas“ pirmg kartg pristaté vokie¢iy mokslininkas Rudolfas Virchovas
(vok. Rudolf Virchow) 1845 metais. Mokslininkas $iuo terminu apibiidino makroskopinj audinio
nenormaluma, kuris pasizyméjo Sviesiai gelsva spalva ir teigiama jodo dazymo reakcija, kuri yra
budinga medziagoms turin¢ioms krakmolo. Mokslininkas nusprendé, kad tai medziaga turinti
celiuliozeés ir dél to davé amiloido pavadinimg. Terminas kiles i§ lotyny kalbos Zodzio amylum ir
graiky kalbos zodzio amylon, kurie reiskia krakmolg. 1859 metais du mokslininkai Fridrichas
(vok. Friedrich) ir Kekulé (pranc. Kekulé) atlike detalesnius tyrimus amiloidiniuose dariniuose
aptiko dideles azoto koncentracijas, tuo remiantis padaré iSvada, jog amiloidai susideda i$
baltymy, o ne i§ angliavandeniy, kaip buvo manyta iki tol. Nuo tada amiloidai yra laikomi
baltymais. Véliau jie buvo priskirti atskirai baltymy klasei, kuri pasizymi savybe formuoti fibriles
(Sipe et al. 2000).

Dabartinio histologinio termino ,,amiloidiniai agregatai” apibiidinimas sako, kad
amiloidai yra tarplastelinés baltymy sankaupos, prie kuriy prisijunges Kongo raudonasis dazas
skleidzia Zalig poliarizuota Sviesg. Laikui bégant buvo atrasti vis kitokie metodai medZziagy
savybéms ir sudéciai tirti. Molekuliy struktiiroms tirti buvo naudojamas rentgeno spinduliy
difrakcinis vaizdinimas. Rentgeno spinduliy pluosta praleidus pro surikiuotas amiloidines fibriles
ir i1Sanalizavus gautus difrakcinius vaizdus, buvo nustatyta, kad amiloidai sudaryti i§ B klosCiy
motyvy. B struktiiroje atskiros gijos i$sidés¢iusios statmenai fibriliy aSies kas 4,7 A, o
lygiagreciai fibriliy asies kas 10 A (1.1 pav.). Po elektroninio mikroskopo sukiirimo ir
panaudojimo amiloidinéms fibriléms tirti, buvo nustatyta, kad fibrilés yra ilgos, nesakotos, 6-12
nm skersmens, sudarytos i$ tvarkingai i$sidésciusiy tukstanciy peptidy / baltymy kopijy (Samir
K. Maji, Lei Wang, Jason Greenwald, Roland Riek, 2009).
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1.1 pav. A — amiloidiniy fibriliy elektroninio mikroskopo nuotrauka — ilgos ir neSakotos
struktiiros filamentai. B — Fibriliy rentgeno spinduliy difrakcijos vaizdas, budingos B-klostytam
struktiriniam motyvui (adaptuota i§ Maji et al. 2009).

1.2. Amiloidinés ligos

Daug ligy atsiranda todé¢l, kad baltymams nepavyksta susilankstyti i natyvig funkcing
struktiira ar ilikti $ioje busenoje. Sios patologinés salygos paprastai vadinamos Kklaidingu
baltymy susilankstymu ( klaidinga baltymy konformacija). Jos apima patologines bisenas,
kuriose baltymai jgave neteisinga konformacija negali atlikti savo funkcijos, tod¢él sumazéja
baltymo su taisyklinga konformacija, galincio atlikti savo jprastines funkcijas ir dél to i$sivysto
jvairios ligos. Sis, baltymy turinéiy teisinga konformacija, sumazéjimas gali pasireikiti kaip
rezultatas vieno i§ keliy potransliaciniy procesy, tokiy kaip padidéjusi endoplazminio tinklo
kokybés kontrolés degradacijos tikimybe, cistinés fibrozés atveju (Uversky Vn et al., 2006), ar
netinkamo baltymo paskirstymo ankstyvoje emfizemos stadijoje (Lomas DA et al., 2002). Taip
pat Siai grupei priklauso ligos susijusios su specifiniy peptidy ar baltymy pakitimu i$ jy tirpios
funkcionuojancios buisenos | labai taisyklingus, organizuotus fibrilinius agregatus — amiloidines
fibriles (Westermark P et al., 2005). Dél amiloidiniy fibriliy susikaupimo i$sivys¢iusios ligos

vadinamos amiloidozémis. Sios ligos gali biiti suskirstytos j tris grupes:

e Neurodegeneracinés ligos — baltymy agregacija ir amiloidy kaupimasis pasireiskia
smegenyse;

e Lokalizuotos amiloidozés: Sias ligas sukelia agregaty formavimas ir kaupimasis tam tikro
tipo audiniuose, i1$skyrus smegeny audinj;

e Sisteminés amiloidozés — baltymy agregacija ir amiloidy kaupimasis aptinkamas jvairaus

tipo audiniuose.



Atrandama vis daugiau baltymy, kurie neturi sarySio su amiloidozémis, taciau jie
formuoja fibrilinius agregatus, morfologiskai ir struktiiriSkai panasius j amiloidus (Stefani M. et
al., 2003; Uversky VN., et al, 2004). Tai rodo, kad amiloidiné striiktiira yra neatskiriama nuo
polipeptidiniy grandiniy, nors polinkis sudaryti tokig struktiirg priklauso nuo paties polipeptido
sekos. Taip pat yra atvejy kai amiloidines fibriles panaudoja tam tikros gyvos sistemos. Kai
kuriais iS$skirtiniais atvejais amiloidinés fibrilés yra taisyklinga ir siekiama tam tikry baltymy
komplekso struktiira. Pavyzdziui, amiloidinés fibrilés vory Silke ir bakterijy formuojamose
bioplévelése atlieka struktiiring funkcijg, Zmonése baltymy agregaty formoje yra saugomi kai
kurie hormonai, grybuose amiloidiniai baltymai pasizymi reguliacine funkcija (Pham CL et al.,
2014). Manoma, kad ateityje bus aptikta didesné baltymy jvairové, kurie lastelés ar organizmo

fiziologinémis salygomis sugeba formuoti amiloidines fibriles (Harrison et al., 2007).

1.3. Amiloidy formavimasis

Didel¢ jvairové baltymy ir peptidy kurie tarpusavyje neturi sekos ar strukttiry panasumy
gali suformuoti panaSias j amiloidines fibriles struktturas (Serpell L C et al.,, 1997). Visos
amiloidinés fibrilés yra suformuotos ir palaikomos vandeniliniy rySiy sgveikos tarp polipeptidy
Soniniy grupiy (Dobson C M et el., 1999). Manoma, kad tokia universali struktira gali biiti
energetiskai palankiausia polipeptido strukttra (Baldwin A Jet al., 2011). Yra nustatyta, kad
dalis fibriliniy agregaty yra termodinamiSkai stabilesni negu jy natyvi baltymo konformacija
(Shammas S L et al., 2011).

Amiloidiniy fibriliy formavimasis aiSkinamas dviejy etapy mechanizmu: lag fazés metu
susidaro branduoliai, eksponentinés fazés metu ilgéja fibrilés (1.2 pav.). (Hortschansky et al.,
2005; Nielsen et al.,, 2001b). Branduoliy susidarymas laikomas atsitiktine, reakcijos greitj
limituojancia stadija (Foder'a et al., 2008; Hortschansky et al., 2005). Pradiniy branduoliy
susirinkimui svarbiausia yra hidrofobiné sgveika (Nielsen et al., 2001a). Pirmajam aktyviajam
vienetui susiformuoti reikia tam tikros baltymo koncentracijos: lag faz¢ ilgéja mazéjant baltymo
koncentracijai, kol pasiekus kriting koncentracijos vert¢ agregacija nebevyksta (Kumar and
Udgaonkar, 2010). Agregaciniam centrui susiformavus prasideda ilgéjimo stadija, kai baltymo
monomerai arba oligomerai jungiasi prie fibrilés galy. Fibriliy ilgéjimas yra daug greitesnis
procesas, galintis vykti salygomis, nepalankiomis branduoliy susidarymui, dél to amiloidy

formavimosi varomaja jéga laikomas butent fibriliy augimas (Milto et al., 2013).
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1.2 pav. Sigmoidinis fibriliy susidarymo grafikas susidedantis i§ lag fazés, elongacijos
(ilgéjimo). Parametrai: ts0 — laikas, kai agregacija jpuséjo; tiesés nuolinkio kampas — agregacijos
greitis. (adaptuota i§ Gillam, MacPhee, 2013).

