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SANTRUMPOS

EIS — elektrocheminio impedanso spektroskopija;
CV — cikliné voltamperometrija;

TFT — tioflavinas T;

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas;

KBV - kvadratiniy bangy voltamperometrija,
SEC — dydzio i$skyrimo chromatografija;

BMR — branduoliy magnetinis rezonansas;

DPV — diferenciné pulsiné voltamperometrija;
AUC — analitinis ultracentrifugavimas;



IVADAS

Baltymy agregacija zmogaus kine laikoma pagrindiniu veiksniu, lemianciu
neurodegeneraciniy ligy, tokiy, kaip Parkinsono ir Alzheimerio ligos, patogeneze [1]. Nepaisant
daugybés moksliniy tyrimy, skirty rasti veiksmingas neurodegeneraciniy ligy gydymo priemones,
efektyvus Siy ligy gydymas iki Siol sunkiai pasiekiamas [1,2]. Siekiant sukurti veiksmingas
neurodegeneraciniy ligy gydymo ir prevencijos priemones, daug démesio skiriama baltymy, pvz.:
amiloidiniy baltymy, agregacijos tyrimams ir baltymy agregacija slopinan¢iy medziagy paieSkoms
[2,3].

Baltymy agregacijos tyrimai neretai atliekami detektuojant susidarancius agregatus
fluorescencinés analizés biidu [2-4], taciau naudojant fluorescencing detekcija neretai pasitaiko
budingi trikumai — fluorescencijos gesinimo efektas, taip pat dazy, naudojamy fluorescencinés
detekcijos metu, griztamas hidroksilinimas fiziologiniame pH, darantis jtaka dazo optinéms
savybéms [4].

Baltymy agregaty koncentracijos taip pat daznai nustatinéjamos panaudojant dydzio i$skyrimo
chromatografijos (SEC) metodg [5-7]. Sis metodas yra greitas, jautrus ir tikslus [6,7]. Visgi, SEC
metodas baltymy agregaty nustatymui turi trikumy, tokiy kaip ribotas nustatomy daleliy dydzio
diapazonas, baltymy gebéjimas nespecifiSskai jungtis prie chromatografinés kolonélés ir didelé
matricos jtaka tyrimo tikslumui. I§vardinti SEC metodo trikumai prastina agregaty nustatymo
tikslumga [5,7].

Siekiant pagerinti baltymy agregaty nustatymo tikslumg, agregatai galéty biiti nustatomi
elektrocheminiais metodais (pvz.: cikliné voltamperometrija (CV) ir/ar elektrocheminio impedanso
spektroskopija (EIS)) naudojant elektrochemiskai aktyvias zymas (pvz., metileno mélynojo, Kongo
raudonojo ar pan.). Elektrocheminiy metody privalumas yra tai, kad jie pasizymi dideliu jautrumu ir
gebéjimu nustatyti skirtingg redukcijos potencialg turincias analites kei¢iant elektrodui uzduodama
potencialg [8]. Taigi, pH salygoti elektrocheminés Zymos redukcijos potencialo poky¢iai turéty biiti
maziau reikSmingi analizés patikimumui nei pH jtaka optinés Zymos fluorescencinéms savybéms.
Taip pat, elektrocheminiai metodai nenaudoja chromatografiniy kolonéliy, todél baltymy agregatai
negali prie jy jungtis ir taip mazinti agregaty nustatymo tiksluma. D¢l §iy priezas¢iy, elektrocheminiy
procediiry kiirimas turi didelg svarbg siekiant tiksliau ir patikimiau jvertinti baltymy agregacijg ir
agregavusiy baltymy kiekj.

Sio magistro baigiamojo darbo tikslas — sukurti elektrocheminiais metodais pagrista
procediira, skirta nustatyti lizocimo baltymy agregaty koncentracijas méginyje, pasinaudojant
tioflavino T (TFT) elektrocheminiais virsmais.

Magistro baigiamojo darbo uzdaviniai:

e Sukurti tioflavino T (TFT) koncentracijos nustatymo méginyje procediira, panaudojant
ciklinés voltamperometrijos (CV) metoda;

e Sukurtt TFT koncentracijos nustatymo metodikg, pasinaudojant elektrocheminio
impedanso spektroskopijos (EIS) metodu;

e Pritaikyti sukurta CV metodika lizocimo baltymo agregaty koncentracijos nustatymui;

e Pritaikyti sukurtg EIS metodikg lizocimo baltymo agregaty koncentracijos nustatymui;

e [Sanalizuoti gautus rezultatus, nustatyti TFT ir lizocimo agregato tiesinés koncentracijos
intervalus ir palyginti gautus duomenis su literatiiroje pateiktais panasiais tyrimais.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Elektrocheminio impedanso spektroskopija

Elektrocheminé impedanso spektroskopija (EIS) yra galingas ir labai komplikuotas metodas,
naudojamas analizuojant tarpfazines savybes, susijusias su elektrodo pavirSiuje vykstanciais
biologinio atpaZinimo jvykiais, tokiais kaip antikiino ir antigeno atpazinimas, substrato ir fermento
saveika arba visos lastelés fiksavimas [9]. Sis metodas taip pat yra placiai taikomas charakterizuoti
Jvairias medziagas, tokias kaip elektring ir strukttiriné keramika, magnetiniai feritai, puslaidininkiai,
membranos, polimerinés medziagos ir apsauginés dazy plévelés [10].

1.1.1. Elektrocheminio impedanso spektroskopijos pagrindali

Atliekant tipinj EIS eksperimenta, elektrocheminei sistemai taikoma nedidelé sinusiné jtampa
E(t). Kaip atsakas i §j sinusoidinj kitima yra gaunamas linijinis srovés tankis j(t), kuris yra tokio pat
daznio, kaip ir jéjimo daZnis, tadiau jo fazé ir amplitudé gali skirtis (1 pav.). Siy dydziy santykis ir
yra impedansas, Z(t) (1 lygtis) [11].
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J(t) or E(t)
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1 pav. Grafikas, apibiidinantis ry$j tarp jéjimo jtampos E(t) ir i§¢jimo srovés, j(t) (arba
atvirk§¢iai), kurios santykis lemia varzg [11].

Z(t) =— Q)

Keiciant daznj, galima stebéti skirtingo grei¢io procesus. Esant dideliems dazniams, galima
reaguoti tik  grei¢iausius procesus, pavyzdziui, jony migracija, o léti reiskiniai, pavyzdziui, difuzija,
dominuoja esant zemiems dazniams [11].

Iprastoje elektrochemingje celé¢je materijos (redokso rusiy) ir elektrodo sgveika apima
elektroaktyviy rusiy koncentracija, kriivio pernasg ir masés pernaSg is tirpalo tiirio j elektrodo
pavir$iy. Kiekvienai i$ $iy savybiy budinga elektros grandiné, kurig sudaro varzos, kondensatoriai
arba pastovios fazés elementai, sujungti lygiagreciai arba nuosekliai, kad sudaryty ekvivalentine



granding. Todél EIS gali biiti naudojamas tiriant masés pernasos, kriivio pernasos ir difuzijos procesus
[11,12].

1.1.2. Elektrocheminio impedanso duomeny pateikimas

Impedanso iSraiSka dalijama ] realigja ir jsivaizduojamagja dalis. Kai realioji dalis (Z')
nubraizoma X asyje, o jsivaizduojamoji dalis (Z") - Y aSyje, sudaromas Nyquist grafikas (2 pav.).
Kiekvienas Nyquist grafiko taskas yra impedanso vert¢ daznio taske. Ties X asimi, deSinéje
diagramos pusé€je esantys taskai yra zemi daZniai, o, esant aukStesniems dazniams, jy sukurtos
impedanso reik§mes slenkasi j kaire pus¢. Be to, Nyquist diagramoje impedansg galima pavaizduoti
kaip vektoriy (rodykle), kurio ilgis |Z|. Kampas tarp Sios rodyklés ir X asies vadinamas "fazés kampu"

[9].
A
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2 pav. Nyquist koordinadiy pavaizdavimas [12].

Kitas biidas impedanso rezultatams iSreiksti - naudoti vadinamaji Bode grafika (3 pav.), kurj
sudaro du atskiri logaritminiai grafikai: dydzio priklausomybé nuo daznio ir fazés priklausomybé nuo
daznio [9]. Sio grafiko pranaumas tas, kad kiekviename taske galima matyti naudojama daznj, kuris
yra ,,pasléptas* duomenis pateikiant Nyquist grafike.
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3 pav. Bode grafiko pavaizdavimas [13].

1.1.3. Elektrocheminio impedanso atsako stiprinimas

Nepaisant tiesioginio rySio nustatymo galimybiy, daugelis tarpfaziniy impedimetriniy tyrimy
susiduria su triikumu, kad generuojami signalai (CPE talpa ir (arba) Rct poky¢iai) yra palyginti mazi.
Dél to buvo sukurtos kelios signalo stiprinimo strategijos, kurios padéty fiksuoti didesnj EIS signalo
pokytj, kei¢iant sistemos konstrukcijg ar naudojant papildomas medziagas [14].

Siekiant padidinti talpos pokyt] dé¢l pakitusios dielektrinés konstantos, atpazinimo elementy
fiksavimui gali biti panaudotos polimerinés membranos. Jy pridéjimas gali pakeisti CPE talpa, kas
gali biiti panaudota pastiprinto signalo generavimui [15].

EIS metodo generuojamg mazg signalg, taip pat, galima iSspresti naudojant nanodaleles. Galima
i8skirti du skirtingus metodus. Pirma, nanodalelés buvo naudojamos elektrodams modifikuoti prie§
prijungiant atpazinimo elements. Siuo atveju jrodyta, kad signalo padidéjima daugiausia lemia
padidéjusi analités pavirSiaus koncentracija. Antruoju atveju dalelés buvo naudojamos kaip
biomolekuliy Zymekliai, kas irgi 1émé signalo sustipréjima [16,17].

Be biocheminio stiprinimo, pats keitiklis taip pat suteikia galimybg dar labiau padidinti
jautruma. Vietoj vieno darbinio elektrodo galima taikyti plokStuming geometrijg, kai naudojami du
arti vienas kito esantys elektrodai. Sioje geometrijoje pasinaudojama pastebétomis pakitusiomis
salygomis, kai srovés srautas daugiausia teka labai arti pavirSiaus ir todél pasizymi daug didesniu
jautrumu pavirSiaus pokyciams, palyginti su jprastine konstrukcija. Biologinio atpaZinimo elementas
gali buti imobilizuotas ant vieno i§ elektrody, tarpelyje tarp elektrody arba ant abiejy elektrody. Tokia
elektrody konstrukcija turi papildoma privaluma: ruoSiant elektrodus luste, visa elektrocheminé
saranka jau yra integruota ir nereikia jokiy iSoriniy elektrody [14].

1.2. Tioflavinas T

Tioflavinas T (TFT) yra vandenyje tirpus benzotiazolo dazas, kuris daznai yra naudojamas, kaip
tradicinis dazas netirpiems fibriliniams agregatams aptikti.



1.2.1. Tioflavino T savybés

Tioflavino T struktiira yra matoma 4 pav. Si struktiira turi hidrofobinj gala su dimetilamino
grupe, kuri prijungta prie fenilinés grupés sujungtos su poliskesne benzotiazolo grupe, turinéia
polinius N ir S atomus. Yra prielaidy, kad daziklio tiazolo azotas ir audiniy struktiiry hidroksilo
grupés sudaro vandenilinius rySius, kurie lemia specifinj Siy dazikliy molekuliy prisijungimag prie
amiloido ir kity audiniy struktary [18,19].

H3C S /CH3
/ N
+
CH,

4 pav. Tioflavino T struktiira.

Grynas TFT turi stiprig absorbcijos smailg, kurios centras yra ties 412 nm, ir mazg
fluorescencijos emisijg ties 487 nm, kai suzadinamas 412 nm bangos ilgio spinduliuote [20].
Susijungus su amiloidiném fibrilém, absorbcijos maksimumas pasislenka iki 442 nm, o TFT su
amiloidiniais kompleksas skleidzia stiprig fluorescencija ties 478 nm bangos ilgio spinduliuote, kai
suzadinamas 442 nm bangos ilgio spinduliuote [19].

Pries tai minétas poliniy ir hidrofobiniy sri¢iy derinys sudaro galimybe tioflavino T molekuléms
vandeniniame tirpale sudaryti miceles, kuriy vidus hidrofobinis, o teigiamai jkrauta N dalis nukreipta
j tirpiklj. Nustatyta, kad tioflavinas T vandeniniuose tirpaluose dazniausiai egzistuoja miceliy
pavidalu, taip yra todél, kad tioflavino T kritiné miceliy koncentracija yra 4,0 uM [18]. Tioflavino T
fluorescencijos suzadinimo ir emisijos pokyciai taip pat priklauso ir nuo miceliy susidarymo, o TFT
sudaromos micelés yra nestabilios Sarminéje aplinkoje [18].

