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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE:

AP — béta amiloid

AP25-35 — a teljes hosszisagu béta amiloid peptid tizenegy aminosavnyi fragmentuma
AB25-35 N27C — Glu27Cys mutans A325-35 peptid

AFM — atomic force microscope (atomerd-mikroszkop)

APP — amiloid prekurzor protein

BSB — beta-sheet-breaker (béta-lemez rombold)

CD — cirkuléris dikroizmus

DMSO - dimethyl sulfoxide

EPR — electron paramagnetic resonance (elektron paramagneses rezonancia)
GOPS - 3-glycidiloxypropyl-trimethoxisylane

FTIR-Spectroscopy — Fourier Transformation Infrared Spectroscopy (Fourier
transzformacios infravords spektroszkopia)

IR — infrared (infravoros)

MIR — middle infrared (k6zéps6 infravoros tartomany)

MFP — molecular force probe

PBS — phosphate buffered saline (foszfatpuffer)

PSD — position sensitive diode (helyzetérzékeld fotodidda)

SAXS — small angle X ray scattering (kisszogii rontgenszoras)

sSNMR - solid-state nuclear magnetic resonance (szilard fazisti magmagneses
rezonancia)

STEM — scanning transmission electron microscopy (pasztazo transzmisszios
elektronmikroszkopia)

STM — scanning tunelling microscopy (pasztazo alaguteffektus-mikroszkopia)

TEM — transmission electron microscopy (transzmisszios elektronmikroszkopia)



II. BEVEZETES

1. 1. AZ ALZHEIMER KOR, MINT FEHERJETEKEREDESI BETEGSEG

Az Alzheimer-kor progressziv neurodegenerativ megbetegedés, melyet a kognitiv
funkciok, az itéloképesség, felfogoképesség €s a személyiség visszafordithatatlan, gyors
hanyatlasa jellemez. Végiil azon jellegzetes képességeit és értékeit is elveszti az egyén,
melyek addigi életmindségét, 1étezését alapvetéen meghataroztak (Cummings 2004). Az
Alzheimer-kort Alois Alzheimer irta le 1907-ben. A korkép elsddleges hisztopatologiai
jellemzdiként emlithetok a szenilis plakkok illetve neurofibrillaris kotegek kialakulasa
bizonyos agyteriileteken, tovabba az agyszovet nagyfoku atrofidja (Hardy és mtsai
1991, Hardy és Selkoe 2002).

A bonyolult 6sszetételi szenilis plakkok egy aggregalddott fibrillaris béta amiloid
(AB) mag koriil helyezkednek el; ezek a plakkok a kdzponti amiloid magon kiviil
disztréfikus dentriteket és axonokat, valamint reaktiv asztrocitakat és aktivalt mikroglia
sejteket tartalmaznak (Glenner és mtsai 1984; Wong és mtsai 1985). A neurofibrillaris
kotegek  "abnormalisan"  foszforilalt mikrotubulus kotd  tau-fehérjékbol — allo
intracellularis zarvanyok a neuronok sejttesteiben (Grundke-Igbal és mtsai 1986a;
Grundke-Igbal és mtsai 1986b; Kosik és mtsai 1986; Wood ¢és mtsai 1986).

Az amiloid megnevezést Rudolf Virchow vezette be 1854-ben egy
keményitdszerli, pozitiv jod-reakciét mutatdé abnormalis extracelluldris szdveti
lerakodas leirdsara (Sipe és mtsai 2000). 1859-ben Nikolaus Friedreich és August
Kekulé bebizonyitottak, hogy a lerakodasok nem tartalmaznak keményitot, ellenben
fehérjetermészetiiek, és az adott fehérje rendellenes tekeredése, gombolyodasa (folding)
révén jonnek Ilétre. Ennek ellenére az eredeti Virchow-féle terminologia maig
fennmaradt (Kyle 2001). Az amiloidozist rendellenes fehérjetekeredési betegségnek
(protein misfolding disease) is nevezik (Dobson 2003; Selkoe 2003a, Selkoe 2003b).
Az amiloidok biokémiai felépitésiikben igen kiilonbozdek lehetnek: szamos kiilonbdzo
kémiai Osszetételli fehérje képes amiloidot formdlni, mint példaul az a-synuclein, a 3,-
microglobulin, a transthyretin, az inzulin, sth. (Lashuel és mtsai 2006). Az AP peptidek
az amiloid prekurzor protein (APP) (Millucci és mtsai 2009) lebontasakor keletkeznek.