1.4. Insulinas kaip modelinis baltymas

Insulinas — nedidelis kasoje gaminamas ir j kraujg i$skiriamas polipeptidinis hormonas,
kurio mase¢ 5808 Da. Jis verCia raumeny ir kepeny lasteles i§ gliukozés gaminti glikogena, o
riebaly lasteles gaminti riebalus. Insulinas sudarytas i§ dviejy peptidiniy grandiniy (A grandiné -
21 aminorngstis, B grandiné - 30 aminoriig§¢iy). Abi grandinés yra susijungusios disulfidiniais
tilteliais A7-B7 ir A20-B19. A grandiné atskirai turi dar vieng disulfidinj tiltelj A6-All (1.3
pav.).
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Grandinés A erdving struktiirg sudaro dvi prieSingy krypCiy a-spiralés A2-A8 ir Al13-
A20. B grandinés erdviné struktiira susideda i§ dviejy laisvy polipeptidinés grandinés galy, kurie
viduryje sujungti a-spirale B9-B19 (1.4 pav.) (Smith et al., 1984).

1.4 pav. Antriné natyvaus insulino struktiira. A grandinei priklausancios a-spiralés — raudonos
sritys B grandinei priklausancios o spiralés — mélynos sritys. Oranzine spalva pavaizduoti

Tirpale insulinas gali sudaryti monomerus, dimerus, tetramerus ir heksamerus.
Organizmuose naudojanciuose insuling, baltymas yra saugomas cinko jony koordinuoto
heksamero forma, susidedancioje i$ dviejy cinko jony ir trijy insulino dimery (Nielsen et al.,

2001).
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1.5. Amiloidiniy insulino fibriliy struktiiry susidarymas

Nustatyta, kad parinkus skirtingas pradines sglygas, tas pats baltymas gali suformuoti
skirtingos strukttiros fibriles. Insulino agregacijos greitis priklauso nuo jo paties koncentracijos,
maiSymo intensyvumo, pH, joninés jégos, anijony koncentracijos, insulino fibriliy séklos
koncentracijos ir papildomy medziagy, tokiy kaip karbamido ir sacharozés koncentracijos
(Nielsen et al., 2001). Insulino savaiminei agregacijai inicijuoti pakanka zemos tirpalo pH ir
aukstos temperatiros. D¢l Siy sglygy sukeliamy iSoriniy jégy insulino molekulé priveréiama
pakeisti savo natyvig struktiirg. Pakitusios struktiiros insulino molekulés jungiasi tarpusavyje ir
suformuoja fibriles. Suagregavusio insulino fibrilés gali biiti sudarytos i§ 2, 4 ar 6 deSiniu sukiniu
susisukusiy protofibriliy (Jimenez et al., 2002). Keiciant agregacijos iniciacijos sglygas taip pat
kinta insulino molekulés konformacija. D¢l parinkty iSoriniy sglygy net ir mazi insulino
monomero B-klostés poky¢iai turi jtakos protofibriliy struktiirai (Sunde et al. 2002). Parinkus
skirtingas pH vertes inicijuojant insulino agregacija, yra suformuojamos skirtingos struktiiros
fibrilés (Sneideris et al., 2015). Todél parinkus skirtingas pradines agregacijos iniciacijos salygas,
pridedant jvairiy agregacijai reiSkmingy medziagy susiformuoja jvairiy struktiiry fibrilés

(Vestergaard et al. 2007).
1.6.Amiloidiniy dazy istorija ir ThT savybés

Po XX amziaus pradzios ir vidurio, histologinis amiloidy aptikimas buvo dazniausiai
atliekamas naudojant Kongo raudongjj daza, pritaikyta i$ audiniy pramonés. Deja, amiloidiniy
dariniy daZzymas naudojant Kongo raudongjj daza buvo sunkus ir reikalavo poliarizuotos Sviesos
mikroskopo naudojimo, taip pat buvo sunku interpretuoti mjslingg obuoliy zalsvumo spalva kuri
atsirasdavo dazui prisijungus prie amiloidiniy dariniy (Porat, Y, et al., 2006). Kongo raudonasis
dazas yra priskiriamas tiesioginiy dazy grupei, kuriy funkcija paremta giminiSkumo skirtumy tarp
fibriliy ir } fibriles nepanasiy medZiagy. Toks dazymo budas reikalavo plovimo po dazymo, dél
ypa¢ zymaus foninio spalvos intensyvumo.

1959 metais Vassaras ir Cullingas pademonstravo fluorescencinés mikroskopijos
potencialg amiloidiniy fibriliy diagnostikai novatoriskoje ataskaitoje apie specifinius amiloidy
dazus. Sie mokslininkai pirmieji parodé benzatiazolo dazo Tioflavino T (ThT) panaudojima kaip
stipriai veikiantj fluorescencinj amiloidy Zymen; fibriliy histologijoje (1.5 A pav.) (Findeis, M.
A. etal., 2000). Jie pabréze, kad ThT selektyviai lokalizuoja amiloidy sgnasas, iSkart po

suzadinimo padidéja fluorescencijos emisijos intensyvumas (1.6 pav.). Lyginant su keliais

11



Jprastais amiloidy dazais, jie rekomendavo ThT naudojimg amiloidy atvaizdavimui, nes jis yra

gerokai pranasesnis negu Kongo raudonasis ar metilo violetas (Findeis, M. A. et al., 2000).
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Pav.1.5. A - Tioflavino T molekuling struktara. B -Optinis dazo vaizdas, kuriame benzatiazolo ir
benzilamino grupés vaizduojamos skirtingose plokStumose. Sios molekulés grupés laisvai sukasi
apie C-C rysj. (Matthew Biancalana, et al., 2010)

Tyrimai atlikti 1980-1990 metais buvo svarbiis ThT parametry nustatymui. Naiki ir
LeVino buvo tarp pirmyjy kruopsciai charakterizavusiy fluorescencijos spektra ir ThT
prisijungimo parametrus. Jie pademonstravo, kad po prisijungimo prie fibriliy, ThT suzadinimo
maksimumas smarkiai pasislenka (nuo 385 iki 450 nm), taip pat smarkiai pasislenka emisijos
maksimumas (nuo 445 iki 482 nm). ThT fluorescencija padidéja tik tuo atveju, jei ThT molekulé
prisijungia prie amiloidiniy fibriliy (Vassar et al., 1959) (Pav.1.6.). ThT tirpus vandenyje ir
pasizymi vidutiniSku giminingumu fibriléms, tai daro ThT dar labiau tinkamg tyrimams. Svarbu

pabreézti, kad ThT vienodai efektyvus dazas jvairioms fibriléms tiek susintetintoms, tiek gautoms

1§ biologiniy Saltiniy.

400 -
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§
£ 200 |
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= 100 .
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460 480 500 520 540
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1.6 pav. Paveiksléliuose tekstas turi buti lietuviSkas Violetiné¢ spalva zymi dazo

fluorescencijos emisijos intensyvumag prisijungus prie amiloidiniy fibriliy. Mélyna spalva zymi
laisvo ThT dazo fluorescencijos emisija vandenyje. (Matthew Biancalana, et al., 2010).
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1.7. ThT fluorescencijos mechanizmas

Fluorescencijos sustipréjimas po prisijungimo prie fibriliy yra kruopsciausiai iStyrinéta
ThT savybé. Yra manoma, kad padidéjusi ThT fluorescencija yra rezultatas, kai selektyviai
jmobilizuojama viena ThT konformacija. Gausybé eksperimentiniy duomeny ir kvantiniy
mechanizmy prognozavimy siiilo, kad ThT elgiasi kaip ,,molekulinis rotorius®. Tirpale, Zemos
energijos barjeras leidzia ThT benzilamino ir benzatiazolo ziedams laisvai suktis apie juos
jungiantj anglies-anglies ry$j (1.5 pav. B). Sis sukimasis greitai numalgina_suzadinta bisena,
kurig sugeneruoja sugertas fotonas ir sukelia tik Zemga fluorescencijos emisijos intensyvuma kai
ThT yra laisvas. Bet, kai ThT sukimasis imobilizuotas jis ilgiau iSsaugo suzadinta biisena.
Suzadinta biisena grjzta | prading nesuzadintg biiseng tik iSspinduliuojant ilgesnés Sviesos bangos
fotong. Dél to zymiai iSauga fluorescencijos emisijos intensyvumas (1.6 pav.). Amiloidinés
fibrilés gali sudaryti palankig ThT jungimosi sritj (1.7 pav.), kuri erdviskai blokuoja ir suriSa

dazy molekulg, todél taip sukuria ThT fluorescencijos iSaugima.

—O0—0—=
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1.7 pav. ThT saveikos su amiloidinémis fibrilémis modelis. ThT Zymi abipusé rodyklé, 3 juostas
— vienpusés rodyklés, o aminortg$¢iy Sonines grupes — apskritimai (pritaikyta i§ Biancalana and
Koide 2010).