1.2.2. Tioflavino T stabilumas

Esant Sarminiam pH ir aukstai temperatiirai (35-55 °C), TFT tirpalai greitai praranda jprasta
geltong spalva. Sis procesas yra grjztamas ir néra priklausomas nuo tioflavino T koncentracijos. Sis
spalvos praradimas yra siejamas su OH" jony buvimu tirpale, o toks TFT hidroksilinimas gali smarkiali
paveikti TFT fluorescencijos intensyvumg nustatant amiloido fibriles [4].

Tioflaving T apSvietus UV spinduliais arba tiesiog laikymo metu yra stebimi trys TFT dariniali
(dTFT-1,dTFT-2ir dTFT-3). dTFT-1 yra oksiduota TFT forma, kuri pasizymi didele fluorescencijos
kvantine iSeiga ir charakteringa emisija ties 450 nm bangos ilgiu. Kiti du gaunami junginiai, dTFT-2
ir dTFT-3, yra tioflavino T demetilinimo produktai, prarad¢ 1 arba 2 metilo grupes i§ aminobenzeno
dalies. Sie po TFT skilimo gauti junginiai pasizymi maZesne fluorescencija negu grynas tioflavinas.
Tai lemia, kad tioflavino T laikymo metu fluorescencijos intensyvumas pastebimai sumazéja [20].



1.2.3. Tioflavino T panaudojimas

TFT fluorescencinés savybés lemia, kad jis puikiai tinka nustatant nukleortigstis, baltymus ir
mazas molekules ar matuojant fermenty aktyvuma.

Atsizvelgiant | tai, kad TFT geba suristi komplementaria DNR ir RNR ir tai padidina
fluorescencijos intensyvuma, jis tapo patikima nukleino rag$ciy aptikimo priemone [21]. Palyginti su
kitais DNR aptikimo junginiais, TFT pasizymi dideliu jautrumu savo taikiniams ir vis dazniau
jtraukiamas ] pazangias eksperimentines programas. Jis gali buti naudojamas ne tik dirbtinei ir
sintetinei DNR aptikti, bet ir su ligomis susijusioms DNR biozymenims nustatyti. Tioflavino T
suteikiamas reikSmingas fluorescencijos intensyvumo pokytis taip pat gali bati taikomas nustatant
tikslinés DNR seka [22].

Dél tioflavino T prisijungimo prie amiloidiniy fibriliy specifiSkumo, taip pat dél TFT stiprios
fluorescencijos ir fluorescencijos maksimumo pasislinkimo prisijungus amiloidiném fibrilém, jis yra
placiai taikomas baltymy ir jy agregaty nustatymui [21,23]. Atliekant baltymy tyrimus, tioflavinas T
dazniausiai yra naudojamas kaip dazas, leidziantis aptikti baltymy agregatus pagal spektroskopinius
pokyc¢ius [4,18,20,24]. Be spektroskopiniy matavimy, baltymy koncentracija, pasitelkus TFT, taip
pat bandoma nustatyti pasitelkiant elektrocheminius metodus, tokius kaip tirpaly laiduma, diferencing
pulsing voltamperometrija (DPV) ar elektrocheminio impedanso spektroskopija [18,25,26].

Siekiant pasalinti zyméjimo reikalavimo ir daug laiko reikalaujanéiy procediiry trikumus,
fermenty aktyvumui aptikti ir iSmatuoti yra naudojamas tioflavinas T [21]. Pavyzdziui tioflavinas T
gali biti naudojamas acetilcholinesterazés fermento nustatymui diferencinés pulsinés
voltamperometrijos metodu. Sio metodo pranaSumas yra tas, kad lyginant su Kitais
acetilcholinesterazés nustatymo biidais, $is metodas naudoja daug mazesnius reagenty kiekius ir
pasizymi didesniu jautrumu [23].

Sunkiyjy metaly jonai, pavyzdziui, gyvsidabrio (Hg?"), §vino (Pb?") ar kadmio (Cd?"), paprastai
yra labai toksiSki gamtoje ir yra vieni i§ pagrindiniy aplinkos tar$g lemianc¢iy veiksniy [27]. Remiantis
fluorescenciniais ir kolorimetriniais tyrimais, yra sukurta daug metalo jony aptikimo strategijy [28].
Tioflavino T naudojimas kartu su metaly specifiniy DNR fermentais yra patogus ir tinkamas budas,
kuriuo galima stebéti metalo jony aptikima realiuoju laiku. Pavyzdziui, naudojant Pb?* jonams
specifinj DNR fermentg ir esant tirpale TFT, galima stebéti Pb?* jony koncentracija méginyje [29].
Tuo tarpu, norint nustatyti Hg?* jony koncentracijas méginyje, galima naudoti tioflaving T ir treonino
ir glicino amino ragséiy turintj DNR [30].

1.2.4. Tioflavino T koncentracijos nustatymas

Kaip apraSyta ankstesniame skyriuje, tioflavinas T daznai naudojimas kaip pagalbiné medziaga
kity junginiy nustatymui, taciau literatliroje minimas ir pacio tioflavino T nustatymas meéginiuose.

Tioflavinas T dazniausiai yra nustatinéjimas spektroskopiniais metodais, dé¢l savo specifinio ir
lengvai fiksuojamo adsorbcijos maksimumo. Taciau TFT taip pat gali biiti nustatytas pasitelkus
jvairius elektrocheminius metodus, tokius kaip DPV ar elektrinis tirpaly laidumas [18,23,24].

Nustatin¢jant tioflaving T fluorescencijos metodu, maziausia nustatoma tioflavino T
koncentracija yra mazdaug lygi jo miceliy susidarymo koncentracijai (mazdaug nuo 5 uM). Taip yra
todél, kadangi tioflavino T fluorescencijos intensyvumas pradeda didéti tik esant TFT miceléms
tirpale. O didZiausia koncentracija yra mazdaug 500 pM, nes prie Sios koncentracijos fluorescencijos
intensyvumas artéja prie konstantos [19].
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Nustatinéjant TFT koncentracijas pagal tirpalo laidumg, matavimai atlickami dejonizuotame
vandenyje. Siuo metodu tioflavino T koncentracijas galima nustatyti intervale nuo 10 pM iki 200 uM
[18].

Tuo tarpu matuojant diferencinés ciklinés voltamperometrijos Kkreives ant stiklo-anglies
elektrodo, buvo gaunamas tioflavino T sukeltas pikas ties 0,87 V (palyginus su Ag/AgCI
palyginamuoju elektrodu). Sio piko padétis yra priklausoma nuo tirpalo pH vertés. Esant buferio pH
vertei 4, TFT pikas yra ties 0,95 V, o tuo tarpu matuojant buferyje, kurio pH 9, oksidacinis pikas
pasislenka iki 0,82 V. Naudojant §j metoda buvo gauta gerokai maZzesné minimali nustatoma TFT
koncentracija negu pries tai minéty fluorescencijos ir tirpalo laidumo matavimy metu. Nustatin¢jant
tioflavino T koncentracijas DPV metodu, gautas tiesinés koncentracijos intervalas yra nuo 40 nM iki
400 nM tioflavino T [23].

1.3. Baltymy agregatai

Baltymy agregavimas — tai baltymy jungimasis j didesnes, paprastai netirpias agregatines
strukturas. Tai atsitinka esant normalioms fiziologinéms salygoms ir reaguojant j amziaus ar pasaliniy
veiksniy sukeltg baltymy neteisinga susilankstyma ir denatravima [31].

1.3.1. Baltymai

Baltymai yra linijinés molekulés, sudarytos i§ aminorugs¢iy grandiniy, kurios gali susilankstyti
] vieng ar daugiau specifiniy trimaciy formy. Jie gali bati skirtingo ilgio ir buti sudaryti i§ ne daugiau
nei 30 000 aminortig8¢iy. Kai kurie 1§ jy susilanksto i struktiras, kurios yra stabilios visg gyvavima,
0 kiti baltymai yra lankstesni, todél juos galima sulankstyti ir pertvarkyti. Baltymai — tai jvairios
gyvybés molekulés, sudarancios tiek mechanizmus, tiek pagrindinius Igsteliy ir kiiny struktiirinius
komponentus. Daugelis jy yra tirpios citozolio sudedamosios dalys, kitos yra integruotos j
membranas, o kai kurios nuséda Igstelése ir audiniuose kaip netirpls agregatai.[29].

1.3.2. Baltymy tretiné ir ketvirtiné struktaros

StruktuiriSkai besiformuojantis polipeptidas yra nestabilus darinys, esantis aplinkoje, kuri ne
visada yra palanki tinkamam jo susilankstymui ir daznai gali jj destabilizuoti [32,33]. Baltymy tyrimai
rodo, kad kelias nuo isskleistos polipeptidinés grandinés iki sulenktos natiralios biisenos yra
atsitiktinis procesas, vykstantis gana plok§¢iame energetiniame diapazone [34,35]. Kaip ir bet
kuriame atsitiktiniame procese, polipeptidams yra ribota galimybé susilankstyti ir jgyti netipines
biisenas, kuriose jie gali biiti bent laikinai stabiliis (kinetiniai spastai). Baltymai gali jvairiais biidais
atsidurti nenatiiralioje biisenoje, pavyzdziui, kaip i§ dalies sulankstyti tarpiniai produktai arba dél
sgveikos su kitomis molekulémis ar baltymais, turinciais tg pacia ar skirtingg seka [36].

Kadangi atskiros pirminés sekos aminortigstys gali sgveikauti tarpusavyje formuojant antrines
struktiiras, tokias kaip, spiralés ar lakstai, o atskiros aminortigstys i§ nutolusiy daliy gali sgveikauti
tarpusavyje dél kruvio, hidrofobiniy, disulfidiniy ar kity saveiky, Sie rySiai ir saveikos keicia viso
baltymo forma. Galutinis tam tikro polipeptido sulankstymas yra tretiné struktira [37]. Trimatg
treting baltymy struktiirg palaiko joniniai ryS$iai, vandenilio rySiai, sieros tilteliai, van der Waalso
jégos ir hidrofobinés sgveikos [38]. Laikoma, kad hidrofobiné sgveika yra pagrindinis baltymy
konformacijos palaikymo veiksnys. Hidrofobinés sgveikos atsiranda dél nepoliniy Soniniy grandiniy
polinkio sgveikauti su kitomis nepolinémis Soninémis grandinémis, o ne su vandeniu. Tokios sgveikos
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gali apimti skirtingy gretimy molekuliy Sonines grandines arba gali atsirasti tarp tos pacios baltymo
molekulés Soniniy grandiniy [38].

Ketvirtiné struktiira egzistuoja baltymuose, sudarytuose i§ dviejy ar daugiau identisky arba
skirtingy polipeptidiniy grandiniy (subvienety). Sie baltymai vadinami oligomerais, nes turi du ar
daugiau subvienety. Ketvirtiné struktiira apibiidina btida, kaip subvienetai yra iSdéstyti natiiraliame
baltyme. Subvienetus kartu laiko nekovalentinés jégos, dél to oligomeriniai baltymai gali patirti
greitus konformacinius pokyc¢ius. Daugeliui baltymy, kad jie tapty aktyvius, reikia surinkti kelis
polipeptidinius subvienetus [33,37,38].

1.3.3. Baltymy agregatai

Pagal apibrézima agregatas yra visuma, sudaryta sujungiant keleta atskiry elementy. Baltymy
molekulinj agregata galima apibrézti kaip daugelio atskiry baltyminiy vienety sanglauda. Tai i§ vieno
tipo baltymy monomery arba skirtingy tipy misSinio sudarytas agregatas. Agregatai gali skirtis dydziu
(svyruoja nuo nm iki um skersmens), morfologija (gali biiti nuo mazdaug sferinés iki fibrilinés
formos), baltymo struktiiros (natiiralaus ir denattiruoto), tarpmolekulinio rysio tipo (kovalentinio ir
nekovalentinio) ir agregavimo grjztamumu [39,40]. 5 pav. pateikiamas amorfiniy agregaty atvaizdas,
gautas matuojant elektroniniu mikroskopu.

5 pav. Amorfiniy baltymy agregatai, matuota elektroniniu mikroskopu [40].

DazZnai manoma, kad agregatai randami tik kaip baltymy gumuléliai, kuriy negalima iStirpinti
tam tikrame tirpiklyje ar buferyje. Taciau visi baltymai, susidedantys i§ daugiau nei vienos
polipeptidinés grandinés ir dél to turintys ketvirting baltymy struktiirg, kurioje saveikauja baltymy
subvienetai, yra tam tikros rusies agregatai. Atsizvelgiant ] tai, baltyminiai mechanizmai, sudaryti i$
keliy skirtingy subvienety, yra baltyminiai agregatai, pavyzdziui, ribosomos, polimerazes,
baltyminiai kanalai ar proteasomos [40].