Az APP transzmembran fehérje lebontasdban 3 enzim jatszik kulcsszerepet: az a-, - és



v-szekretdz. Az a-szekretaz hasitasi termékei vizben 0ldodo, nem toxikus peptidek. A f3-
és y-szekretaz proteolitikus hasitasi termékeibdl viszont olyan 39-43 aminosav
hosszusagu AB peptidek szarmaznak, melyek aggregacioja soran oldhatatlan amiloid
plakkok jonnek létre.

Mai napig vita targyat képezi a betegség elsddleges molekularis hattere. A
jelenlegi legelfogadottabb elmélet szerint a betegség az AP peptidek abnormalis
felhalmozodasaval kezdddik, ami egy Gsszetett patologids lancreakciot (kaszkadot) valt
ki. Az elmélet az ,,amiloid kaszkad hipotézis” nevet viseli, és tdmogatoi kozé szamos
olyan tekintélyes kutatd tartozik, mint Dennis Selkoe, John Hardy, Colin Masters,
Konrad Beyreuther, és Blas Frangione (Selkoe 2003; Hardy 2006).

A tudomany jelenlegi allasa szerint nem létezik hatékony gydégymod az Alzheimer
kor kezelésére. Mindazonaltal egyre reménytelibbé valik a probléma megoldasa. Az
Alzheimer kor terapias lehetdségei kozt megemlithetd a szekretaz-enzim gatlasa, a -
amiloidok blokkolasa funkcionalis antagonistakkal, valamint az amiloid-aggregatum
képzodésének megakadalyozasa B-lemez rombolokkal (BSB).

Egy friss felmérés szerint a neurodegenerativ betegségben szenveddk szdma az
eloregedd tarsadalmak miatt huszévente megduplazodik (World Alzheimer Report
2010). Fontos tény az is, hogy egyediil az Egyesiilt Allamokban 2010-ben 604 milliard
US dollart koltottek a demencias betegek kezelésére €s apolasara, mely 0sszeg mellett
szinte eltorplilnek a szivbetegségek és daganatos betegségek éves koltségei (Abbott
2011). A jelenlegi potencialis gyogyszerek koziil a bapineuzumab, a solanezumab, az
IVIg és a latrepiridin jutott el a klinikai kutatasi vizsgalatok III. fazisaig, de a kutatok
szkeptikusak, ezidaig nem sok sikerélménnyel biiszkélkedhet ez a teriilet (Gravitz
2011).

Az Alzheimer kor hosszii eseménylancolatok eredményeképpen jon létre, de
egyes lancszemek mai napig ismeretlenek maradtak. Ezért is kiemelt fontossagl, hogy

miné¢l tobbet megtudjunk az Alzheimer kor biologidjarol.



Il. 2. AZ AMILOID FIBRILLUMOK VIZSGALOMODSZEREI

Mivel az amiloid fibrillumok ¢és a bel6lik kialakuldé aggregatumok vizben
oldhatatlanok, valamint az amiloid peptidek nem kristalyosithatok, szerkezetiik
felderitése komoly nehézségekbe {itkozott. Az els6 szerkezeti informaciok
rontgendiffrakciés mérésekbdl szarmaznak (Eanes és Glenner 1968), melyek soran
bizonyitast nyert, hogy az amiloid fibrillumok az dket felépitd fehérje mibenlététol
fiiggetlentil szerkezeti alapon egy szupercsalddot alkotnak. A mégneses magrezonancia
modszerek is igéretes 1) amiloid-szerkezetvizsgald technologidk. A szilard fazisa
magneses magrezonancia (ssSNMR) spektroszkopia és az elektron paramagneses
rezonancia (EPR) spektroszkopia adatai alapjan megbizhaté molekulaszerkezeti
modelleket allitottak fel (Petkova és mtsai 2002; Torok és mtsai 2002). Az
elektronmikroszképos (STEM, TEM), atomerd-mikroszkopos (AFM) és mas pasztazo
mikroszkopos (STM) vizsgalomodszerek a fibrillumok morfologiajarol szolgaltattak
értékes informaciokat (Goldsbury ¢és mtsai 2005). A kémiai festési eljarasok
eredményeivel egyiitt ezek a vizsgalomoddszerek fektették le az amiloid
meghatarozasdnak alapjait. A biokémiai Osszetételtdl fliggetleniil, az Osszes amiloid
rendelkezik néhany univerzalis tulajdonsaggal (Makin és Serpell 2005): jellemz6 rajuk
egy sajatos rontgen-diffrakcids mintézat; nem eldgazo fibrillaris struktarakat alkotnak;
pozitivan festédnek Thioflavin-T-vel (LeVine 1993) és Kongo-vords festést kovetden

jellegzetes kett6storést mutatnak (Nilsson 2004).