1.8.Vidinio filtro reiskinys

Vidinio filtro reiSkinys yra reikSminga klititis fluorescencijos metody naudojime.
Nauodojant dideles fluorofory (dazy) koncentracijas fluorescencijos intensyvumas ima Kisti
netiesiskai kei¢iant fluorofory koncentracija. Sis poveikis labai apsunkina tiksliy fluorescencijos
spektry gavimg ir fluorescenciniy dazy jungimosi parametry nustatymg. Vidinio filtro reiskinys
susidaro esant didelei fluorescenciniy dazy koncentracijai, kai fluorescencija Zadinanti Sviesa yra

sugeriama pradiniuose méginio sluoksniuose ir dél to vis maziau zadinancios Sviesos gali pasiekti
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vis gilesnj méginio sluoksnj. Dél $io reiSkinio didinant dazy koncentracijg fluorescencijos
intensyvumas nustoja Kisti. Todél fluorescencijos matavimai galimi tik iki tam tikros

fluorescenciniy dazy koncentracijos, kai vidinio filtro reiSkinio jtaka fluorescencijai yra maza

(Fonin AV et al., 2014).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos ir jranga

2.1.1 Naudotos medziagos
Acto ragstis (99,98%);
Fisher Scientific: H3POs, NaOH;
Sigma Aldrich: rekombinantinis zmogaus insulinas, tioflavinas T;
Carl Roth: sunkusis vanduo — deuterio oksidas (99,8 % D);

Acros Organics: natrio chloridas, NaH2POa.

2.1.2 Naudota jranga
Atominés jégos mikroskopas ,,Dimension lcon”;
Termocikleris ,,Qiagen Rotor-Gene Q*
Maisykle ,,CLASSIC Vortex Mixer” (VELP Scientifica);
pH-metras ,,Orion DUAL STAR meter” (Thermo Scientific);
Dializés zarna: 28,7 mm diametro ,,Zella Trans Roth” (pralaidumas iki 8 kDA);
Spektrofotometras fluorescencijai matuoti: ,,Varian Cary Eclipse”;
Spektrofotometras optiniam tankiui matuoti: ,,UV-1800" (Schimadzu);
Mikrodializés kamera (5 celés po 2 ml);
Ultragarsinis homogenizatorius ,,Bandelin Sonopuls* (antgalis: MS73);
Vandens gryninimo sistema ,,Simplicity UV system”.
FT-IR spektrometras ,,Bruker Optics ALPHA FT-IR*

2.1.3 Buferiniai tirpalai

Fosfatinis buferinis (FB) tirpalas: ruosiamas i$ fosfatinés riigsties ir mononatrio fosfato.
50 ml buferinio tirpalo buvo ruosiama i§ 45 ml denijonizuoto vandens, 2,9 ml 1M
fosfatinés rugsties ir 2,1 ml 1M mononatrio fosfato. pH-metru iSmatuojama pH verté ir

natrio $armu privedama iki reikiamos pH vertés (pH — 2,0).

20% Acto rugsties (AB) tirpalas: ruosiamas i§ 99,98% acto rugsties ir dejonizuoto

vandens. 99,98% acto ragstis skiedziama dejonizuotu vandeniu iki 20%. pH-metru
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matuojama pH reikSmé (pH-2,0). I 45 ml paruosto tirpalo jdedama 263 mg NaCl.

Galutiné natrio chlorido koncenracija tirpale — 100 mM, taris 45 ml.
2.2 Metodai

2.2.1 Fibriliy formavimas
IS Zmogaus rekombinantinio insulino formuojamos dviejy tipy fibrilés. Vienos
formuojamos fosfatiniame buferiniame tirpale (A fibrilés), kitos 20% acto rugsties tirpale (B
fibrilés). Abiejy tipy fibrilés formuojamos istirpinus 4,64 mg/ml insulino kristalus buferiniuose

tirpaluose ir inkubuojant 24 valandas 60°C temperataroje.

2.2.2 Fibriliy apdorojimas ultragarsu
Suformuotos A ir B tipo fibrilés (2.2.1) buvo skaldomos pasinaudojant ultragarsiniu
homogenizatoriumi ,,Bandelin Sonopuls“ su prijungtu MS73 antgaliu. Skaldymas buvo
vykdomas ledo vonioje 0°C, 10 minuéiy (ciklais po 30s skaldymo ir 30s pauzés) 50% amplitude.
Kiekvieno méginio gautas energijos kiekis nevirsijo 5,6 kJ. Apdorojant fibriles ultragarsu ilgos

fibrilés buvo suskaldytos j trumpesnes taip padidinant tirpalo homogeniskuma.

2.2.3 Dviejy tipy fibriliy méginiy ruosimas
Visuose tyrimuose naudojami dviejy tipy méginiai. A fibrilés suformuotuos FB tirpale ir
apdorotos ultragarsu (2.2.2) yra skiedziamos FB tirpalu iki reikiamos koncentracijos. B fibrilés
suformuotuos AB tirpale yra skiedZiamos AB tirpalu iki tokios pacios koncentracijos kaip
méginiuoe su A tipo fibrilémis. Todél kiekviename i§ tyrimy buvo naudoti 2 skirtingi tipai

méginiy, kurie skiriasi fibrilémis, bet lygiagriaciai yra visada tokios pacios koncentracijos.

2.2.4. Tioflavino T tirpaly ruoSimas
Tioflavinas T buvo ruoSiamas taip pat dviejy skirtingy tipy kaip ir fibrilés. Naudojant
insulino fibriles taip pat naudojami jvairios koncentracijos tioflavino T tirpalai. Ivairios ThT

koncentracijos buvo gautos 10 mM ThT vandeninj tirpalg skiedziant FB ar AB tirpalais.

2.2.5. FT-IR spektroskopijai skirty méginiy paruoSimas
Ruosiami 2 skirtingi méginiai i§ A ir B tipo fibriliy. Pirmiausiai j pirma mégintuveélj
Ipilama 1ml 800 pM A tipo fibriliy, ] antrg mégintuvelj jpilama tiek pat 800 UM B tipo fibriliy.
Abu mégintuvéliai  centrifuguojami 20 minuc¢iy 14000 aps/min grei¢iu. Abejuose

meégintuvelivose fibrilés nuséda ant dugno. IS kiekvieno méginio pasalinamas supernatantas. |
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meégintuvélius su nusédusiomis fibrilémis jpilama po 500 pl sunkiojo vandens ir vel
centrifuguojama 20 minuciy 14000 aps/min greiciu. Visas procesas pakartojamas dar 2 kartus. Po
paskutinio centrifugavimo pasalinus supernatantg ant mégintuvéliuose nusédusiy fibriliy
uzpilama po 1 ml sunkiojo vandens ir 2 min maiSoma. Per visg méginiy paruo$imo procesg buvo
stengiamasi kuo trumpiau laikyti mégintuvélius atidarytus, kad j sunkyjj vandenj nepatekty ore

esancios vandens molekulés.

2.2.6. Atominés jégos mikroskopija
Atominés jégos mikroskopijos (AFM) méginiai buvo ruosiami ant 1 cm aukstos kokybés
V1 zérucio plévelés uzlasinant 20 pul méginio. UzlaSintas méginys laikomas vieng minute ir tada
nuplaunamas dejonizuoto vandens srove. Nuplautas zérutis dziovinamas puciant suspaustg ora.
Atominés jégos mikroskopija atlickama Dimension Icon aparatu naudojant dinaminj virpanéiojo
zondo rézimg. Mikroskopuojant buvo naudojama PointProbe NCHR adata, kurios virpéjimo

daznis yra ~300 kHz.

2.2.7. Insulino fibriliy agregacijos kinetikos matavimai

Insulino fibriliy agregacijos kinetikos matavimai atlikti naudojant ,,Qiagen Rotor-Gene
Q“ realaus laiko PGR aparata (2.1 pav.). Sio aparato veikimo mechanizmas leidZia atlikti ne tik
PGR reakcijas, bet ir stebéti agregacijos tyrimus. Aparatas palaikydamas pastovig 60 "C
temperatiirg matuoja 36 atskiry méginiy fluorescencijos emisijos intensyvuma, Kurie rotoriuje
sukasi 400 aps/min grei¢iu. Agreguojant insulinui tioflavinas T jungiasi prie vis daugiau
susidariusiy insulino fibriliy ir dél to didéja fluorescencijos emisijos intensyvumas.
Fluorescencijos emisijos intensyvumas priklauso nuo reakcijos miSinyje esanciy insulino fibriliy
ir tioflavino T koncentracijos. ThT suzadinamas 470 nm bangos ilgio Sviesa, fluorescencijos

emisijos intensyvumas matuojamas ties 510 nm.
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2.1 pav. ,,Qiagen Rotor-Gene Q* aparato sandara.

2.2.8. Prisijungusio tioflavino T prie insulino fibriliy fluorescencijos matavimai

Tioflavino T prisijungusio prie insulino fibriliy fluorescencijos tyrimai buvo atlikti
naudojant ,,Varian Cary Eclipse” spektrofotometra. Fluorescencijos suzadinimo $viesos bankos
ilgis 450 nm, fluorescencija registruojama 455-650 nm §viesos bangos ilgio intervale.
Fluorescencijos registratoriaus plysio plotis ties 2,5 mm. Kai zadinanti $viesa pasiekia méginj,
fluorescencija registruojama 90° kampu. Naudota sumazinto tirio kiuveté V=70 pl, §viesos kelias
kiuvetéje 3 mm.