1.3.4. Baltymy agregaty susidarymas

Baltymy agregatai gali susidaryti dél temperatiiros svyravimy, $viesos, kratymo, sagveikos su
pavirSiumi, pH keitimo ir t. t. [41,42]. Be to, kai kuriais atvejais baltymy agregatus gali sukelti
pasalinés dalelés, pavyzdziui neriidijanciojo plieno ar gumos dalelés, druskos kristalai, stiklo dalelés
[43]. Baltymy agregacijg taip pat gali lemti arba paskatinti cheminis skilimas ar cheminés reakcijos,
pvz.: oksidacija [39].
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Baltymy agregacijos metu susidaro nauji cheminiai rySiai. Agreguoty baltymy tarpmolekulinés
jungtys 1§ tikryjy yra to paties tipo kaip nekovalentiniai intramolekuliniai rySiai atskirose baltymy
molekulése. Vandenilinés jungtys susidaro tarp peptidiniy grupiy ir Soniniy grandiniy grupiy, kurios
gali susidaryti tarp neutraliy poliniy grupiy, tokiy kaip OH grupés ir =O grupés, taip pat tarp jkrauty
grupiy. Hidrofobiniai rySiai randami tarp dviejy nepoliniy grupiy, kurios gali biiti Soninés grandinés
arba pagrindinés grupés. Visi Sie pavieniai rySiai yra atskiri silpni rySiai, ta¢iau susidarius daugeliui
rySiy matoma kooperatyviné sgveika. Kad biity toks pat stiprus kaip vienas kovalentinis rysSys, reikia
mazdaug Simto hidrofobiniy arba Van der Waalso jung¢iy. Joniniy ir vandenilio jung¢iy stiprumas
yra tarp kovalentiniy ir hidrofobiniy [40].

Rysiai priklauso nuo buferio ir pH, joninés jégos, temperatiiros ir tirpiklio sudéties. Agreguoty
baltymy laisvoji energija gali bliti mazesné nei tirpiy baltymy monomery. Pavyzdziui, baltymams
susijungus laisvoji energija gali atsirasti dél vandeniliniy rySiy susidarymo tarp asocijuojanciy
Soniniy grandiniy grupiy, kaip pastebéta formuojantis polimerui i§ fibrino monomery [44].

1.3.5. Baltymy agregaty nustatymo aktualumas

Baltymy agregacijos sutrikimai — tai grupe ligy, kurios atsiranda dél vieno ar keliy baltymy
klaidingo susilankstymo ir agregacijos arba yra su tuo susijusios. Manoma, kad jie atsiranda dél to,
kad baltymai nepasiekia aktyvios busenos arba dél nenormaliai susilanksCiusiy baltymy
akumuliacijos. Baltymai, kaip pagrindiniai lgstelés efektoriai, atlicka pagrindinj vaidmenj visuose
biologiniuose procesuose. Todél nenuostabu, kad lygiagreciai su naujy baltymy atradimu ir jy
funkciniu apibtdinimu, daugéja ligy, kurios identifikuojamos kaip baltymy agregavimo sutrikimai
[36].

Baltymy agregatai, neatsizvelgiant i biochemine sudétj, turi bendrg savybe pazeisti audinius dél
toksinio aktyvumo padidéjimo arba biologinés funkcijos praradimo. PavyzdZiui, beveik visi
neurodegeneraciniai sutrikimai yra susij¢ su nenormaliu neurony baltymy apdorojimu [45]. Nepaisant
stipraus rysio tarp klaidingo baltymy susilankstymo ir agregacijos bei ligos, néra suprantama, kaip tai
sukelia ligag. Atrodo, kad kai kuriais atvejais baltymy agregaty nusédimas gali fiziSkai sutrikdyti
konkreciy organy veikla. Kitais atvejais atrodo, kad dél funkciniy baltymy trukumo, nes jie jsitraukia
] agregatus, sutrinka esminiai Igsteliniai procesai [46]. Taciau tikétina, kad neurodegeneraciniy ligy,
tokiy kaip Alzheimerio liga (AD), Parkinsono liga (PD) ar priony liga, simptomai atsiranda dél
lasteliy sunaikinimo dél ,toksinés funkcijos jgijimo®, Kkuri atsiranda dél agregacijos proceso
(oligomerai, protofibrilés, amiloidinés fibrilés ar kiti tarpiniai produktai) arba dél Sios toksinés
funkcijos padidéjimo ir normalios baltymo funkcijos praradimo [47,48].

1.3.6. Analitiniai baltymy agregaty nustatymo budai

Pramongje baltymy agregatai dazniausiai nustatinéjami dydzio i$skyrimo chromatografijos
(SEC) metodu [49]. Nors Sis metodas greitas, taciau Siame metode Matricos sgveika gali pakeisti
agregaty pasiskirstyma chromatografinéje kolonéléje ir apsunkinti kiekybinj ir dydzio nustatyma
[5,49]. Taip pat SEC metodu yra aptinkamo agregato dydzio virSutiné riba, nes didesnius agregatus
gali isfiltruoti pati kolonélé [49].

Dar vienas labai populiarus agregaty nustatymo metodas yra natrio dodecilsulfato kapiliariné
elektroforezé. Sis metodas suteikia informacijos apie apytikrj molekuliy svorj ir kiekj, kiekybiniam
jvertinimui naudojant UV absorbcija. Siam metodui yra reikalingi mazi méginio kiekiai ir greitas
atlikimo laikas [49].
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Agregaty koncentracija gali buiti nustatinéjama pritaikius analitinio ultracentrifugavimo (AUC)
analiz¢. AUC yra galinga technika makromolekuliy agregaty buvimui tirpale charakterizuoti,
pasizyminti kiekybiniu agregaty jvertinimu ir galimybé iSmatuoti agregaty pasiskirstyma buferyje
[5,50]. Taciau Sio metodo pakartojamumas daznai yra santykinai prastas, o nustatyti aptikimo ar
nustatymo riba agregaty aptikimui naudojant AUC yra sudétinga. D¢l Sios priezasties reikalingas
reguliarus jrangos kalibravimas ir intensyvi sistemos ir jos priedy priezitra, siekiant uztikrinti
tinkamg agregaty koncentracijos nustatymo tikslumg [51].

1.3.7. Baltymy agregaty nustatymo buidai pasinaudojant dazais

Dazniausiai baltymy agregaty koncentracijos nustatymui naudojami dazai yra Kongo
raudonasis ar tioflavinas T. Pasinaudojant dazais, baltymy agregaty koncentracijos gali buti
nustatytos pasinaudojant fluorescencijos, elektrocheminio impedanso spektroskopijos ar diferencinés
pulsinés voltamperometrijos metodais [19,25,26,52].

Pavyzdziui, amiloidiniy agregaty, tokiy kaip AP40, AB42 ar mieliy priono baltymo Ure2
koncentracijos gali buti nustatytos pasinaudojus fluorescencijos metoda, kaip fluoresuojantj daza
naudojant tioflaving T (TFT). Siuo metodu gautas tiesinis koncentracijos intervalas gali biti
gaunamas esant jvairioms tioflavino T koncentracijoms (didéjant TFT koncentracijai didéja ir metodo
jautrumas). AB40 ir mieliy priono baltymo Ure2 koncentracijos gali biiti nustatytos intervale nuo 0,5
MM iki 10 pM. Tuo tarpu tiriant Ap42 baltymo agregato koncentracijas, gaunamas tiesinis intervalas
yra siauresnis ir yranuo 1 uM iki 8 uM [19].

Galima stebéti lizocimo agregato koncentracijos kitima, kaip daza naudojant TFT, pasinaudojus
elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodu. Gautiems rezultatams pritaikius ekvivalenting
schema, buvo gautos sigmoidinés formos tirpalo varzos ir kriivio pernaSos varzos priklausomybés
nuo lizocimo agregato koncentracijos. Autoriai teigia, kad galima naudoti Siuos EIS parametrus kaip
patogy jrankj fibriliy formavimosi kinetikai tirti ir lizocimo agregato koncentracijai jvertinti [26].

Naudojant diferencing pulsing voltamperometrija, buvo galima stebéti skirtumus tarp gryno
TFT ir TFT su Ap-42 agregatais. Siuo atveju matavimams buvo naudojama $ilkografijos biidu
atspausdinta anglies juostelé, 0 matavimai atliekami 50 mM PBS (pH 7,40). Siuo metodu tiriant TFT
ir TFT su baltymy agregatais buvo pastebéta, kad TFT koncentracija tirpale per inkubacijos procesa
iSlieka apytiksliai pastovi, 0 tai padidina TFT kaupimasi ant fibriliy, kur jie tampa labiau prieinami
elektrody pavirsiui, tokiu budu didinant TFT oksidacijos signala. Autoriai teigia, kad jy gauti
rezultatai rodo, kad benzotiazoliniy dazikliy elektrocheminés oksidacijos signalai yra naujas ir
paprastas jrankis tiriant amiloido susidarymg [25].
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2. EKSPERIMENTINIO TYRIMO METODIKA
2.1. Tyrimams naudota aparatiira ir tirpalai
2.1.1. Tyrimams naudotos medziagos

Itin grynas dejonizuotas vanduo (R > 18 MQ cm), tiekiamas i§ Milli Q-plius-Millipore sistemos
(JAV).

NaH2PO4:-2H>0 (CAS Nr. 13472-35-0, grynumas >99 %), NaCI(CAS Nr. 7647-14-5, grynumas
>99,5 %) , KOH (CAS Nr. 1310-58-3, grynumas >85 %) druskos, HCI] (koncentruota 36,5%), i$
ROTH (Karlsriihé, Vokietija).

Tioflavinas T (CAS Nr. 2390-54-7) ir viStos kiausinio baltymo lizocimo milteliai (CAS Nr.
L6876) i$ Sigma-Aldrich (Sent Luisas, JAV).

2.1.2. Tyrimams naudota aparatiira

Ciklinés voltamperometrijos ir elektrocheminio impedanso spektroskopijos matavimai buvo
atlikti naudojant uYAUTOLAB potenciostatg / galvanostatg i§ ECO-Chemie (Utrechtas, Olandija).
Medziagy svérimams buvo naudojamos Kern abt 220-5dm analitinés svarstyklés i§ Sigma-Aldrich
(Miunchenas, Vokietija). pH nustatymui naudotas pH metras HI83141 su HI1230B elektrodu i$
Hanna Instruments (Bedfortvéjus, Piety Afrikos Respublika).

Tyrimams naudoti elektrodai: pagalbinis ir darbinis (geometrinis plotas 1,3 cm?) elektrodai —
platinos plokstelés, palyginamasis elektrodas — sidabro viela padengta sidabro chlorido sluoksniu
pamerkta j soty KCl tirpalg (Ag/AgCI, , KClsot.).

2.1.3. Tyrimams reikalingy tirpaly gaminimas

Tyrimams naudotas fosfatinis buferis (PBS angl. k. phosphate buffer solution) (10 mmol/L
NaH2POg4 ir 0,1M NaCl pH7,4): su analitinémis svarstyklémis buvo pasveriama 0,78 g NaH2PO4-H>0
ir 2,925 g NaCl ir dedama ; 500 mL cheming stikling. | stikline pilama mazdaug 480 mL dejonizuoto
vandens. Sukalibruotas pH metras jmerkiamas j stiklinele su tirpalu ir laukiama, kol pH verté taps
pastovi. Tada j tirpala buvo lasinama KOH tirpalo, kol pH verté tirpale buvo 7,4. ParuoStas tirpalas
supilamas j 500 mL matavimo kolbg ir skiedZiamas dejonizuotu vandeniu iki 500 mL Zymos.

Lizocimo agregato tirpalo gaminimas: lizocimo milteliai buvo iStirpinami 50 mM natrio fosfato
(Na2HPO4) buferyje (pH 6,0), kuriame yra 2 M guanidino hidrochlorido (GuHCI) iki galutinés 950
uM baltymo koncentracijos. Gautas tirpalas buvo paskirstytas 1 2 ml mégintuvélius (po 1.75 ml),
kuriy kiekviename buvo po du 3 mm stiklo rutuliukus, ir 72 val. inkubuotas 60 °C temperatiiroje
maiSant 600 aps./min. Gautas agregaty tirpalas buvo centrifuguojamas centrifugoje 5 min. Tada likes
tirpalas buvo iSpilamas ir uZpilama 0,7 mL buferio, mégintuvélis supurtomas ir vél dedamas 5 min j
centrifuga. Sita procediira buvo kartojama 4 kartus, kad bty pasalintos agregato tirpale esanios
priemaiSos ir neagregaves lizocimo baltymas. Tada | mikro centrifuginj mégintuvélj buvo pilama
buferio iki 1mL Zymos. Taip buvo gaunamas 1,663 mM lizocimo agregaty tirpalas.
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2.2. Ciklinés voltamperometrijos ir impedimetrinio tyrimo metodika ir rezultaty
apdorojimas TFT koncentracijos nustatymui

2.2.1. Ciklinés voltamperometrijos tyrimo metodika TFT koncentracijos nustatymui

Ciklinés voltamperometrijos (CV) tyrimai buvo atlieckami trijy elektrody sistemoje,
susidedancioje i§ darbinio ir pagalbinio platinos elektrody ir sidabro/sidabro chlorido palyginamojo
elektrodo soc¢iame KCl tirpale (Ag/AgCIl, KClsot) ). Ciklinés voltamperometrijos matavimai buvo
atlickami skleidziant potencialg intervale nuo 0,2V iki 0,9V Ag/AgCl, KClsqt. pagalbinio elektrodo
atzvilgiu, naudojant 0,04V potencialo skleidimo greitj ir 0,00412V zingsnio potencialg. Tyrimai buvo
atliekami 10 mmol/L NaH2POys ir 0,1M NaCl pH7,4 PBS. Sujungus 3 elektrody sistema ir j kiuvete
idéjus 8 mL buferinio tirpalo, bidavo matuojamas ciklinés voltamperometrijos srové buferyje. Tada
buvo dedamas reikiamas tioflavino T tirpalo tiiris, tirpalas iSmaiSomas su magnetine maisykle, po
kiekvieno TFT déjimo vél matuojant 3 ciklus intervale nuo 0,2V iki 0,9V. Taip buvo kartojama, kol
uzfiksuojamas norimas TFT koncentracijos intervalas.