1. 3. KULONBOZO AB-FIBRILLUMOK FELTETELEZETT SZERKEZETE

Az amiloidok filamentumszerli aggregatumok, melyek fehérjelerakodas
formajaban jelennek meg szamos betegségben. A fibrillum/filamentum elnevezést
egymassal felcserélhetden hasznéljak a szakirodalomban. A szerkezeti bioldgusok
kiterjesztették az amiloid fogalmat a szintetikus ¢és rekombinans polipeptidekbdl
képzddo kereszt-béta strukturakra is (Goldsbury és mtsai 2011).

Az érett fibrillumok rendezett szerkezetli, el nem 4gazo strukturdk. A
rontgendiffrakciés mintazatukbol két karakterisztikus tavolsag hatdrozhatdé meg: egy a

fibrillum hossztengelyével parhuzamos 10,7 A ismétlddés valamint a fibrillum

-6-



hossztengelyére meréleges 4.7 A ismétlddés (kereszt-p struktura). Az eldbbi érték a
fibrillum hossztengelyére merdleges B-szalak (= p-redok, peptidek, monomerek)
oldallancai kozti tavolsdggal egyezik meg, az utobbi pedig a P-szalak kozotti
hidrogénhid kotések hosszaval egyenlé (Kirschner és mtsai 1987; Makin és mtsai 2005;
Makin és mtsai. 2006). A B-szalak hidrogén hidakkal kapcsolodnak 6ssze, és ily moédon
létrehozzak a fibrillumok szerkezeti alapegységeit, a fibrillum hossztengelyével
parhuzamosan futé protofilamentumokat. A protofilamentumokat tehat B-redék sora
alkotja, melyekben minden szal meréleges a fibrillum tengelyére (Serpell 2000; Makin
és mtsai 2005; Makin ¢és mtsai 2006) (1. abra). A fibrillumok szamos
protofilamentumbdl allnak, és attdl fliggden, hogy ezek a protofilamentumok egymassal
parhuzamosan vagy egymds koré csavarodva helyezkednek el, az érett fibrillumok

egyenes lefutastiak vagy csavartak, helikalisak lehetnek.

AP peptid p-lemezes szerkezet proto- tobb proto- fibrillum
filamentum  filamentum
10-11 A
>

B-lemezek °
kozot

tavolsag

T4.7A
H-hid
tavolsag

1. Abra. Az Ap-fibrillumok szerkezetére jellemzé hierarchikus szervezddés

(Serpell 2000).

AV A VA VAV AN ey
I:-\
H-hid

AV AV AVAVAN tavolsag

A protofibrillum elnevezés tagabb értelemben ugyancsak az érett amiloid
fibrillumokat felépitd Osszefonodd széalakra vonatkozik, a protofibrillum illetve
protofilamentum kifejezéseket a szakirodalomban gyakran egymassal felcserélhetden,

egyenértékiien hasznaljak. Azonban az amiloid béta polipeptid esetében, a
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protofibrillum megnevezést azon metastabilis fibrillumok leirdsara hasznaljak, melyek
az érett fibrillumok kilalakulasa eldtt jelennek meg az AP polipeptid-oldatban a
fibrillogenézis els6 szakaszaban, in vitro koriilmények kozott (Walsh és mtsai 1997). A
rovid flexibilis szalaktol, palcaktol a globularis struktrakig sokféle alakot felvehetnek.
Nem rendelkeznek jol meghatarozott tengelymenti periodicitassal. Bar a protofibrillum
elnevezés a fibrillumokat megeldz6 allapotra utal, a felgombolyodas ezen intermedierjei
nem mindig vannak rajta a felgombolyodas utvonalan (,,on-pathway”), hanem lehetnek
félstabil ,,off-pathway” aggregatumok is (Goldsbury €s mtsai 2011).

Az Alzheimer-kérban az amiloid prekurzor peptidbdl alapvetéen kétféle tipusu
béta amiloid peptid képzddik: AP1-40 ¢s AP1-42. Bar a két peptid kozti eltérés csupan
két aminosavnyi, a peptidek kiilonb6zd fibrillum-képzddési utvonalat jarnak be és a
beldliik kialakuld fibrillumok mind tulajdonsdgaikban, mind szerkezetiikben eltérést
mutatnak. Az AP1-40 monomerek ugyanis gyors egyenstlyi folyamatban el6bb
dimerizalodnak, majd trimer és tetramer formakat alkotnak, ezzel ellentétben a AP1-42
peptidek pentamer illetve hexamer alegységekbe csoportosulva gyongysor-szerti,
protofibrillumokhoz hasonlé szuperstrukturakat hoznak 1étre (Bitan és mtsai 2003).