Tyrimas buvo atliktas A ir B tipo fibriléms. Tiriama kaip kei¢iasi Tioflavino T
florescencijos spektras didinant jo koncentracija. Pasirinktos 3 A ir 3 tokios pacios B fibriliy
koncentracijos — 200 uM, 400 uM, 800 uM. Tyrimas pradedamas nuo fluorescensijos spektro
registravimo kai kiuvetéje yra jpilta tik vieny fibriliy tirpalo nepridéjus tioflavino T — tai bazinis
fluorescencijos spektras, kuris véliau atimamas i$ visy, véliau uzregistruoty fluorescencijos
spektry tam paciam méginiui po ThT pridéjimo. ISmatavus bazinj spektra, | kiuvete pridedama
0,52 pl 1 mM tioflavino T tirpalo ir uzregistruojamas fluorescencijos spektras. Uzregistravus
pirmg spektrag vél pridedama 0,52 pl 1 mM ThT ir vél uzregistruojamas fluorescencijos spektras.
Tai kartojama dar 8 kartus. 11 karta pridedama 1,05 pl 1 mM ThT, iSmaiSoma ir
uzregistruojamas fluorescencijos spektras. 12 — 20 fluorescencijos spektry registravimas buvo
atliekamas pridéjus po 1,05 pl 1 mM ThT. Sis tioflavino T fluorescencijos spektry registravimas

didinat ThT koncentracija buvo atlickamas po 3 kartus su kiekviena A ir B fibriliy koncentracija.
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I$ vieno méginio gauty spektry buvo paimama po vieng fluorescencijos emisijos intensyvumo
verte, kai uzregistruotos fluorescencijos Sviesos bangos ilgis yra 480 nm. IS veréiy yra
nubraizoma fluorescencijos intensyvumo priklausomybés kreivé nuo tioflavino T koncentracijos

méginyje. Visa tai pakartota su visais méginiy spektrais.

2.2.9. Tyrimas su mikrodializés cele

Mikrodializés celé¢ sudaryta i§ dviejy kamery perskirty regeneruotos celiuliozés
membrana. Abejy kamery suminis tiris yra 2 ml, membrana kameras perskiria per celés vidurij,
vienos kameros turis yra 1 ml. Regeneruotos celiuliozés membrana turi tam tikro dydzio poras,
pro kurias gali laisvai judéti medziagos, kuriy moliné mas¢ nevirsija 8000 Da. Todél ji yra
pralaidi tioflavino T molekuléms ir nepralaidi insulino fibriléms.

Regeneruotos celiuliozés mambrana ruoSiama 1§ dializés zarnos. Nuo dializés Zarnos
ritinélio atkerpama 7cm ilgio dializés zarnos dalis. Nuo virSutinés ir apatinés dializés Zarnos
dalies atkerpama po 5 mm. Apkarpyta dializés zarna yra plaunama silpna dejonizuoto vandens
srove. Zarnai suminkstéjus, atskiriamas vienas sluoksnis dializés membranos. Atskirta membrana
iSdziovinama ir jdedama j mikrodializés celg. Dializés celé su membrana suverziama 7 varztais.

I vieng kameros pus¢ (1# kamera) pilama tam tikros koncentracijos 1 ml kurio nors tipo
insulino fibriliy. O | kita dializés kameros puse (2# kamera) buvo pilamas 1 ml tam tikros
tioflavino T koncentracijos tirpalas. Kadangi tioflavinas T laisvai gali judéti per membrang dél
difuzijos i 2# kameros pusés patenka j 1# kameros pusg, kurioje yra insulino fibrilés. Tioflavinas
T jungiasi prie fibriliy ir laisvo tioflavino T koncentracija mazéja abejose kameros pusése. Kai
tioflavinas T prisijungia prie visy insulino fibriliy jungimosi sri¢iy, ThT koncentracija nustoja
kisti. Abejose kamerose pasiekiama vienoda pusiausvyriné ThT koncentracija. Pusiausvyrinei
tioflavino T koncentracija pasiekti méginiai mikrodializés kamerose laikomi 24 valandas. 2#
kameroje lieka prie fibiriliy neprisjunges tioflavinas T.

Spektrofotometru iSmatuojame méginiy optinio tankio spektrus pries$ ir po koncentracijy
nusistovejimo mikrodializés celéje. Prie§ méginiy panaudojima mikrodializeés cel¢je iSmatuojame
insulino fibriliy ir laisvo tioflavino T optinio tankio spektrus. Po ty paciy méginiy koncentracijy
nusistovéjimo mikrodializés celéje iSmatuojami likusio laisvo, neprisijungusio prie insulino
fibriliy, tioflavino T optinio tankio spektras (méginys i§ 2# kameros) ir suminis laisvy insulino
fibriliy, tioflavino T, prisijungusio prie insulino fibriliy, ir laisvo tioflavino T neprisijungusio prie
insulino fibriliy, optinio tankio spektras (méginys i§ 1# kameros). Optinio tankio spektrai
pavaizduoti 2.2 pav.
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2.2 pav. Optinio tankio spektrai. Oranziné linija — laisvy insulino fibriliy spektras, pilka linija —
laisvo tioflavino T spektras, mélyna linija — laisvo tioflavino T, susijungusio tioflavino T su
insulino fibrilémis ir laisvy insulino fibriliy suminis spektras. Geltona linija — laisvo ir
susijungusio tioflavino T spektras. Zalia linija — tioflavino T susijungusio su insulino fibrilémis
optinio tankio spektras.

Remiantis $viesos adityvumo principu, galime iSskaifiuoti laisvo ir susijungusio
tioflavino T spektra, bei tioflavino T susijungusio su insulino fibrilémis spektra. Laisvo ir
susijungusio su insulino fibrilémis tioflavino T spektra (2.2 pav. juoda linija) gauname i§ laisvy
fibriliy, susijungusio ir laisvo tioflavino T spektro atimdami laisvy fibriliy spektra (2.2 pav.
meélyna linija). I$ laisvo ir susijungusio su insulino fibrilémis tioflavino T spektro (2.2 pav. juoda
linija) atimame laisvo tioflavino T spektrg (2.2 pav. geltona linija), gauname tioflavino T
susijungusio su insulino fibrilémis spektra.

Tioflavino T koncentracija i§ 2# kameros buvo nustatoma optinio tankio spektrometru.
Laisvas ThT pasizymi didesniu optiniu tankiu 380-450 nm bangos ilgio diapazone. Kintant
tioflavino T koncentracijai tiesiskai kinta ir optinio tankio intensyvumas. ISmatavus optinj tankj
5-ioms tikslioms tioflavino T koncentracijoms — 20 uM, 40 puM, 60 uM, 80 uM, 100 uM,
nubréziama kalibraciné kreivé. Ji naudojama nustatyti tioflavino T ekstinkcijos koeficientui ir
patikrinti ar didinant tioflavino T koncentracija optinis tankis kinta tiesiskai. Ekstinkcijos
koeficientas e (I-mol™-cm™) skai¢iuojamas pagal lygti:

e=1 (1)

C — zinoma tioflavino T koncentracija (mol/l), | — §viesos kelias (1cm), A — optinio

tankio intensyvumas. Ekstinkcijos koeficientas naudojamas nustatyti ThT koncentracijai kai yra
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zinomas tik optinio tankio intensyvumas. IS dializés kamery gauty tioflavino T méginiy

koncentracija nustatoma iSmatavus optinio tankio intensyvumag ir suskaiciuojant pagal lygt;:

C =% @)

2.2.10. Jungimosi konstantos k;, ir jungimosi santykio n nustatymas

Nustatant tioflavino T jungimosi konstantg buvo braizomas Scatchard grafikas. Buvo
naudojamos i§ dializés celés duomeny iSskaiCiuotos prisijungusio ir laisvo tioflavino T
koncentracijos ir pradiné insulino fibriliy koncentracija. Grafike ant abscisiy asies atidedama
prisijungusio tioflavino T ir bendra insulino fibriliy koncentracijy santykio Cp/Cp vertés (Cp —
prisijungusio tioflavino T koncentracija, Cp — bendra insulino fibriliy koncentracija). Ant
ordinaciy aSies atidedama Cn/Cp vertés padalintos i$ po prisijungimo likusios laisvos tioflavino T
koncentracijos Cr¢ , (Co/Cp)/Ct. Grafike atidedamos atitinkamos reiskmés ir vykdoma jy

aproksimacija j ties¢. Gaunama tiesés lygtis:

y=ax+b €))
I$ jos iSreiSkiame tiesés Krypties koeficienta a:
—Y=b
a=L @

Scatchard grafike tiesés krypties a koeficientas atitinka neigiama kp reikSme:
k, =—a (5)
Taip pat Scatchard grafiko pagalba nustatoma tioflavino T ir insulino fibriliy jungimosi
sri¢iy santykis n. Jungimosi santykio reikSmé 6 n lygi x reikSmei, kai aproksimuota tiesé kerta

abscisiy asj, ty. y = 0:

n=— (6)