Ciklinés voltamperometrijos rezultatams apdoroti, buvo skai¢iuojamos susidariusios tioflavino
T koncentracijos kiuvetéje. Tada atitinkamos TFT koncentracijos srovés stipris ties 0,9V buidavo
padalijamas i§ buferyje gauto srovés stiprio ties 0,9V.

2.2.2. Impedimetrinio tyrimo metodika

Atliekant elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) tyrimus buvo naudojama tokia pati
trijy elektrody sistema: darbinis ir pagalbinis elektrodai — platinos plokstelés, palyginamasis
elektrodas— Ag/AQCI, KClst). Impedimetriniams tyrimams atlikti j kiuvete buvo dedama 8 mL
buferio ir matuojamas EIS atsakas esant norimam potencialui. Tada j tirpala buvo dedamas reikiamas
taris TFT tirpalo, kiuvetés tirpalas iSmaiSomas naudojant magneting maiSykle ir vél matuojamas
impedanso atsakas esant 0,9V potencialo skirtumui palyginus su Ag/AgCl, KClso, palyginamuoju
elektrodu. Taip buvo kartojama tol, kol pridéjus tioflavino T j tirpala, spektry forma nebesikeicia.
Visi EIS matavimai buvo atlikti kintamosios srovés dazniy intervale nuo 0,5 Hz iki 100000 Hz.

Norint apdoroti EIS rezultatus buvo apskai¢iuojamos susidariusios TFT koncentracijos tirpale
ir rezultatai modeliuojami pasinaudojus reikiama ekvivalentine schema.

2.3. Ciklinés voltamperometrijos ir impedimetrinio tyrimo metodika ir rezultaty
apdorojimas agregato koncentracijos nustatymui

2.3.1. Ciklinés voltamperometrijos tyrimo metodika

Norint nustatyti lizocimo agregatus buvo naudojama ta pati 3 elektrody sistema, kaip ir TFT
nustatymo atveju. Buvo dedamas toks buferio kiekis, kad po buferio pridéjus agregato tirpalo, bendras
buferio ir agregato tirpalo turis buty lygus 8 mL. Pavyzdziui, jeigu buferio buvo dedama 7 mL, tada
agregato tirpalo buvo dedama 1 mL, o jeigu buferio buvo dedama 7,8 mL, tada buvo dedama 0,2 mL
agregato tirpalo ir pan. Tada matuojama buferio ir agregato CV kreivé. Dedamas reikiamas taris TFT
tirpalo, tirpalas iSmaiSomas su magnetine maisykle ir vél atlieckamas CV matavimas. Taip matavimai
buvo kartojami, kol apimamas norimas tioflavino T koncentracijy intervalas. Po matavimo kiuveté ir
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elektrodai yra iSplaunami krano vandeniu ir tada dejonizuotu vandeniu ir matavimas kartojamas. Taip
buvo atliekami matavimai galutiniame tirpale esant nuo 0.208 uM iki 207,8 uM lizocimo agregaty.

Norint interpretuoti rezultatus, apskaic¢iuojamos TFT ir lizocimo agregato koncentracijos
tirpale. IS tirpale esant tioflavino T srovés stiprio vertés prie 0,9V yra atimama srovés stiprio verté
prie 0,9V, esant atitinkamai agregato koncentracijai. I$ $iy duomeny gaunamos agregato kalibravimo
kreivés, pasitelkiant srovés stiprio skirtumg esant vienai TFT koncentracijai.

Norint gauti rezultatus pasinaudojus gauty tasky aibe, buvo braizomos tiesinés priklausomybés
tarp srovés stiprio ir tioflavino T koncentracijos, esant skirtingoms agregato koncentracijoms
norimame tioflavino T koncentracijos ruoze. IS §iy duomeny konstruojama kalibravimo kreive, skirta
agregato koncentracijai nustatyti.

2.3.2. Elektrocheminio impedanso spektroskopijos tyrimo metodika

Lizocimo agregaty nustatymui buvo taikoma ta pati 3 elektrody sistema, kaip ir TFT nustatymo
atveju. Kaip ir ciklinés voltamperometrijos atveju, dedamas toks buferio tiris, kad buferio ir agregato
tiiriy sumos biity lygios 8mL. Pamatuojamas buferyje gaunamas impedimetrinis atsakas esant 0,9V
potencialy skirtumui palyginus su Ag/AgCl, KClesot) palyginamuoju elektrodu. Tada matuojamas
gaunamas atsakas pridéjus reikiama tiirj lizocimo agregaty j tirpalg. Dedamas norimas tiiris tioflavino
T tirpalo, tirpalas iSmaiSomas ir vél matuojamas elektrocheminio impedanso atsakas esant
pasirinktam potencialui.

Kaip ir prie$ tai minétose metodikose, paskai¢iuojamos lizocimo ir agregato koncentracijos
tirpaluose. Gautos kreivés esant skirtingoms agregato ir tioflavino T koncentracijos yra pritaikomos,
pasinaudojus tg pacig ekvivalenting schema, kaip ir TFT nustatymo atveju.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. TFT koncentracijos nustatymas
3.1.1. TFT koncentracijos nustatymas ciklinés voltamperometrijos metodu

int nustatyti optimaly potencialy intervalg, kuriame galima matyti srovés stiprio pokycius,

tarp skirtingy tioflavino T koncentracijy, buvo tiriamos 4 skirtingos TFT koncentracijos (nuo 178 uM
iki 1217 uM) potencialy intervale nuo 0,2 V iki 1,5 V palyginus su Ag/AgCl, KClset. palyginamuoju
elektrodu (6 pav.).

3.5 4
Jvsly e
e ] —— PBS+178 uM TFT
- 2.5+ — PBS+509 uM TFT
2 204 ——PBS+811 uM TFT
8 ——PBS+1217 uM TFT
.§ ‘I.O—_
“ 0.0- ——
-05 1 ' 1 v I ' | ! 1 v 1 ' |
04 02 0.4 0.6 0.8 10 12 14
o Potencialas, V B
< B PBS
e 0.3+ . PBS +178 M TFT
o s PBS+811 pM TFT
g 02- o
@ "
k2 0.1 4
S I—
‘.B 0.0 B
0.1 T T T T T 1
08 09 1.0 1.1

Potencialas, V

6 pav. Ciklinés voltamperinés kreivés PBS pH4,5 be tioflavino T ir esant skirtingoms tioflavino T
koncentracijoms (nuo 178 uM iki 1217 puM). A —potencialy intervale nuo 0,2 V iki 1,5V; B —

IS6

potencialy intervale nuo 0,8 V iki 1,1 V. Potencialo skleidimo greitis 0,040 V//s.

pav. pateikty kreiviy galima matyti, kad didéjant TFT koncentracijai tirpale, pradeda didéti

anodinés srovés stipris ties 0,9 V. Pavyzdziui, srovés stipris padidéja 1,4 karto pridéjus 178 uM TFT,
palyginus su srovés stipriu uzregistruotu buferyje. Tuo tarpu pridéjus 811 uM TFT, srovés stipris
padidéja beveik 2,6 karto.

Sis kitimas smarkiai sulétéja pasiekus 1V, o esant tioflavino T koncentracijai nuo 509 pM, ties
mazdaug 1V jau galima matyti anodinés srovés stiprio pika. Tikétina, kad Sis pikas priklauso
tioflavino T oksidacijai, kadangi didéjant TFT koncentracijai, atitinkamai didéja ir sroves tankis,
esant 1V potencialui. Literatiiroje rasti duomenys patvirtina galima TFT oksidacija tokiy potencialy
srityje, pvz.: ant stiklo anglies elektrodo naudojant diferencing cikliné voltamperometrija TFT srovés
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pikas matomas ties 0,9 V palyginus su Ag/AgCl, KClst. [23], taip pat ant Silkografiniu budu
atspausdintos anglies juostelés elektrodo tiriant CV metodu TFT pikai matomi ties 0,95 V palyginus
su Ag/AQCI, KClsot. elektrodu [25]. Literatiiroje nebuvo rasta TFT oksidacijos produkto struktiira,
taip yra todél, nes TFT oksidacijos produktas yra nestabilus vandeninéje terpéje atliekant branduoliy
magnetinio rezonanso (BMR) matavimus ir gaunamas BMR spektras yra per sudétingas jji iSspresti
[20]. Toliau keliant darbinio elektrodo potencialg, nuo 1,2V matomas dar vienas sroveés stiprio
kilimas, kuris yra galimai susijes su vandens oksidacija, kuri prasideda esant pakankamai dideliems
potencialams. Pavyzdziui, literatiiroje rasta vandens oksidacija ant platinos pavirsiaus atlickant CV
matavimus prasideda ties 0,9 V ar 1,2 V priklausant nuo tirpalo sudéties [53,54].

Nors didesnis sroves stipriy skirtumas tarp skirtingy tioflavino T koncentracijy yra matomas
esant apie 1V potencialy skirtumui (6 pav.), taciau tolesniems CV tyrimams potencialo intervalas
buvo pasirinktas nuo 0,2V iki 0,9V. Taip buvo nuspresta todél, kad pasirinkus mazesnj potenciala,
kuriame dar galima matyti vykstan¢ig TFT oksidacijg yra uztikrinama mazesné vandens elektrolizés
jtaka matuojamam elektrocheminiam signalui.

Norint CV metoda pritaikyti tioflavino T koncentracijos nustatymui, buvo atliekami 3 CV ciklai
vis pridedant papildomai TFT tirpalo ir i§ naujo matuojant 3 CV ciklus (7 pav.).

0.0006 A

0.0005 -

0.0004 ~

0.0003 ~

0.0002

Srovés stipris, A

0.0001 H

Tioflavino T koncentracijos mazéjimas

0.0000{ _~

-0.0001 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Potencialas, V

7 pav. Ciklinés voltamperometrijos kreivés PBS pH7,4 be TFT ir esant skirtingoms TFT
koncentracijoms (nuo 2,19 uM iki 1219,76 pM). Potencialo skleidimo greitis 0,040 V/s.

I8 7 pav. pateikty duomeny matoma, kad TFT koncentracijos padidéjimas tirpale sukelia Zenkly
sroves stiprio, iSmatuoto ties 0,7 V - 0,9 V, augimg. Kadangi didZiausi srovés stiprio skirtumai matosi
esant didZiausiam potencialui (0,9V), Siame potenciale esanti srovés stiprio verté ir buvo pasirinkta
kalibravimo kreivés, skirtos nustatyti TFT koncentracija, sudarymui.
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7 pav. pavaizduoti matavimai buvo atliekami 6 kartus, kiekvieng kartg i$ naujo registruojant
cikling voltampering kreive buferiniame tirpale be tioflavino T ir esant skirtingoms tioflavino T
koncentracijoms. I§ $iy duomeny buvo gaunama kalibravimo kreivé ir paklaidy vertés, kurios
pavaizduotos 8 pav. Ant x asies buvo atidedama tioflavino T koncentracija, o ant y aSies atidedamas
dalmuo, tarp srovés stiprio vertés nustatytos buferiniame tirpale su skirtinga TFT koncentracija ir
srovés stiprio vertés nustatytos buferiniame tirpale be TFT, esant 0,9V elektrodo potencialui (2

lygtis).

dalmuo = L 2)
IpBs

Cia Itrr — srovés stipris ties 0,9V buferiniame tirpale su tioflavinu T; Ipgs — srovés stipris ties 0,9V
buferiniame tirpale be tioflavino T.

y=0.005428x+0.6743

i/k/ R?=0.999

T T T T | T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
TFT koncentracija, uM

8 pav. Kalibravimo kreivé TFT koncentracijos nustatymui fosfatiniame buferiniame tirpale
pH4,5.