2.2.11. FT-IR spektroskopija
FT-IR spektrai registruojami naudojant ,,Bruker ALPHA® spektroskopa. Neardyty

ultragarsu fibriliy méginys, kurio tiris V=30 L jpilamas j CaF, matavimo cele. Si celé pasizymi
labai maza infraraudonos $viesos sugertimi 4000 — 1200 cm™ ruoze, todél spektrai registruojami
Siame intervale. FT-IR spektras registruojamas su 2 cm™ 256 kartus ir i§ uzregistruoty spektry
iSvedamas vidurkis. Prie§ registruojant spektrus yra uzregistruojami oro spektras, kuris sukelia
triukSmus dél jame esanéiy vandens molekuliy, ir uzregistruojamas sunkiojo vandens spektras,

kurie yra véliau panaudojami apdorojant gautus méginiy spektrus.
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2.3. Duomeny apdorojimas

2.3.1. FT-IR spektro duomeny apdorojimas
Uzregistruoti méginiy spektrai yra apdorojami tam, kad biity paprasciau juos palyginti

tarpusavyje. Spektrai apdorojami GRAMS/AI 8 programa. Spektry apdorojimas vyksta Sia

tvarka:

1. Atimamas sunkiojo vandens D,O spektras.

2. Atimamas oro spektras.

3. Padaroma bazinés linijos pataisymas. Sukuriama nauja baziné linija 1700 - 1570 cm™
intervale.

4. Baziné linija nuleidziama iki nulinés y asies reikSmés.
5. Spektras su nuleista bazine linija normalizuojamas padalinant spektrg i§ jo paties
1700-1570 cm ploto.

2.3.2. Insulino agregacijos kinetikos duomeny apdorojimas

Spontaning insulino agregacija galima apraSyti sigmoidiniu modeliu (2.3 pav.), kuris
susideda i$ trijy faziy. Per pirmaja (lag) faze¢ natyvus insulino baltymas destabilizuojasi ir
pakeicia savo struktiirg. Destabilizaves insulinas formuoja pirminius monomerus, kurie jungiasi j
agregacijos branduolius. Pirmosios fazés metu, kol dar yra susiformave tik agregacijos
branduoliai tioflavino T fluorescencijos intensyvumas nedid¢ja ir iSlieka minimalus. Antrosios
fazés (augimo) metu, prasideda eksponentinis branduoliy ilgéjimas, formuojasi ilgos insulino
fibrilés. Sios fazés metu fluorescencijos intensyvumas auga, nes tioflavinas T prisijungia prie vis
daugiau susidarusiy fibriliy. Paskutinés treCios fazés metu (agregacijos pabaiga) agregacija
sustoja, nes nebelieka laisvy insulino molekuliy, todél tioflavino T fluorescencijos intensyvumas

stabilizuojasi ir nekinta.
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2.3 pav. Insulino fibiliy agregacija rodanti schema.

Tam, kad duomenis bty galima lyginti tarpusavyje, jie normalizuojami pagal formulg 8:

V= Y—Ymin (8)

Ymax—Ymin

kur, y,, — nomalizuotas fluorescencijos intensyvumas, y,,;, — minimali fluorescencijos
reikSme, ¥4, — maksimali fluorescencijos verté. Normalizuoty duomeny reikSmés nebiina
mazesnés uz 0 ir nedidesnés uz 1.

I$ normalizuoty duomeny, eksponenting krievés dalj aproksimuojame j tiese. A, reik§me
gauname, kai ties¢ kerta absciSiy asj, A, reikSmé gaunama, kai ties¢ pasiekia reikSme lygia 1.
Apskaitiuojame t,, reikSme, kuri parodo po kiek laiko nuo agregacijos pradzios yra pasiekiama
pus¢ maksimalios fluorescensijos vertés ir naudojama agregacijos greiciui jvertinti. ¢y, reikSme
Normalizuoti duomenys gluodinami Boltzmann‘o sigmoide (Banerjee, Das, 2012), kuri apraSoma

lygtimi 9.

_ A+A,
Y = TreGxoyax

+ 4, ©)
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Insulino fibriliy struktiiry nustatymai atominés jégos mikroskopu

Pradinis tyrimy uzdavinys yra pasigaminti insulino fibriliy AB ir FB tirpaluose. Insulino
kristalai iStirpinami skirtinguose buferiniuose tirpaluose. Insulino koncentracija AB ir FB
tirpaluose 4,64 mg/ml. Insulinas agreguojamas 24 val. 60 °C.

Po spontaninés insulino agregacijos, kuri buvo vykdoma AB ir FB tirpaluose, buvo
norima nustatyti ar insulinas suformavo fibriliy tipo agregatus tiek AB, tiek ir FB tirpaluose.

Insulino agregatai tikrinami pasinaudojant atominés jégus mikroskopu (3.1 pav.).

3.1 pav. Atominés jégos mikroskopu padarytos nuotraukos. A — 800 pum ultragarsu neskaldyty
insulino agregaty suformuoty FB tirpale nuotrauka. B — 800 pum ultragarsu neskaldyty insulino
agregaty nuotrauka suformuoty AB tirpale. Nuotraukos plotis 5 pm.

I$ atominés jégos mikroskopu padaryty nuotrauky (3.1 pav.) matome, kad insulinas po
spontaninés agregacijos FB ir AB tirpaluose suformuoja panasias, jvairaus ilgio, nesakotas, 4-10
nm skersmens fibriles, linkusias sukibti tarpusavyje ir sudaryti didesnius agregaty darinius. Taip
pat matome, kad AB tirpale insulino fibriliy yra daugiau negu FB tirpale. AB tirpale fibrilés
pasizymi didesniu skersmeniu ir labiau linkusios sudaryti didesnius agregaty darinius, nei
insulino fibrilés FB tirpale. Atominés jégos mikroskopijos nuotraukos taip pat parodo, kad po
spontaninés agregacijos tiek FB, tiek ir AB tirpaluose insulinas suformuoja j fibriles panasias

strukturas.
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3.2 Insulino struktury palyginimas naudojant FT-IR spektroskopija

Skirtumy nustatymui fibriliy antringje strukttiroje tarp skirtinguose FB ir AB tirpaluose
suformuoty fibriliy buvo naudojama FT-IR spektroskopija. Naudojant FT-IR spektroskopijg ir
i§matavus infraraudonos §viesos sugerties spektrus nuo 1700 cm™ iki 1570 cm™ galima nustatyti
ar yra struktiiriniy skirtumy p-klostése. Infraraudonos $viesos, insulino fibriliy suformuoty FB ir

AB tirpaluose, sugerties spektrai pavaizduoti 3.2 pav.

Sviesos sugertis, s. vnt.
h L

1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580
Bangos skaitius, cm™*

3.2 pav. FT-IR infraraudonos §viesos sugerties spektry palyginimas. Zalia linija — fibriliy,
suformuoty AB tirpale, infraraudonos $viesos sugerties spektras. Raudona linija - fibriliy,
suformuoty FB tirpale, infraraudonos Sviesos sugerties spektras.

Paveikslas vaizduoja fibriliy suformuoty AB ir FB tirpaluose, infraraudonosios sviesos
sugertj amido | ruoze. Fibriliy suformuoty FB tirpale sugerties spektro maksimumas yra ties 1629
cm?, fibriliy suformuoty AB tirpale infraraudonosios $viesos sugerties maksimumas yra ties
1627 cm™. Matome, kad tarp skirtinguose tirpaluose suformuoty insulino fibriliy yra 2 cm™
spektry poslinkis. Taip pat matome, kad nuo 1680 cm™ iki 1650 cm™ yra infraraudonos §viesos
spektry issiskyrimas. Sie §viesos sugerties spektry poslinkiai ir i§siskyrimai amido I ruoZe
parodo, kad insulino fibrilés suformuotos AB tirpale ir insulino fibrilés suformuotos FB tirpale
skiriasi savo fibriliy struktiira. Todél galima teigti, kad insulinas 20% acto rtugstyje suformuoja

kitokios struktiiros fibriles, nei insulino fibrilés suformuotos fosfatiniame buferiniame tirpale.
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3.3. Tioflavino T poveikio insulino fibriliy susidarymo kinetikai nustatymas

Tioflavino T poveikio insulino fibriliy susidarymo kinetikai tyrimai buvo atliekami
naudojant ,,Qiagen Rotor-Gene Q* jrenginj. Buvo paruosti 6 skirtingi méginiy miSiniai. Pirmi 3
meéginiai pagaminti FB tirpale, kuriame buvo 100 uM insulino. 1 méginyje jdéta 12,5 uM, 2
méginyje 25 puM, 3 méginyje 37,5 UM tioflavino T. Lik¢ 3 méginiai pagaminti AB tirpale,
kuriame buvo 100 pM insulino. 4 méginyje jdéta 12,5 uM, 5 méginyje 25 uM, 6 méginyje 37,5
MM tioflavino T. Kiekvienas méginys iSpilstytas j 6 (200 ul talpos) mégintuvélius.

Agregacija buvo vykdoma 20 valandy, 60 °C temperatiiroje. Uzregistruoti insulino

agregacijos kinetikos duomenys normalizuoti ir pavaizduoti 3.3 pav.
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Laikas t, min

Normalizuotas fluorescencijos intensyvumas

3.3 pav. Normalizuoti insulino agregacijos kinetikos grafikai. Zydra, mélyna ir juoda — insulinas
itirpintas FB tirpale. Zydra kreivé — tioflavino T koncentracija 12,5 pM, mélyna — 25 puM, juoda
— 37,5 UM. Geltona, oranzin¢ ir raudona — insulinas istirpintas AB tirpale. Geltona kreivé —
tioflavino T koncentracija 12,5 uM, oranziné — 25 uM, raudona — 37,5 M.

3.3 pav.Matome kaip keiCiasi tioflavino T fluorecencijos emisijos intensyvumas
agreguojant insulinui skirtinguose tirpaluose ir esant skirtingai tioflavino T koncentracijai. I§ Siy
duomeny iSskai¢iuojame agregacijos puslaikio (laikas per kurj suagreguoja pese¢ insulino

molekuliy) t; , reikSme. Gautos t; /, reikSmés pavaizduojamos grafiskai 3.4 pav.
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3.4 pav. ty/, reikSmés priklausomybé nuo tioflavino T koncentracijos ir tirpalo, kuriame buvo
iStirpintos insulino molekulés. Mélyni stulpeliai — insulinas iStirpintas FB tirpale, oranziniai —
insulinas iStirpintas AB tirpale.

IS pav.3.4. matome, kad insulino agregacijos puslaikis FB tirpale nepriklauso nuo
tioflavino T koncentracijos ir svyruoja nuo 550 minuciy iki 700 minuciy. Taip pat i§ 3.4 pav.
galime nustatyti, kad insulinas grei¢iau agreguoja AB tirpale. Insulinas AB tirpale agreguoja
priklausomai nuo tioflavino koncentracijos. Esant 12,5 uM tioflavino T pusé insulino molekuliy
suagreguoja per 280 minuéiy, esant 25 uM per 406 minutes, esant 37,5 uM per 453 minutes.
Agregacijos puslaikio skirtumas tarp jdéto 12,5 uM ir 25 uM tioflavino T yra 126 minutés, o tarp
idéto 12,5 uM ir 37,5 uM tioflavino T yra 173 minutés. Agregacijos vidutinis skirtumas tarp
jdéto 25 uM ir 37,5 uM tioflavino T yra 47 minutés. Todél galime manyti, kad insulino
agregacijos greitis AB tirpale priklauso nuo tirpale esancios tioflavino T koncentracijos. Didinant
tioflavino T koncentracija insulino agregacija sulétéja. Todél galime teigti, kad tioflavinas T AB
tirpale tiesiogiai stabdo insulino agregacija, trukdydamas prisijungti insulino molekuléms prie

besiformuojanciy fibriliy.
3.4. Tioflavino T prisijungusio prie insulino fibriliy fluorescencijos tyrimas

Buvo tiriama tioflavino T, prisijungusio prie ultragarsu skaldyty insulino fibriliy,
fluorescencijos emisijos intensyvumo priklausomybé nuo tioflavino T koncentracijos méginyje.
Tioflavino T fluorescencijos emisijos intensyvumas buvo matuojamas spektrofluorimetru. ]|
kiuvete, kurioje buvo jpilta 70 pl insulino fibriliy tirpalo, buvo pilamas didelés koncentracijos

tioflavino T tirpalas (1 mM) ir matuojama jo fluorescencija. Nubraizomi grafikai vaizduojantys
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tioflavino T fluorescencijos emisijos intensyvumo priklausomybe nuo jo koncentracijos (3.5 pav.
ir 3.6 pav.).
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3.5 pav. Tioflavino T, prisijungusio prie fibriliy suformuoty FB tirpale, fluorescencijos
intensyvumo priklausomybé nuo Tioflavino T koncentracijos. Mélyna kreivé — ThT
fluorescencijos intensyvumas, kai pradiné insulino koncentracija 200 uM, zalia kreivé — pradiné
insulino koncentracija 400 puM, oranziné kreivé — pradiné insulino koncentracija 800 uM.
Vertikalios tiesés vaizduoja tioflavino T koncentracijg ir fluorescencijos emisijos intensyvumas,
kai yra pasiekiama 98% maksimalios fluorescencijos vertés.

Nubraizius fluorescencijos emisijos priklausomybés grafikus (3.5 pav.), apskai¢iuojama
tioflavino T koncentracija, kai pasiekiama 98% maksimalios fluorescencijos vertés. Prisijungusio
tioflavino T fluorescencijos emisijos intensyvumo priklausomybés nuo jo koncentracijos tyrimas
atliktas su 3-jomis skirtingomis pradinémis insulino fibriliy su formuoty FB tirpale,
koncentracijomis. Esant pradinei 200 pM insulino fibriliy koncentracijai (galutiné koncentracija
162,3 puM), 98% fluorescencijos emisijos intensyvumo verté pasiekiama kai tioflavino T
koncentracija yra 68 pUM. Méginyje esant pradinei 400 uM insulino fibriliy koncentracijai
(galutiné koncentracija 324,6 uM), 98% fluorescencijos emisijos intensyvumo verté pasiekiama
kai tioflavino T koncentracija yra 87 puM. Méginyje esant pradinei 800 uM insulino fibriliy
koncentracijai (galutiné koncentracija 649,1 uM), 98% fluorescencijos intensyvumo intensyvumo
verté pasiekiama kai tioflavino T koncentracija yra 109 pM. Pradiné insulino fibriliy
koncentracija skiriasi nuo galutinés fibriliy koncentracijos, nes prie$ kiekviena flurescencijos
matavimg yra pridedama tik tioflavino T tirpalo, todél bendras tuiris kiuvetéje didéja, o insulino

fibriliy koncentracija mazéja (pradinis V=70 pl, galutinis V=86,28 pul).
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Prisijungusio tioflavino T prie insulino fibriliy fluorescencijos emsijos intensyvumo
priklausomybés nuo jo koncentracijos tyrimas taip pat buvo pakartotas su insulino fibrilémis,
suformuotomis AB tirpale (3.6 pav.). Buvo naudojamos tos pacios pradinés insulino fibriliy
koncentracijos (200 uM, 400 uM, 800 uM), kaip ir tyrime pries tai, su insulino fibrilémis kurios

suformuotos FB tirpale.
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3.6 pav. Tioflavino T, prisijungusio prie fibriliy suformuoty AB tirpale, fluorescencijos emisijos
intensyvumo  priklausomybé nuo koncentracijos. Mélyna kreivé — ThT fluorescencijos
intensyvumas, kai pradiné insulino koncentracija 200 puM, zalia kreivé — pradiné insulino
koncentracija 400 uM, oranziné kreivé — pradiné insulino koncentracija 800 uM. Vertikalios
tiesés vaizduoja tioflavino T koncentracija ir fluorescencijos intensyvuma, kai yra pasiekiama
98% maksimalios fluorescencijos vertés.

Nubraizomi fluorescencijos emisijos intensyvumo priklausomybés grafikai nuo
tioflavino T ir insulino fibriliy koncentracijy (3.6 pav.). Apskai¢iuojama tioflavino T
koncentracija, kai pasiekiama 98% maksimalios fluorescencijos vertés. Esant pradinei 200 pM
insulino fibriliy koncentracijai (galutiné koncentracija 162,3 pM), 98% fluorescencijos emisijos
intensyvumo verté pasiekiama kai tioflavino T koncentracija yra 60 pM. Méginyje esant pradinei
400 uM insulino fibriliy koncentracijai (galutiné koncentracija 324,6 puM), 98% fluorescencijos
emisijos intensyvumo verté pasiekiama kai tioflavino T koncentracija yra 64 pM. Méginyje esant
pradinei 800 uM insulino fibriliy koncentracijai (galutiné koncentracija 649,1 pM), 98%

fluorescencijos emisijos intensyvumo verté pasiekiama kai tioflavino T koncentracija yra 68 puM.
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3.6 pav. matome, kad didéjant tioflavino T koncentracijai méginyje nuo 110 uM iki 190
MM, fluorescencijos emisijos intensyvumas mazéja. Fluorescencijos emisijos intensyvumas
mazeja del dviejy priezasciy: insulino fibriliy koncentracijos mazéjimo meginyje ir pasireiSkusio
tioflavino T vidinio filtro reiskinio. Fluorescencijos intensyvumo sumazéjimas labiau pastebimas
naudojant tioflaving T, kuris buvo skiestas 20% acto rtgsties tirpalu (3.6 pav.), negu naudojant
tioflaving T, kuris buvo skiestas fosfatiniu buferiniu tirpalu (3.5 pav.). Tai yra dél to, kad 20%
acto rugsties tirpale skiestas tioflavinas T pasizymi didesniu optiniu tankiu 380- 450 nm
diapazone negu tioflavinas T skiestas fosfatiniu buferiniu tirpalu (3.8 pav.), todél vidinio filtro
reiSkinys pasireiSkia stipriau tioflavinui T skiedZiamam su 20% acto riigsties buferiniu tirpalu.