Nors ciklinés voltamperinés kreivés buvo registruojamos tirpaluose, kuriuose maziausia
tioflavino T koncentracija buvo lygi 2,19 uM, taciau tiesinés koncentracijos intervalas (8 pav.) buvo
pasiektas tik TFT koncentracijoms esant nuo 90,35 uM iki 1219,76 pM. Taip gal¢jo buti todél, kad
esant pakankamai mazoms TFT koncentracijoms, srovés stiprio vertés ties 0,9V pokyciai yra labai
nezymds ir Siuo metodu negali biiti pastebéti. Taciau padidinus tioflavino T koncentracija iki 90,35
uM, TFT oksidacija ties 0,9V sustipréja ir pokyc¢iai jau gali biti fiksuojami. Taip pat 8 pav. matosi,
kad gautos kalibravimo tiesés koreliacijos koeficiento kvadratas yra beveik lygus 1 (0,999). Tai rodo
labai gera sistemos i$vestinio signalo Iter/lpss (2 lygtis) ir tioflavino T koncentracijos tiesiskuma
visame tirty koncentracijy intervale. Pasitelkus §j metoda, jo jautrumas (tiesés lygties narys prie X)
yra 0,005428 pM2,
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3.1.2. TFT koncentracijos nustatymas elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodu

Potenciostatiniams elektrocheminio impedanso spektry matavimams elektrodui suteikiamas
potencialas buvo pasirinktas i§ TFT ciklinés voltamperometrijos duomeny (7 pav.). Kaip jau buvo
minéta, esant 0,9V potencialo skirtumui, yra matoma TFT oksidacija, taciau vykstantys pasaliniai
procesai, tokie kaip vandens oksidacija, dar reikSmingai nejtakoja registruojamo signalo. Todél buvo
nuspresta EIS matavimus atlikti esant 0,9 V potencialui Ag/AgCI, KClsot) palyginamojo elektrodo
atzvilgiu. Gautos elektrocheminio impedanso kreivés yra pateikiamos 9 pav.
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9 pav. Elektrocheminio impedanso spektrai ir pagal 10 pav. ekvivalenting schemg apskai¢iuotos

teorinés kreivés PBS pH7.4 be tioflavino T ir esant skirtingoms tioflavino T koncentracijoms, esant
0,9 V elektrodo potencialo vertei Ag/AgCI, KClsot) palyginamojo elektrodo atzvilgiu.
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Kaip matosi 9 pav., EIS kreiviy forma skiriasi priklausomai nuo TFT koncentracijos PBS. Esant
nedidelei TFT koncentracijai (iki 26,25 uM) impedanso spektrai praktiSkai nesiskiria nuo kreivés,
uzregistruotos PBS be TFT, taciau didéjant tioflavino T koncentracijai, kompleksinés varzos vertes
ima pastebimai mazeti, atitinkamai, krlivio pernasos proceso greitis didéja, didéjant TFT
koncentracijai tirpale.

Gauti EIS rezultatai (9 pav.) buvo modeliuojami naudojant 10 pav. pateiktg ekvivalentine
schema. Si schema, susidedanti i§ tirpalo varZos, dviejy pastovios fazés elementy (CPE1
reprezentuoja dvigubo elektrinio sluoksnio talpa, o CPE2 — adsorbcijos talpg) ir kriivio pernaSos bei
adsorbcijos varzy, buvo pasirinkta, kadangi tioflavinas T link¢s adsorbuotis ant elektrodo pavirsiaus,
pvz.: stipriai adsorbuojasi ant stiklo anglies elektrodo [23]. Ekvivalentinés schemos (10 pav.)
tinkamuma eksperimentiniy EIS duomeny apdorojimui patvirtina geras eksperimentiskai nustatyty
EIS kreiviy (9 pav., simboliai) ir pagal ekvivalenting schemg sumodeliuoty teoriniy kreiviy (9 pav.,
linija) sutapimas. 1 lenteléje pateikiamos Pt elektrodo skirtingos sudéties fosfatiniame buferiniame
tirpale elektrocheminiy parametry vertés, gautos modeliuojant 9 pav. pateiktus EIS pagal 10 pav.
pateikta ekvivalenting schema.

Rs CPE1
L
Ll
Ra CPE2
> >
Rt

10 pav. Naudota ekvivalentiné schema EIS rezultaty modeliavimui susidedanti i§ tirpalo
varzos (Rs),— 1 ir 2 procesy pastovios fazés elementy (CPE1 ir CPE2, kurie atitinkamai
reprezentuoja dvigubo elektrinio sluoksnio talpg ir adsorbcijos talpg), kriivio pernasos varzos (Rct)
ir adsorbcijos varzos (Ra).

1 lentelé. Pagal 10 pav. pateikta ekvivalenting schemg apskaiciuoty EIS (9 pav.)
elektrocheminiy parametry vertes.

Tirpalo sudetis Rs, Q | CPEL1-T,uF | CPEL1-P | R, Q | CPE2-T, uF | CPE2-P | Re, kQ
PBS 15.73 157 0.93 | 31.65 254 0.91 2241
PBS +11.69 uM TFT | 15.63 152 093 | 29.16 244 0.91 25.11
PBS +26.25 uM TFT | 15.48 149 0.92 | 29.07 246 0.91 19.81
PBS +55.2 uM TFT 15.57 158 0.90 | 29.93 239 0.91 15.40
PBS +98.2 uM TFT 15.49 211 0.85 36.6 201 0.92 9.09
PBS +168.7 uM TFT | 15.53 292 0.79 | 61.14 152 0.94 3.07
PBS +272 uM TFT 15.75 272 0.79 66.1 182 0.91 1.84
PBS +405.1 uM TFT | 15.85 257 0.79 | 76.54 195 0.90 1.48
PBS +533.3 uM TFT | 16.06 241 0.79 | 87.72 213 0.88 1.30
PBS +656.8 uM TFT | 16.13 256 0.78 | 100.1 221 0.88 1.22
PBS +776 UM TFT 16.33 269 0.77 106 236 0.87 1.24

Kaip buvo minéta, 10 pav. gauta ekvivalentiné schema atitinka du vykstanéius procesus ant
platinos pavirSiaus, Kur vienas i$ jy, tikétina, TFT adsorbcija ant darbinio elektrodo, o kitas TFT
oksidacija ant platinos pavirSiaus. 1 lentel¢je matomas kriivio pernasos varZzos maz¢jimas, didéjant
TFT koncentracijai, indikuoja intensyvesng kriivio pernasg faziy salycio riboje tirpalas-elektrodas
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esant didesnéms TFT koncentracijoms. Skirtinga tendencija yra matoma i§ 1 lenteléje pateikty
adsorbcijos varzos reik§miy. Siuo atveju didéjant TFT koncentracijai adsorbcijos varza didéja. Taip
yra todel, kad didéjant tioflavino T koncentracijai tirpale didesnis kiekis molekuliy biina adsorbuotos
ant platinos pavirSiaus, kas lemia didesn¢ varza.

Ekvivalentinés schemos tinkamumas eksperimentiniy duomeny apdorojimui bei apskaic¢iuoty
elektrocheminiy parametry veréiy patikimumas buvo tiriamas naudojant chi kvadrato (x?) testa (3
lygtis), kuris jvertina gauty dydziy pagal ekvivalenting schema ir realiy matavimo duomeny atitikima.
Geriausias realiy ir pagal ekvivalenting schemg gauty verciy atitikimas gaunamas chi kvadrato vertei
artéjant prie 0 [55,56]. 1 lenteléje pateikty dydziy y? vertés svyruoja nuo 1,00x107 iki 4,33x107.

i (0;-Ep?
2 _ 2 E

X n 3)
, ¢ia 0; — iSmatuota varzos Verte; E; — pagal ekvivalenting schema gauta varzos verté; n —
matavimy skaicius (priklausantis nuo to kiek skirtingy dazniy buvo matuota);

Kriivio pernasos varza maz¢ja didéjant tioflavino T koncentracijai tirpale (1 lentelé). Todél
pasitelkiant R¢t buvo sudaroma kravio pernasos varzos priklausomybé nuo tioflavino T
koncentracijos. Rysys tarp kriivio pernasos varzos ir TFT koncentracijos atsispindi 11 pav. (A), 0
gauta kalibravimo kreivé panaudojant Rt yra pateikiama 11 pav. (B).
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11 pav. A — kriivio pernasos varzos priklausomybé nuo TFT koncentracijos; B — kalibravimo
kreive TFT koncentracijos nustatymui pagal Ret kriivio pernaSos varza
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Analizuojant eksperimentinius EIS duomenis (11 pav.) nustatyta, kad tiesinis koncentracijos
intervalas koordinatése 1/Rct — Inc(TFT) yranuo 98,2 uM iki 656,8 uM tioflavino T, kurio jautrumas
yra 0,378 kQL.

Palyginimui, TFT koncentracijos nustatymui panaudojant CV metodg, gautas tiesinés
koncentracijos intervalas yra nuo 90,35 uM iki 1219,76 uM. Sis intervalas yra beveik 2 kartus
platesnis, negu gautas naudojant R¢t varzos pokytj (nuo 98,2 uM iki 658,8 uM). Be to, ciklinés
voltamperometrijos metodas pasizymeéjo geresniu tasky tiesiskumu (R?=0,999), negu buvo gaunama
EIS metodu nustatant TFT koncentracijg pagal Ret, kurio tiesinés korealiacijos kvadratas yra lygus
0,995.

Siekiant rezultatus palyginti su kitais literatiiroje pateiktais tioflavino T nustatymo metodais,
literatiiroje buvo rastos trys TFT nustatymo metodikos, kurios yra pateikiamos 2 lenteléje.

2 lentelé. TFT koncentracijos nustatymo budai ir jy tiesiniai intervalai.

TFT aptikimo metodas Tiesinis intervalas Saltinis
Diferenciné impulsiné voltamperometrija | 40 nM - 400 nM [23]
Vandeninio tirpalo laidumas 10 uM - 200 pM [18]
Spektroskopiné analizé 1,7 uM - 12 pM [24]
Cikliné voltamperometrija 90,35 puM - 1219,76 uM Sis darbas
Elektrocheminio impedanso spektroskopija | 98,2 uM - 658,8 uM Sis darbas

Kaip matosi 2 lenteléje, pasitelkus Kkitus literatiiroje pateiktus metodus tioflavino T
koncentracijos galima nustatyti nuo 40 nM iki 200 uM. I§ pateikty duomeny, diferencinés impulsinés
voltamperometrijos (DPV) metodas yra galintis nustatyti maziausias TFT koncentracijas. Jis gali
nustatyti TFT koncentracijas nuo 40 nM iki 400 nM [23]. Tuo tarpu, pasitelkus vandeninio tirpalo
laiduma, straipsnio kiiréjams pavyko nustatyti TFT koncentracijas intervale nuo 10 uM iki 200 uM
[18]. TFT koncentracijos nustatymui naudojant spektroskoping analizg ir tirpale esant nedideléms
kraujo albumino koncentracijoms, buvo gautos tiesinés tioflavino T koncentracijos ir santykinio
fluorescencijos intensyvumo priklausomybés TFT koncentracijos intervale nuo mazdaug 1,7 uM iKi
12 uM [24].

Palyginus su Siame darbe apraSytais TFT nustatymo metodais, literattiroje apraSyti metodai turi
panasy tiesinio intervalo plotj. Straipsniuose tiesiniai intervalai apima nuo 1 iki 2 eiliy, o Siame darbe
nustatinéjant TFT koncentracijas atitinkamai CV ir EIS metodais, tiesinio intervalo plociai yra
atitinkamai lygtis 1,3 ir 0,7 eilés. Tuo tarpu vertinant maziausig nustatomg TFT koncentracija,
literattiroje rastos metodikos pasizyméjo galimybe nustatyti mazesnes TFT koncentracijas, negu buvo
gauta tiriant TFT koncentracijas CV ir EIS metodais Siame darbe. Nepaisant to, ir Siame darbe
apraSytos EIS ir CV metodikos ir literatiiroje rasti vandeninio tirpalo laidumo ir spektroskopiné
analizés metodai, galéjo aptikti uM tioflavino T koncentracijas. Nepaisant maziausios koncentracijos
nustatymo ribos, Siame darbe minimo metodo pranaSumas yra tas, kad naudojamas paprastas darbinis
elektrodas (platinos plokstel¢), kuriam nereikia jokiy apdorojimo procediiry, taip pat pati analizg,
tiriant Siam darbe apraSytu metodu, nereikalauja jokiy papildomy reagenty.

Kadangi abu metodai, ir cikliné voltamperometrija ir elektrocheminio impedanso
spektroskopija, gali biiti sékmingai naudojami nustatant TFT koncentracijas tirpale, toliau abu Sie
metodai buvo pritaikomi lizocimo agregato koncentracijai nustatyti.
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Srovés stipris, uA

3.2. Lizocimo agregato koncentracijos nustatymas
3.2.1. Lizocimo agregato koncentracijos nustatymas ciklinés voltamperometrijos metodu

Pirmiausia lizocimo agregatams nustatyti CV metodu buvo matuojamos skirtingos agregato
koncentracijos (nuo 0,208 uM iki 83,13 uM) dedant j tirpalg vis didesnius tioflavino kiekius (nuo
2,743 uM iki 1463,7 uM). Sie matavimai kiekvienai skirtingai agregato koncentracijai buvo
kartojami tris kartus, toliau imant Siy rezultaty vidurkj. Matavimai skirti i$siaiSkinti optimalig
tioflavino T koncentracija, kurioje bus galima matyti sroviy skirtumus tarp skirtingo agregato
koncentracijy. Taip gaunamos ciklinés kreivés esant skirtingoms lizocimo agregato koncentracijoms
pateikiamos 12 pav.
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12 pav. Ciklinés voltamperometrijos kreivés PBS buferyje, kuriame lizocimo agregato
koncentracija yra: A — 0,208 uM; B — 1,39 uM; C — 4,16 uM; D — 10,9 uM; E — 41,56 uM; F —
83,13 uM; ir esant skirtingoms TFT koncentracijoms (nuo 2,743 uM iki 1463,7 uM). Rodyklés
rodo tioflavino T koncentracijos mazéjimo kryptj. Potencialo skleidimo greitis 0,040 V/s.

Kaip matosi i§ 12 pav. duomeny, esant 0,9V potencialo vertei, srovés stiprio vertés mazéja
didéjant lizocimo agregato koncentracijai. Pvz.: pakélus agregato koncentracija nuo 0,208 uM iKi
4,16 uM ir esant maksimaliai (1463,7 uM) tioflavino T koncentracijai, srovés stipris nukrenta beveik
2 kartus. Tuo tarpu, TFT koncentracijai esant 1463,7 uM, pakeitus lizocimo agregato koncentracija
nuo 83,13 uM iki 10,9 uM, srovés stipris prie 0,9V padidéja beveik 1,5 karto. Taip pat, lyginant su
tyrimais be lizocimo agregato (7 pav.), pridéjus bet kokig lizocimo agregato koncentracijg j tirpala,
sumazéja gautas srovés stipris, negu buvo gautas matuojant CV kreives PBS nesant lizocimo
agregato. Tikétina, kad taip yra todél, nes tioflavinas T linkes jungtis prie agregaty [18,24,25] ir tai
apsunkina TFT oksidacija ant elektrodo pavirsiaus.
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Norint gauti kreive, skirtag agregato koncentracijos nustatymui 1§ gauty ciklinés
voltamperometrijos duomeny buvo konstruojamos tiesinés priklausomybés tarp sroveés stiprio
skirtumo pridéjus atitinkama TFT koncentracijg ir srovés stiprio gauto pridéjus atitinkama agregato
koncentracija (zr. 4 lygtj) ir tioflavino T koncentracijos. Gautos tiesés, jy korealiacijos kvadraty vertés
ir tieses lygtys pateikiamos 13 pav.

Al = Irpr — Iagr. (4)
, ¢la Al yra sroves stipriy skirtumas; Itrr yra srovés stipris pridéjus atitinkamg tioflavino T
koncentracija; lagr. yra srovés stipris pridéjus j PBS lizocimo agregato tirpalo.
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Tioflavino T koncentracija, uM
13 pav. Srovés stipriy skirtumo tarp srovés stiprio tirpale esant atitinkamai agregato
koncentracijai ir esant atitinkamai tioflavino T koncentracijai esant 0,9V potencialo skirtumo vertei,
esant skirtingoms lizocimo agregato koncentracijoms (nuo 0,208 uM iki 83,13 uM).

Kaip matosi 13 pav., srovés stipriy skirtumas didéjant agregato koncentracijai mazéja. Taip yra
todél, nes lizocimo agregatas suriSa tioflaving T ir jam trukdo oksiduotis ant elektrodo pavirSiaus ir
oksidaciné srové ties 0,9V mazéja. Taip pat i§ 13 pav. galima matyti, kad kuo didesné agregato
koncentracija, tuo tiesés nuolinkis yra mazesnis. Kas reiskia, kad didinant agregato koncentracija,
taip pat mazg¢ja sroveés stipriy didéjimo greitis, didinant TFT koncentracijg. Taip gali biiti todél, nes,
kaip jau buvo minéta, lizocimo agregatas apsunkina TFT oksidacija, o did¢jant tioflavino T
koncentracijai Sis pokytis gali biiti lengviau uzfiksuotas. Buvo sudaryta priklausomybé tarp tiesés
nuolinkio ir lizocimo agregato koncentracijos (14 pav.).
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Lizocimo agregato koncentracija, pM
14 pav. Tiesés nuolinkio priklausomybé nuo lizocimo agregato koncentracijos.

Kaip matosi i§ 14 pav. kreivés formos (eksponentés forma) ir pateiktos korealiacijos koeficiento
kvadrato vertés, gautus taskus geriausiai atitinka lygtis, kurios forma yra y=a*x. Sig funkcija
logaritmuojant gaunama 5 lygtis. Pasinaudojant logaritmy savybémis, galima atskirti a ir x° narius
logaritme per jy sumag ir i§kélus b koeficientg prie§ logaritmg gauti 6 lygt;.

Iny = In (a * x?)

()

Iny =Ilna+ b x Inx

(6)

Kaip matosi 6 lygtyje, tiesing priklausomybe galima gauti atidéjus ant x ir y asiy atitinkamai
lizocimo agregato koncentracijos logaritma ir tiesés nuolinkio logaritma. I$ Siy duomeny buvo

gaunama kalibravimo kreive lizocimo agregato nustatymui pagal tiesés nuolinkio kampo logaritmg ir
lizocimo agregato koncentracijos logaritmga (15 pav.).
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15 pav. Ties¢ skirta lizocimo agregato nustatymui pagal tiesés nuolinkio logaritmg.

15 pav. gautas tiesinis intervalas lizocimo agregato nustatymui yra nuo 0,208 uM iki 83,125
1M, o §io metodo jautrumas yra 0,2534. Nepaisant to, kad Siuo metodu tiriant agregato koncentracija
reikia labai daug matavimy vienam lizocimo agregato koncentracijos nustatymui, taciau Siuo metodu
nustatant agregato koncentracijg kalibravimo kreivéje jtraukiama daug matavimy tasky. Tai padidina
lizocimo agregato nustatymo tikslumg ir sumaZina matavimo paklaidy jtakg rezultatams. Taciau
siekiant sumazinti reikalingg matavimams laikg, taip pat buvo naudojama ne aibé skirtingy TFT
koncentracijy, o tik 849 uM tioflavino T koncentracija. Tyrimo metu j buferinj tirpalg buvo laSinamos
skirtingos lizocimo agregato koncentracijos (nuo 0,208 puM iki 83,125 uM) ir tada dedama 849 uM
tioflavino T, po kiekvieno i§ tirpaly jdéjimo matuojant CV kreives. Buvo gauta tiesiné sroveés stiprio
prie 0,9 V skirtumo, tarp TFT ir lizocimo agregato sukelty sroviy stipriy, ir lizocimo agregato
koncentracijos logaritmo priklausomybé pagal §io matavimo rezultatus. Si kalibravimo kreivé

pateikiama 16 pav.
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16 pav. Kalibravimo kreivé skirta lizocimo agregato nustatymui pagal srovés stiprio pokyti
ties 0,9V, esant 849 uM TFT koncentracijai.

Kaip matosi 16 pav., norint gauti kalibravimo kreive i§ vienos koncentracijos matavimo
duomeny, taip pat kaip ir i§ tiesés nuolinkio matavimy, reikia naudoti lizocimo agregato
koncentracijos logaritma. Siuo atveju gautas agregato tiesinés koncentracijos intervalas yra toks pat,
kaip pasinaudojant tiesés lygtimis (15 pav.) ir yra nuo 0,208 uM iki 83,125 puM. Nors 16 pav. gautas
korealiacijos koeficiento kvadratas yra 0,986 ir yra maZzesnis negu gautas pasinaudojant tiesés
lygtimis (0,994), taciau Siuo metodu nustatant lizocimo agregato koncentracijg, matavimai ir
skaiiavimai yra greitesni ir paprastesni.

3.2.2. Lizocimo agregato koncentracijos nustatymas pasitelkiant EIS metoda

Norint nustatyti lizocimo agregato koncentracija EIS metodu buvo tiriamos agregato
koncentracijos nuo 0,208 uM iki 41,56 uM. Buvo pasirinkta tokia TFT koncentracija, kuriai mazéjant
matosi didziausi impedanso spektry poky¢iai (9 pav.), esant vidutiniskoms TFT koncentracijoms (nuo
272 UM iki 656,8 uM). Taip buvo atsizvelgta j srovés stipriy maz¢&jimo tiriant lizocimo agregato
koncentracijas tyrimus (13 pav.), kur didesni srovés stipriy pokyc¢iai buvo fiksuojami esant didesnéms
tioflavino T koncentracijoms. Todél i§ 9 pav. duomeny buvo pasiimta vidutiné tioflavino T
koncentracijos verté 430 UM, bandant atsizvelgti ir j vizualiy poky¢iy mazéjimag tarp EIS kreiviy (9
pav.) ir j didesniy TFT koncentracijy jautrumo didéjimg (13 pav.). Gautos impedanso kreivés ir jy
gautos vertés pagal tg pacig ekvivalenting schema, kuri buvo naudota tioflavino T nustatymo metu 10
pav., pateikiamos 17 pav.
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17 pav. Impedanso spektrai matuoti PBS, kuriame yra 430 uM TFT, esant skirtingai lizocimo
agregato koncentracijai.

17 pav. pateikiamose kreivése matomas kreiviy formos kitimas esant skirtingoms lizocimo
agregato koncentracijoms. Siuo atveju, didéjant lizocimo agregato koncentracijai, impedanso kreivés
nepilnas pusapskritimis (Zemuose dazniuose) didéjo, todél galima teigti, kad agregato koncentracijos
didéjimas tirpale sumazino TFT oksidacijos intensyvumg. Tai gali biiti paaiSkinta tuo, kad didesne
agregato koncentracija mazina efektyvig, kuri gali oksiduotis ant elektrodo pavirSiaus, TFT
koncentracija tirpale. Pagal gautus kalibravimo pagal ekvivalenting schemg duomenis, buvo gaunama
lizocimo agregato kalibravimo kreivé pagal Ret varzos pokytj. Si kalibravimo kreive pateikta 18 pav.
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18 pav. Kalibravimo kreivé lizocimo agregato nustatymui pagal Rct varzos pokyti. Intarpe
pateikta priklausomybe tarp krivio pernasos varzos ir lizocimo agregato koncentracijos.

Impedimetriniu metodu nustatant lizocimo agregato koncentracija (18 pav.), gautas tiesinés
koncentracijos intervalas yra nuo 0,208 uM iki 41,56 uM, o Siuo metodu nustatin¢jant agregato
koncentracija vél reikia naudoti agregato koncentracijos logaritma.

Lyginant su agregato nustatymu pasitelkiant CV metoda, matuojant EIS metodu gaunamas Siek
siauresnis tiesinés koncentracijos intervalas (CV atveju buvo 0,208 uM iki 83,125 uM). Taciau
tiesinés korealiacijos koeficientas yra toks pat, kaip ir nustatin¢jant agregato koncentracija CV
metodu i§ vienos TFT koncentracijos duomeny (16 pav.). Geriausi agregato nustatymo parametrai, ir
placiausias tiesinis intervalas, ir geriausias tiesinés korealiacijos koeficiento kvadratas, yra gaunami
agregato koncentracijg nustatant i$ tiesés nuolinkio kampo, matuojant jvairias TFT koncentracijas (15
pav.), taciau $iuo atveju matavimai uztrunka daug ilgiau negu kity dviejy metody atveju, o rezultaty
apdorojimas yra sudétingesnis. Literatiiroje pateikiamy jutikliy veikimas ir parametrai pateikiami 3
lentel¢je.
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3 lentelé. Literatiiroje rasty jutikliy, skirty nustatyti lizocimo koncentracijas, pagaminimo junginiai,
elektrodas, metodas ir tiesinis intervalas.