Apskaiciavus tioflavino T koncentracijas, kai pasiekiama 98% maksimalios
fluorescencijos vertés, gautos koncentracijy reiSkmés lyginamos tarp fibriliy suformuoty FB

tirpale ir fibriliy suformuoty AB tirpale (3.7 pav.)
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3.7 pav. Tioflavino T koncentracijos, kai pasiekiama 98% maksimalios fluorescencijos vertés.
Mélyni stulpeliai — tioflavinas T jungiasi prie insulino fibriliy suformuoty FB tirpale, oranziné —
tioflavinas T jungiasi prie insulino fibriliy suformuoty AB tirpale. 200 uM, 400 uM, 800 uM —
pradinés insulino fibriliy koncentracijos.

Histogramoje (3.7 pav.) matome, kad 98% maksimalios fluorescencijos emisijos vertés
pasiekiama esant didesnei ThT koncentracijai, kai jis jungiasi prie insulino fibriliy suformuoty
FB tirpale lyginant su fibrilémis suformuotomis AB tirpale. Sis tioflavino T koncentracijy
skirtumas, pastebimas su visomis 200 uM, 400 puM, 800 puM pradinémis insulino fibriliy

koncentracijomis. Didinant pradine insulino fibriliy koncentracijg, tioflavino T koncentracijy
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skirtumas, tarp tioflavino T prisijungusio prie fibriliy suformuoty FB tirpale ir insulino fibriliy
suformuoty AB tirpale, taip pat didéja.

Keiciant pradine insulino fibriliy koncentracija taip pat keiciasi reikalinga tioflavino T
koncentracija, norint pasiekti 98% maksimalios fluorescencijos vertés. Padidinus prading fibriliy
koncentracija didéja reikiama tioflavino T koncentracija. Bet reikiama tioflavino T koncentracija
didéja nevienodai lyginant tarp fibriliy suformuoty FB tirpale ir fibriliy suformuoty AB tirpale.
Padidinus insulino fibriliy koncentracijg suformuoty FB tirpale nuo 200 uM iki 400 puM
tioflavino T koncentracijos pokytis yra 19+9 uM, padidinus nuo 400 uM iki 800 uM tioflavino T
koncentracijos pokytis yra 22+11 pM, didinant nuo 200 pM iki 800 pM tioflavino T
koncentracijos pokytis yra 41+12 uM. Padidinus insulino fibriliy koncentracija suformuoty AB
tirpale nuo 200 uM iki 400 uM tioflavino T koncentracijos pokytis yra 4+7 uM, padidinus nuo
400 uM iki 800 uM tioflavino T koncentracijos pokytis yra 4+2 uM, didinant nuo 200 uM iki
800 uM tioflavino T koncentracijos pokytis yra 85 pM.

Remiantis tioflavino T, prisijjungusio prie insulino fibriliy, fluorescencijos tyrimo
duomenimis galime daryti iSvadg, kad tioflavinas T skirtingai jungiasi prie insulino fibriliy
suformuoty FB ir AB tirpaluose. Todél galime teigti, kad insulino fibrilés suformuotos FB tirpale
skiriasi savo struktiira ir tioflavino T prisijungimo sritimis, lyginant su fibrilémis suformuotomis

AB tirpale.

3.5. Tioflavino T jungimosi prie insulino fibriliy jungimosi konstantos kp,

nustatymas

Tioflavino T jungimosi konstantos nustatyme buvo naudojama pusiausvyrinés
mikrodializés celé. Méginiai, kurie buvo matuojami mikrodializés celéje, pries ir po
mikrodializés uzregistruoti $viesos optinio tankio spektrai. Pirmiausiai, pries pradedant atlikti
tyrimus su mikrodializés cele, buvo iSmatuoti gryno FB ir AB tirpaluose skiesto tioflavino T
optinio tankio spektrai. ISmatuotos 5 skirtingos tioflavino T koncnetracijos: 20 uM, 40 uM, 60
MM, 80 uM, 100 pM, spektrai pavaizduoti 3.7 pav.
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3.7 pav. Tioflavino T optinio tankio spektrai. Matuotas optinis tankis nuo 330 nm iki 490 nm.
M¢élynos linijos - tioflavino T, skiesto FB tirpale, optinio tankio spektrai, oranzinés linijos -
tioflavino T, skiesto AB tirpale. 1, 2, 3, 4, 5 — tioflavino T skiesto FB ir AB tirpaluose
koncentracijos — 20 uM, 40 pM, 60 pM, 80 puM, 100 uM. Vertikali mélyna ties¢ — Zymi
tioflavino T skiesto FB tirpale §viesos bangos ilgj esant maksimaliam optiniam tankiui. Vertikali
oranziné tiesé — Tioflavino T skiesto AB tirpale Sviesos bangos ilgj esant maksimaliam optiniam
tankiui.

Uzregistravus spektrus pastebéta, kad tioflavino T skiesto AB tirpale optinio tankio
maksimumas pasistimes j deSine pus¢ (3.7 pav., vertikali oranziné tiesé), link didesnio $viesos
bangos ilgio, lyginant su tioflavino T skiesto FB tirpalu (3.7 pav., vertikali mélyna tiesé).
Tioflavino T skiesto FB tirple optinio tankio maksimumas yra ties 411+0,5 nm, o tioflavino T
skiesto AB tirpale, optinio tankio maksimumas yra ties 418+0,5 nm, o jy skirtumas lygus 7+1
nm.

Is 3.7 pav. duomeny, paimamos optinio tankio reik§més, i§ visy 5-iy tioflavino T
koncentracijy ties 411 nm bangos ilgiu, kai ThT skiestas FB tirpale. Tas pats padaroma su ThT
skiestu AB tirpale, tik optinio tankio reik§més yra paimamos ties 418 nm. Sios reikimés
atidedamos grafiskai 3.8 pav. Atidétoms vertéms jvykdoma aproksimacija j 2 atskiras tieses —

viena tiesé tioflavinui T skiestam AB tirpale ir kita tioflavinui T skiestam FB tirpale. Nustatomos

tiesés lygtys ir koeficientas R2.
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3.8 pav.Tioflavino T optinio tankio priklausomybé nuo jo paties koncentracijos. Mélyna tiesé —
tioflavino T skiesto FB tirpale optinio tankio priklausomybé (A = 411 nm) . Oranziné linija —
tioflavino T skiesto AB tirpale optinio tankio priklausomybé (A =418 nm).
Aproksimavus pasirinktas reik§més j tiese, gauname R? koeficienta. R? koeficientas rodo,
kaip tiksliai reikmés atitinka tiesg. Tioflavino T, skiesto FB tirpale, R? = 0,9998, o tioflavino T,
skiesto AB tirpale R? = 0,9997. Abi R? reikémés yra labai artimos 1, Kai tioflavino T
koncentracija nevirSija 100 uM. Todél galime teigti, kad Siose tioflavino T koncentracijose
optinio tankio intensyvumas tiesiSkai priklauso nuo jo paties koncentracijos. Tai labai svarbu
norint paskaiCiuoti teisingg tioflavino T ekstinkcijos koeficienta. Ekstinkcijos koeficientas
skaiCiuojamas pagal (1) formule. Naudojant kiekvieng tioflavino T, skiesto FB tirpale, optinio
tankio verte, apskaiciuojamas kiekvienos vertés ekstinkcijos koeficientas ir iSvedamas vidurkis €
= 17923+11 Mt.cm™. Tokiu paciu metodu apskaiciuojamas tioflavino T, skiestu AB tirpalu,
ekstinkcijos koeficientas € = 21814+14 M™*.cm™. Ekstinkcijos koeficienta naudosime nustatyti
tioflavino T koncentracijai, iSmatavus jo optinj tankj. Taip pat 3.8 pav. matome, kad tioflavinas
T, skiestas AB tirpale, pasizymi didesniu optiniu tankiu, negu tioflavinas T skiestas FB tirpale.
Po atlikty S$viesos sugerties tyrimy su grynu tioflavinu T, pradedama naudoti
mikrodializés célé. Jos pagalba buvo gauti tioflavino T prisijungusio prie insulino fibriliy optinio
tankio spektrai. 3.9 pav. pavaizduoti 4-iy, skirtingy pradiniy misiniy kombinacijy optinio tankio
spektrai, gauti naudojant prading 25 UM tioflavino T ir insulino fibriles 100 uM bei 200 uM,

suformuotas FB ir AB tirpaluose.
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3.9 pav. Tioflavino T ir insulino fibriliy optinio tankio spektrai. Oranziné linija — laisvy insulino
fibriliy spektras, pilka linija — laisvo tioflavino T spektras, mélyna linija — laisvo tioflavino T,
susijungusio tioflavino T su insulino fibrilémis ir laisvy insulino fibriliy suminis spektras.
Geltona linija — laisvo ir susijungusio tioflavino T spektras. Zalia linija — susijungusio tioflavino
T su insulino fibrilémis optinio tankio spektras. A ir B — optinio tankio spektrai, kai tioflavinas T
ir insulino fibrilés yra FB tirpale. A — insulino fibriliy koncentracija 100 uM, B — 200 pM. C ir D
— optinio tankio spektrai, kai tioflavinas T ir insulino fibrilés yra AB tirpale. C — insulino fibriliy
koncentracija 100 uM, D — 200 uM. A, B, C, D grafikuose laisvo tioflavino T koncentracija yra
vienoda - 25 uM.

IS 3.9 pav. matome, kad didinant prading insulino fibriliy koncentracija, prisijungusio
tioflavino T su insulino fibriléms optinio tankio spektro intensyvumas taip pat auga tiek
naudojant insulino fibriles suformuotas FB buferyje (3.9 pav. A-B), tiek naudojant fibriles

suformuotas AB buferyje (3.9 pav. C-D). Tioflavino T susijungusio su insulino fibrilémis optinio

tankio maksimalus intensyvumas pasiekiamas ties 449+1 nm. Sis §viesos bangos ilgis kai optinis
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tankis yra didziausia yra vienodas tioflavino T susijungusio FB ir AB tirpaluose suformuotomis
fibrilémis. AnksCiau nustatéme, kad laisvas tioflavinas T FB ir AB tirpaluose optinio tankio
maksimumas pasiekiamas ties skirtingais bangos ilgiais. Bet kai tioflavinas T prisijungia prie
insulino fibriliy, jo optinio tankio maksimumas FB ir AB tirpaluose tampa vienodas. Todél
galime teigti, kad tioflavinas T tokiu pac¢iu budu jungiasi prie insulino fibriliy nepriklausomai nuo
to, kokiu buferiniu tirpalu jis buvo skiestas.

Atlikus daugiau koncentracijy nusistovejimy bandymy su skirtingomis pradinémis
medziagy koncentracijomis, buvo apskai¢iuota kokia yra prisijungusio tioflavino T koncentracija,
kei¢iant prading insulino fibriliy ar tioflavino T koncentracijg. Gauti duomenys pavaizduoti 3.10

pav.
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3.10 pav. Prisijungusio tioflavino T koncentracijy grafikai, kei¢iant pradines koncentracijas.
Meélyni taskai — tioflavinas T jungiasi prie FB tirpale suformuoty fibriliy, oranziniai taskai —
tioflavinas T jungiasi prie AB tirpale suformuoty fibriliy. A grafikas — didinama pradiné insulino
fibriliy koncentracija, tioflavino T koncentracija buvo pastovi 25 uM. B grafikas — didinama
pradiné tioflavino T koncentracija, insulino fibriliy koncentracija buvo pastovi 50 pM.

3.10 pav. A matome, kad didinant insulino fibriliy, suformuoty FB ar AB tirpale,
koncentracija, prisijungusio tioflavino T koncentracija didéja. Taip pat prisijungusio tioflavino T
koncentracija yra didesné, kai jis jungiasi prie insulino fibriliy suformuoty FB tirpale. Didinant
prading tioflavino T koncentracija (3.10 pav. B) prisijungusio tioflavino T koncentracija taip pat
didéja.

Pasinaudojant 3.10 pav. B grafiko duomenimis nubraizomas Scatchard grafikas (3.11

pav.).
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3.11 pav. Scatchard grafikas. Apskritimai — eksperimentiniai duomenys, tiesés —

eksperimentiniy duomeny aproksimavimas ] ties¢. Mélyna spalva — insulino fibrilés suformuotos
FB tirpale. Oranziné spalva — insulino fibrilés suformuotos AB tirpale.

Naudojant Scatchard grafikg (3.11 pav.) buvo gauta tioflavino T jungimosi konstanta ir
jungimosi santykis. Grafike atidétos reik§Smés aproksimuojamos j dvi tieses. Gautos tiesiy lygtys,
bei atidéty reik§miy atitikimo tiesei koeficientai RZ; = 0,78, R3; = 0,66. Matome, kad atikimo
tiesei koeficienty reikSmeés néra artimos vienetui, tod¢él galime teigti, kad duomenys prastai
atitinka tiesing priklausomybe ir visi tolimesni skaiciavimai i§ tiesés lygties gali turéti dideles
paklaidas. Todél i§ tiesés lyg€iy galime nustatyti tik tam tikras tendencijas. IS tieses lygties
nustatyta tioflavino T jungimosi konstanta, kai jis jungiasi prie insulino fibriliy suformuoty FB
tirpale Kp =30454 M. Kai tioflavinas T jungiasi prie insulino fibriliy, suformuoty AB tirpale, Ky
=8896 M. Matome, kad tioflavino T jungimosi konstanta yra didesné kai jis jungiasi prie fibriliy
suformuoty FB tirpale. Tioflavino T ir insulino fibriliy jungimosi santykis, kai ThT jungiasi prie
fibriliy suformuoty FB tirpale nrg=0,17. Kai ThT jungiasi prie fibriliy suformuoty AB tirpale,
jungimosi santykis yra nag=0,26. Matome, kad tioflavino T jungimosi santykis tarp FB ir AB
tirpaluose suformuoty fibriliy skiriasi.

Scatchard grafikas yra gan netikslus metodas nustatyti jungimosi konstantai bei jungimosi
santykui, nes Sis metodas labai jautrus eksperimenty metu gauty rezultaty paklaidoms. Bet
neatsizvelgiant | galimas paklaidas galime teigti, kad tioflavinas T stipriau jungiasi prie insulino
fibirliy susiformavusiy fosfatiniame buferiniame tirpale nei prie 20% acto rugstyje suformavusiy

fibriliy.
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ISVADOS

Atominés jégos mikroskopu ir FT-IR nustatyti nedideli strukttiriniai skirtumai tarp
insulino fibriliy susidarusiy fosfatiniame buferiniame tirpale ir 20% acto rugstyje.

20% acto rugstyje tioflavinas T létina insulino agregacija, o fosfatiniame buferiniame
tirpale tiolfavinas T jtakos insulino agregacijai neturi.

Tioflavinas T prie fosfatiniame buferiniame tirpale susidariusiy insulino fibriliy jungiasi

stipriau nei prie insulino fibriliy, susidarusiy acto rugstyje.
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TIOFLAVINO T JUNGIMOSI PRIE INSULINO AMILOIDINIU FIBRILIU TYRIMAS

SANTRAUKA

Daugumos amiloidiniy baltymy formuojamy agregaty struktiira yra panasi — dominuoja
pasikartojancios P-klostés, statmenos fibriliy aSiai. Taciau skirtingose salygose net tas pats
baltymas gali sudaryti skirtingo tipo agregatus, kurie skiriasi savo struktiira bei kitomis fizinémis
savybémis. Rekombinantinis Zmogaus insulinas dél savo savybés lengvai formuoti amiloidines
fibriles in vitro esant zemam pH ir aukstai temperatiirai, buvo pasirinktas kaip modelinis
baltymas.

Darbo tikslas buvo nustatyti Tioflavino T jungimosi skirtumus tarp insulino amiloidiniy
fibriliy susidariusiy 20 % acto riigSties tirpale arba fosfatiniame buferiniame tirpale. Tyrimui
atlikti naudoti matomosios Sviesos sugerties, fluorescenciné ir FTIR spektroskopiniai metodai ir
atominés jégos mikroskopija. Darbe nustatyti struktiiriniai skirtumai tarp fibriliy suformuoty
skirtinguose tirpaluose. Naudojant pusiausvyrinés dializés cel¢ pavyko atskirti tioflavino T
prisijungusio prie insulino fibriliy spektrus. Rezultatai parodé¢, kad tioflavinas T létina insulino
agregacija 20 % acto riigstyje. Taip pat nustatyta, kad tioflavinas T prie fosfatiniame buferiniame
tirpale insulino susidariusiy fibriliy jungiasi stipriau nei prie insulino fibriliy, suformuoty acto

rugstyje.
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BINDING STUDY BETWEEN TIOFLAVIN T AND INSULIN AMYLOID-LIKE
FIBRILS

SUMMARY

Most of amyloid-like protein aggregates have similar structure — it conssits of repeating 3-
sheets which are perpendicular to the fibril axis. However, at different conditions even the same
protein can form slightly different amyloid-like structures. Recombinant human insulin was used
as model protein because of it‘s ability to easily form amyloid-like fibrils in vitro in low pH and
high temperature.

The aim of the work was to identify the binding differences between thioflavin T and
insulin amyloid-like fibrils formed either in 20 % acetic acid or in phosphate buffer. Visible
absorbtion, fluorescence and FTIR spectroscopies and atomic force microscopy were used in the
study. Structural differences between fibrils formed in different solutions were identified. Using
equilibrium dialysis cell it was possible to get absorbance spectra of Thioflavin T bound to
insulin amyloid-like fibrils. It was identified that T tioflavin can slow down insulin aggregation
in 20% acetic acid, but has little impact in phosphate buffer. It was also found that insulin fibrils
formed in phosphate buffer bind tioflavin T stronger than and insulin fibrils formed in 20% acetic

acid.

Vilnius, 2017
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