Jutiklio medziagos Elektrodas metodas | tiesinis intervalas Saltinis

. Silkografijos biidu
Aptameras ir grafenas atspausdintas elektrodas EIS 5nM - 80 nM [57]
Aptameravs ir anglies Sllkografpos biidu atspausdinti ElS 18 M - 105 M [56]
nanopluostas elektrodai
Aptameras ir aukso Silkografijos biidu

. Vv 70 nM - 700 nM

nanodalelés atspausdintas aukso elektrodas ¢ on 00n 5]
Aptameras Anglies-pastos elektrodas KBV 110 nM - 1385 nM [60]
Tioflavinas T Platinos plokstelé CVv 0,208 uM - 83,13 uM | Sis darbas
Tioflavinas T Platinos plokstelé EIS 0,208 uM - 41,56 uM Sis darbas

Kaip matosi 3 lenteléje, naudojant skirtingus metodus, gaunamos skirtingos tiesinio intervalo
ribos lizocimo koncentracijos nustatymui, prasidedancios ties skirtingomis koncentracijy vertémis.
Maziausig lizocimo koncentracija pagal 3 lentelés duomenis galima nustatyti EIS metodu (5 nM
lizocimo) [57,58]. Pasinaudojant CV metodu, nustatomas lizocimo koncentracijos intervalas yra nuo
70 nM iki 700 nM [59]. Tuo tarpu lizocimo koncentracijos nustatymas pasinaudojant kvadratiniy
bangy voltamperometrijos (KBV) metodu, nors yra turintis panaSy j kity metody koncentracijos
intervalo plotj, taciau gali nustatyti tik salyginai dideles lizocimo koncentracijas nuo 110 nM [60].

Lyginant su literatiiroje rastais lizocimo nustatymo metodais, Siame darbe aptartas lizocimo
agregaty nustatymo metodas naudoja paprastesnius ir pigesnius elektrodus ir jutiklio medziagas.
Literattiroje pateiktiems lizocimo nustatymo bidams reikia aptamero ir specialiy elektrody, tokiy kaip
Silkografijos biidu atspausdinto elektrodo ar anglies pastos elektrodo [57—60]. Siame darbe aptartu
metodu, reikia tik tioflavino T ir platinos elektrody, kurie yra paprastesnés konstrukcijos ir pigesni.
Taip pat, tiriant CV metodu ir naudojant agregato nustatyma pagal tiesés nuolinkio koeficienta,
skirtingai negu literatiiroje rastuose metoduose, | kiekvieng lizocimo agregato koncentracijos taska
yra jtraukiama daug matavimo duomeny, kas sumazina atsitiktines matavimo paklaidas.
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ISVADOS

1. Nustatyta, kad ciklinés voltamperometrijos metodas gali biiti naudojamas tioflavino T
(TFT) koncentracijos nustatymui fosfatiniame buferyje (pH 7,4), skleidZiant Pt elektrodo potencialg
nuo 0,2 V iki 0,9 V palyginamojo Ag/AgCl, KClst. elektrodo atzvilgiu. Gautas tiesinés koncentracijos
intervalas tioflavino T nustatymui yra nuo 90,35 uM iki 1219,76 uM.

2. Elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodas gali bati naudojamas tioflavino T
(TFT) koncentracijos nustatymui fosfatiniame buferyje (pH 7,4), esant 0,9 V elektrodo potencialo
vertei Ag/AgCI, KClsqt, palyginamojo elektrodo atzvilgiu. Gautas tiesinés koncentracijos intervalas
tioflavino T nustatymui yra nuo 98,2 uM iki 658,8 puM.

3. Nustatyta, kad CV metodu lizocimo agregato koncentracijos nustatymui galima naudoti
srovés stiprio augimo, didinant tioflavino T koncentracijas meéginyje, 1étéjima, didinant agregato
koncentracijg tirpale. Norint nustatyti lizocimo agregato koncentracijas, buvo sudaromos tiesés, kur
ant x aSies atidéta TFT koncentracija, o ant y aSies srovés stiprio pokytis po TFT pridéjimo j PBS.
Nubraizyta kalibravimo kreivé, skirta lizocimo agregato koncentracijos nustatymui intervale nuo
0,208 pM iki 83,125 pM.

4. Nustatyta, kad lizocimo agregato koncentracijos nustatymui tinka ciklinés
voltamperometrijos metodas, kuriuo gali biiti nustatomas oksidacinés srovés stiprio mazéjimas,
didéjant agregato koncentracijai méginyje, esant 0,9 V elektrodo potencialui. Sia metodika, norint
gauti tiesing priklausomybe, ant x aSies atidedamas lizocimo agregato koncentracijos logaritmas, 0
ant y aies atidedamas srovés stiprio pokytis, gautas po 849 puM tioflavino T pridéjimo. Siuo metodu
gautas tiesinés koncentracijos intervalas yra nuo 0,208 uM iki 83,125 uM lizocimo agregato.

5. Nustatyta, kad lizocimo agregato koncentracijas galima nustatyti naudojant EIS metoda,
esant 0,9V potencialy skirtumui palyginus su Ag/AgCl, KClso. palyginamuoju elektrodu. Lizocimo
agregato koncentracijos nustatymui naudojant EIS metoda, gauta kriivio pernasos varzos
priklausomyb¢ nuo lizocimo agregato koncentracijos logaritmo tiesinés koncentracijos intervale nuo
0,208 UM iki 41,56 pM.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

NARVYDAS DENAS
Elektrocheminiy metody taikymas baltymu agregaty nustatymui

Baltymy agregacija zmogaus kine laikoma pagrindiniu veiksniu, lemianciu
neurodegeneraciniy ligy, tokiy, kaip Parkinsono ir Alzheimerio ligos, patogenezg. Siekiant sukurti
veiksmingus neurodegeneraciniy ligy gydymo ir prevencijos metodus, daug démesio skiriama
baltymy, pavyzdziui, amiloidiniy baltymy, agregacijos tyrimams ir baltymy agregacija slopinanciy
medziagy paieskoms. Siame darbe sukurtas naujas metodas lizocimo agregaty koncentracijai
meéginyje nustatyti.

Norint sukurti lizocimo koncentracijos nustatymo metodika, buvo panaudota tioflavino T (TFT)
oksidacija ant platinos elektrodo. Pirma, buvo sukurti metodai tioflavino T koncentracijai méginiuose
nustatyti naudojant cikling voltamperometrijg (CV) ir elektrocheminés varzos spektroskopija (EIS).
Sie metodai buvo pritaikyti, kad biity galima nustatyti lizocimo agregato koncentracijas méginiuose.
Naudojant cikling voltamperometrija lizocimo agregato koncentracijai nustatyti, reikéjo atlikti
daugybe skirtingy TFT koncentracijy matavimy. Kalibravimo kreivé taip pat apémé daug matavimy
esant skirtingoms TFT koncentracijoms. Siuo metodu buvo galima nustatyti lizocimo agregato
koncentracijas nuo 0,208 uM iki 83 125 uM. Norint sutrumpinti matavimy laika, buvo sukurtas kitas
metodas lizocimo koncentracijai nustatyti. Sis metodas buvo pagrjstas srovés intensyvumo poky¢iu,
esant 0,9 V potencialo vertei ir 849 uM TFT koncentracijai. Sis metodas turéjo tokj patj tiesinés
koncentracijos intervalg kaip ir ankstesnis metodas — nuo 0,208 puM iki 83,125 pM. Nustatant
lizocimo koncentracijg EIS metodu, gauti rezultatai buvo modeliuoti naudojant ekvivalenting schema.
Atidedant kriivio pernaSos varzg nuo lizocimo agregato koncentracijos logaritmo, gautas tiesinis
koncentracijos intervalas yra nuo 0,208 uM iki 41,56 pM.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

NARVYDAS DENAS
Application of Electrochemical Methods for Determination of Protein Aggregates

Protein aggregation in the human body is considered to be a key factor in the pathogenesis of
neurodegenerative diseases such as Parkinson's and Alzheimer's. In order to develop effective
therapies for the treatment and prevention of neurodegenerative diseases, there is a strong focus on
aggregation studies of proteins, such as amyloid proteins, and on the search for substances that inhibit
protein aggregation. In this work, new technique to determine lysozyme aggregate concentration in
sample is developed.

To create technique to determine lysozyme concentration, thioflavin T (ThT) oxidation on
platinum electrode was used. Firstly, techniques to determine thioflavin T concentration in samples
using cyclic voltammetry (CV) or electrochemical impedance spectroscopy (EIS) were developed.
These methods than were investigated to being able to determine the concentrations of lysozyme
aggregate in the samples. Using cyclic voltammetry to determine lysozyme aggregate concentration
many measurements of different ThT concentrations were required. The calibration curve also
included many measurements at different ThT concentrations. This method was able to identify
lysozyme concentrations from 0.208 uM to 83.125 uM. To reduce the time taken for measurements,
another method, to determine lysozyme concentration was developed. This method was based on the
change in current intensity at 0.9 V at 849 uM ThT concentration. This method had the same linear
concentration as past approach ranging from 0.208 uM to 83.125 puM. Determining lysozyme
concentration using EIS method the results obtained were fitted using an equivalent circuit. Plotting
charge transfer resistance against lysozyme aggregate concentration logarithm, the obtained linear
concentration range is from 0.208 puM to 41.56 pM.

35



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]
[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

LITERATUROS SARASAS

G.B. Irvine, O.M. El-Agnaf, G.M. Shankar, D.M. Walsh, Protein aggregation in the brain: the
molecular basis for Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, Mol Med 14 (2008) 451-464.
https://doi.org/10.2119/2007-00100.IRVINE.

M. Ziaunys, A. Sakalauskas, T. Sneideris, V. Smirnovas, Lysozyme Fibrils Alter the
Mechanism of Insulin Amyloid Aggregation, Int J Mol Sci 22 (2021) 1-12.
https://doi.org/10.3390/1IMS22041775.

T. Sneideris, L. Baranauskiene, J.G. Cannon, R. Rutkiene, R. Meskys, V. Smirnovas, Looking
for a generic inhibitor of amyloid-like fibril formation among flavone derivatives, PeerJ 3
(2015). https://doi.org/10.7717/PEERJ.1271.

V. Fodera, M. Groenning, V. Vetri, F. Librizzi, S. Spagnolo, C. Cornett, L. Olsen, M. Van De
Weert, M. Leone, Thioflavin T hydroxylation at basic pH and its effect on amyloid fibril
detection, Journal of Physical Chemistry B 112 (2008) 15174-15181.
https://doi.org/10.1021/JP805560C/SUPPL_FILE/JP805560C_SI_001.PDF.

L.F. Pease, J.T. Elliott, D.H. Tsai, M.R. Zachariah, M.J. Tarlov, Determination of protein
aggregation with differential mobility analysis: Application to 1gG antibody, Biotechnol
Bioeng 101 (2008) 1214-1222. https://doi.org/10.1002/BIT.22017.

M. Barba, H. Czosnek, A. Hadidi, Optimizing Protein Aggregate Analysis by SEC, Biopharm
Int 30 (2017) 4647, 50-51. https://doi.org/10.3390/vV6010106.

J. den Engelsman, P. Garidel, R. Smulders, H. Koll, B. Smith, S. Bassarab, A. Seidl, O. Hainzl,
W. Jiskoot, Strategies for the Assessment of Protein Aggregates in Pharmaceutical Biotech
Product Development, (n.d.). https://doi.org/10.1007/s11095-010-0297-1.

M. Cuartero, G.A. Crespo, M. Ghahraman Afshar, E. Bakker, Exhaustive thin-layer cyclic
voltammetry for absolute multianalyte halide detection, Anal Chem 86 (2014) 11387-11395.
https://doi.org/10.1021/AC503344F/SUPPL_FILE/AC503344F _SI_001.PDF.

H.S. Magar, R.Y.A. Hassan, A. Mulchandani, Electrochemical Impedance Spectroscopy
(EIS): Principles, Construction, and Biosensing Applications, Sensors (Basel) 21 (2021).
https://doi.org/10.3390/S21196578.

N. Bonanos, B.C.H. Steele, E.P. Butler, J.R. Macdonald, W.B. Johnson, W.L. Worrell, G.A.
Niklasson, S. Malmgren, M. Stremme, S.K. Sundaram, M.C.H. McKubre, D.D. Macdonald,
G.R. Engelhardt, E. Barsoukov, Brian.E. Conway, Wendy.G. Pell, N. Wagner, C.M. Roland,
R.S. Eisenberg, Applications of Impedance Spectroscopy, Impedance Spectroscopy (2018)
175-478. https://doi.org/10.1002/9781119381860.CHA4.

P. Vadhva, J. Hu, M.J. Johnson, R. Stocker, M. Braglia, D.J.L. Brett, AJ.E. Rettie,
Electrochemical Impedance Spectroscopy for All-Solid-State Batteries: Theory, Methods and
Future Outlook, ChemElectroChem 8 (2021) 1930-1947.
https://doi.org/10.1002/CELC.202100108.

Y. Barsukov, J.R. Macdonald, ELECTROCHEMICAL IMPEDANCE SPECTROSCOPY,
(n.d.).

Elektrocheminés varzos spektroskopijos pagrindai — Biodrvier M-online, (n.d.).
https://m.biodrvier.com/h-nd-279.html (accessed January 12, 2024).

F. Lisdat, D. Schafer, The use of electrochemical impedance spectroscopy for biosensing, Anal
Bioanal Chem 391 (2008) 1555-1567. https://doi.org/10.1007/S00216-008-1970-
7/IFIGURES/5.

36



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

S. Al Sana, C. Gabrielli, H. Perrot, Influence of Antibody Insertion on the Electrochemical
Behavior of Polypyrrole Films by Using Fast QCM Measurements, J Electrochem Soc 150
(2003) E444. https://doi.org/10.1149/1.1596166/XML.
H. Peng, C. Soeller, M.B. Cannell, G.A. Bowmaker, R.P. Cooney, J. Travas-Sejdic,
Electrochemical detection of DNA hybridization amplified by nanoparticles, Biosens
Bioelectron 21 (2006) 1727-1736. https://doi.org/10.1016/J.B10S.2005.08.011.
Y. Xu, H. Cai, P.G. He, Y.Z. Fang, Probing DNA Hybridization by Impedance Measurement
Based on CdS-Oligonucleotide Nanoconjugates, Electroanalysis 16 (2004) 150-155.
https://doi.org/10.1002/ELAN.200302923.
R. Khurana, C. Coleman, C. lonescu-Zanetti, S.A. Carter, V. Krishna, R.K. Grover, R. Roy, S.
Singh, Mechanism of thioflavin T binding to amyloid fibrils, (2005).
https://doi.org/10.1016/j.jsb.2005.06.006.
C. Xue, T.Y. Lin, D. Chang, Z. Guo, Thioflavin T as an amyloid dye: fibril quantification,
optimal concentration and effect on aggregation, R Soc Open Sci 4 (2017).
https://doi.org/10.1098/RS0OS.160696.
J.C.C. Hsu, E.H.L. Chen, R.C. Snoeberger, F.Y. Luh, T.S. Lim, C.P. Hsu, R.P.Y. Chen,
Thioflavin T and its photoirradiative derivatives: Exploring their spectroscopic properties in
the absence and presence of amyloid fibrils, Journal of Physical Chemistry B 117 (2013) 3459—
3468. https://doi.org/10.1021/JP309331U/SUPPL_FILE/JP309331U_SI_001.PDF.
F. Yeasmin Khusbu, X. Zhou, H. Chen, C. Ma, K. Wang, Thioflavin T as a fluorescence probe
for biosensing applications, TrAC Trends in Analytical Chemistry 109 (2018) 1-18.
https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2018.09.013.
X.-Y. Li, Y.-C. Du, Y.-P. Zhang, & De-, M. Kong, Dual functional Phi29 DNA polymerase-
triggered exponential rolling circle amplification for sequence-specific detection of target
DNA embedded in long-stranded genomic DNA OPEN, (n.d.).
https://doi.org/10.1038/s41598-017-06594-1.
V. Dounin, A. Constantinof, H. Schulze, T.T. Bachmann, K. Kerman, Electrochemical
detection of interaction between Thioflavin T and acetylcholinesterase, Analyst 136 (2011)
1234-1238. https://doi.org/10.1039/COANO0743A.
P. Sen, S. Fatima, B. Ahmad, R.H. Khan, Interactions of thioflavin T with serum albumins:
Spectroscopic analyses, Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc 74 (2009) 94-99.
https://doi.org/10.1016/J.SAA.2009.05.010.
A.J. Veloso, V.W.S. Hung, G. Sindhu, A. Constantinof, K. Kerman, Electrochemical oxidation
of benzothiazole dyes for monitoring amyloid formation related to the Alzheimer’s disease,
Anal Chem 81 (2009) 9410-9415.
https://doi.org/10.1021/AC901940A/SUPPL_FILE/AC901940A_SI_001.PDF.
R.R. da Silva, S. V. de Lima, H.P. de Oliveira, C.P. de Melo, I.A.M. Frias, M.D.L. Oliveira,
C.A.S. Andrade, Real-time monitoring of amyloid fibrillation by electrical impedance
spectroscopy, Colloids Surf B Biointerfaces 160 (2017) 724-731.
https://doi.org/10.1016/J.COLSURFB.2017.10.010.
W. de Vries, P.F. Romkens, G. Schitze, Critical Soil Concentrations of Cadmium, Lead, and
Mercury in View of Health Effects on Humans and Animals, Rev Environ Contam Toxicol
191 (2007) 91-130. https://doi.org/10.1007/978-0-387-69163-3_4.
H. Na Kim, W. Xiu Ren, J. Seung Kim, J. Yoon, Fluorescent and colorimetric sensors for
detection of lead, cadmium, and mercury ions, Chem Soc Rev 41 (2012) 3210-3244.
https://doi.org/10.1039/C1CS15245A.

37



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]
[34]
[35]
[36]
[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

Y. Wen, L. Wang, L. Li, L. Xu, G. Liu, A Sensitive and Label-Free Pb(Il) Fluorescence Sensor
Based on a DNAzyme Controlled G-Quadruplex/Thioflavin T Conformation, Sensors 2016,
Vol. 16, Page 2155 16 (2016) 2155. https://doi.org/10.3390/S16122155.
J. Ge, X.-P. Li, J.-H. Jiang, R.-Q. Yu, A highly sensitive label-free sensor for Mercury ion (Hg
2 p ) by inhibiting thioflavin T as DNA G-quadruplexes fluorescent inducer, (2014).
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.01.033.
A.J. Weids, S. Ibstedt, M.J. Tamas, C.M. Grant, Distinct stress conditions result in aggregation
of proteins with similar properties, Scientific Reports 2016 6:1 6 (2016) 1-12.
https://doi.org/10.1038/srep24554.
J.M. Barral, S.A. Broadley, G. Schaffar, F.U. Hartl, Roles of molecular chaperones in protein
misfolding diseases, Semin Cell Dev Biol 15 (2004) 17-29.
https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2003.12.010.
C.M. Daobson, Principles of protein folding, misfolding and aggregation, Semin Cell Dev Biol
15 (2004) 3-16. https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2003.12.008.
C.M. Dobson, Protein folding and misfolding, Nature 426 (2003) 884-890.
https://doi.org/10.1038/nature02261.
V. Daggett, A. Fersht, The present view of the mechanism of protein folding, Nat Rev Mol
Cell Biol 4 (2003) 497-502. https://doi.org/10.1038/nrm1126.
T. Fleming Outeiro, P.J. McLean, B.T. Hyman, Protein Aggregation Disorders, Neurobiol Dis
(2007) 111-123. https://doi.org/10.1016/B978-012088592-3/50012-8.
W.T. Godbey, Proteins, Biotechnology and Its Applications (2022) 47-72.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-817726-6.00003-4.
C.E. Ha, N.V. Bhagavan, Three-dimensional structure of proteins and disorders of protein
misfolding, Essentials of Medical Biochemistry (2023) 55-81. https://doi.org/10.1016/B978-
0-323-88541-6.00033-8.
J. Den Engelsman, P. Garidel, R. Smulders, H. Koll, B. Smith, S. Bassarab, A. Seidl, O. Hainzl,
W. Jiskoot, Strategies for the Assessment of Protein Aggregates in Pharmaceutical Biotech
Product Development, Pharm Res 28 (2011) 920. https://doi.org/10.1007/S11095-010-0297-
1.
E. Kinnemann, Protein Aggregates, Materials and Methods 2020 (2020) 2924.
https://doi.org/10.13070/mm.en.10.2924.
H.C. Mahler, W. Friess, U. Grauschopf, S. Kiese, Protein aggregation: pathways, induction
factors and analysis, J Pharm Sci 98 (2009) 2909-2934. https://doi.org/10.1002/JPS.21566.
E.Y. Chi, S. Krishnan, T.W. Randolph, J.F. Carpenter, Physical stability of proteins in aqueous
solution: mechanism and driving forces in nonnative protein aggregation, Pharm Res 20 (2003)
1325-1336. https://doi.org/10.1023/A:1025771421906.
E.Y. Chi, J. Weickmann, J.F. Carpenter, M.C. Manning, T.W. Randolph, Heterogeneous
nucleation-controlled particulate formation of recombinant human platelet-activating factor
acetylhydrolase in pharmaceutical formulation, J Pharm Sci 94 (2005) 256-274.
https://doi.org/10.1002/JPS.20237.
R.l1. Litvinov, O. V. Gorkun, S.F. Owen, H. Shuman, J.W. Weisel, Polymerization of fibrin:
specificity, strength, and stability of knob-hole interactions studied at the single-molecule
level, Blood 106 (2005) 2944-2951. https://doi.org/10.1182/BLOOD-2005-05-2039.
G. Merlini, V. Bellotti, A. Andreola, G. Palladini, L. Obici, S. Casarini, V. Perfetti, Protein
aggregation, Clin Chem Lab Med 39 (2001) 1065-1075.
https://doi.org/10.1515/CCLM.2001.172/MACHINEREADABLECITATION/RIS.

38



[46]
[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

P.J. Thomas, B.H. Qu, P.L. Pedersen, Defective protein folding as a basis of human disease,
Trends Biochem Sci 20 (1995) 456-459. https://doi.org/10.1016/S0968-0004(00)89100-8.
C.A. Ross, M.A. Poirier, Protein aggregation and neurodegenerative disease, Nat Med 10
(2004) S10. https://doi.org/10.1038/NM1066.

B. Caughey, P.T. Lansbury, Protofibrils, pores, fibrils, and neurodegeneration: Separating the
responsible protein aggregates from the innocent bystanders, Annu Rev Neurosci 26 (2003)
267-298. https://doi.org/10.1146/ANNUREV.NEURO.26.010302.081142.

J. Den Engelsman, P. Garidel, R. Smulders, H. Koll, B. Smith, S. Bassarab, A. Seidl, O. Hainzl,
W. Jiskoot, Strategies for the Assessment of Protein Aggregates in Pharmaceutical Biotech
Product Development, Pharm Res 28 (2011) 920. https://doi.org/10.1007/S11095-010-0297-
1.

J. Philo, A critical review of methods for size characterization of non-particulate protein
aggregates, Curr Pharm Biotechnol 10 (2009) 359-372.
https://doi.org/10.2174/138920109788488815.

K.K. Arthur, J.P. Gabrielson, B.S. Kendrick, M.R. Stoner, Detection of protein aggregates by
sedimentation velocity analytical ultracentrifugation (SV-AUC): sources of variability and
their relative importance, J Pharm Sci 98 (2009) 3522-35309.
https://doi.org/10.1002/JPS.21654.

I.M. Kuznetsova, A.l. Sulatskaya, V.N. Uversky, K.K. Turoverov, A New Trend in the
Experimental Methodology for the Analysis of the Thioflavin T Binding to Amyloid Fibrils,
(n.d.). https://doi.org/10.1007/s12035-012-8272-y.

E. Hudak, Electrochemical Evaluation of Platinum and Diamond Electrodes for Neural
Stimulation, (2011).

P. Daubinger, J. Kieninger, T. Unmussig, G.A. Urban, Electrochemical characteristics of
nanostructured platinum electrodes — a cyclic voltammetry study, Physical Chemistry
Chemical Physics 16 (2014) 8392-8399. https://doi.org/10.1039/C4CP00342).

P. Virbickas, A. Valitinien¢, D. BarySeva, G. Popkirov, A. Ramanavi¢ius, Determination of
cyanide concentration by chronoamperometry, cyclic voltammetry and fast Fourier transform
electrochemical impedance spectroscopy, Journal of Electroanalytical Chemistry 895 (2021)
115449. https://doi.org/10.1016/J.JELECHEM.2021.115449.

Website of the Department of Statistics and Data Science of Yale University., Chi-Square
Goodness of Fit Test, (n.d.). http://www.stat.yale.edu/Courses/1997-98/101/chigf.htm
(accessed April 27, 2023).

I. Alam, B. Lertanantawong, W. Prongmanee, T. Lertvanithphol, M. Horprathum, T.
Sutthibutpong, P. Asanithi, Investigating lysozyme amyloid fibrillization by electrochemical
impedance spectroscopy for application in lysozyme sensor, Journal of Electroanalytical
Chemistry 901 (2021) 115799. https://doi.org/10.1016/J.JELECHEM.2021.115799.

H. Senturk, E. Eksin, O. Isik, Z. ilaslan, F. Misirli, A. Erdem, Impedimetric aptasensor for
lysozyme detection based on carbon nanofibres enriched screen-printed electrodes,
Electrochim Acta 377 (2021) 138078. https://doi.org/10.1016/j.electacta.2021.138078.

A.M. Titoiu, R. Porumb, P. Fanjul-Bolado, P. Epure, M. Zamfir, A. Vasilescu, Detection of
Allergenic Lysozyme during Winemaking with an Electrochemical Aptasensor,
Electroanalysis 31 (2019) 2262-2273. https://doi.org/10.1002/elan.201900333.

M.C. Rodriguez, G.A. Rivas, Label-free electrochemical aptasensor for the detection of
lysozyme, Talanta 78 (2009) 212-216. https://doi.org/10.1016/J. TALANTA.2008.11.002.

39