Az AB1-40 peptidek B-B-iv (B-szal — kanyar — B-szal) szerkezetii monomerekbol
épiilnek fel, melyek a fibrillum hossztengelyére merdlegesen 6sszekapcsolddva két B-
lemezt alakitanak ki. A B-B-iv szerkezetet a D23 és K28 aminosavak oldallancai kozt
kialakulo sohid stabilizalja. Egy protofilamentum két, helikalisan egymasba csavarodo
B-lemez duplexbdl alakul ki. Az érett fibrillumot tobb, a fibrillum tengelyével
parhuzamos lefutasu protofilamentum alakitja ki (Petkova és mtsai 2002; Petkova és
mtsai 2005; Petkova és mtsai 2006) (2.b. abra).

Luhrs és munkatérsai altal kozolt AB1-42 fibrillumok modelljében a B-B-ivet nem
intramolekularis, hanem  intermolekuldris  kolcsonhatasok  stabilizdljak, a
protofilamentumot egyetlen B—lemez duplex alakitja ki. Az egymassal parhuzamosan
rendezddott protofilamentumok 4-8 nm vastag helikalis fibrillumokat hoznak létre
(Luhrs és mtsai 2005).

Azonban még az azonos amiloidogén épitdegységekbdl (peptidekbdl) felépiild
fibrillumok szerkezete sem egységes. Paravastu ¢és munkatarsai szerint az AP1-40
protofilamentumok tengelyét trigonalis elrndezddésben harom peptid zarja koriil, és a

peptidek a protofilamentum hosszanti tengelyére merélegesen allnak Gssze (2.a. abra).



Az AB1-40 fibrillumok kisérleti alapti szerkezeti modellje (ssNMR, TEM és STEM
adatok alapjan) haromszoros szimmetridji, csavart morfologiat ir le (2.c. abra)
(Paravastu és mtsai 2008). Ezzel szemben a Petkova és munkatarsai altal leirt APB1-40
fibrillumok morfologidja nem csavart, hanem egyenes lefutasa, kétszeres szimmetridju,
csikozott szalag (,,striated ribbon”) alakt (2.d. abra) (Petkova és mtsai 2006).

Mas amiloidképzd peptideknél, példaul az amylinnél is megfigyelték az alakzati
sokszintliséget (polimorfizmust) (Goldsbury és mtsai 1997; Luca és mtsai 2007), és azt
feltételezték, hogy a polimorfizmus altaldnos jelenség lehet az amiloid fibrillumokra

nézve.

2. Abra. a. és b. ABI-40 protofilamentumok szerkezeti modelljei. a. trigondlis

elrendezddeésii peptidek. b. peptidek dltal kialakitott duplex.
C. és d. ABI-40 fibrillumok negativ festésii TEM felvételei, a C. dbrdan csavart

////////

fibrillumok lathatoak.

A B-lemezes szerkezetnek két fajtaja van: a parallel és az antiparallel -lemez.
Ezekben a polipeptid szalak kinyujtott allapotban helyezkednek el. A parallel B-
lemezben a lancok egymadssal parhuzamosan egy irdnyba futnak, mig a természetben
gyakrabban eléfordulé antiparallel esetben a lancok parhuzamosak, de egymadssal
ellentétes iranyultsaguak. Az aminosavak oldallancai a lemez sikjara merdlegesen

helyezkednek el.



A természetben eléforduld teljes hosszusagi  AB-peptidek legrovidebb
biologiailag aktiv szakaszat az AP25-35 peptid képviseli. Ez a tizenegy aminosav
hosszusagu peptid in vitro koriilmények kozott gyors kinetikaval képez fibrillumokat, €s
neurotoxikus tulajdonsagai megegyeznek a teljes hossziasagu amiloid peptidével. Noveli
a membran permeabilitasat és a neuronokra citotoxikus hatassal van (Mirzabekov és
mtsai 1994; Pike és mtsai 1995; Delobette és mtsai 1997; Lin és Kagan 2002).

Az AP25-35 fragmentum liposzomakkal torténd kolcsonhatasat kisszogl
rontgenszorassal (SAXS) vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a peptid erésen
lipofil és a membrdn szénhidrogén lancai ko6zé interkalalodik; ezt kovetden
kolcsonhatasba tud 1épni a membran szabalyzé fehérjéivel is (Mason és mtsai 1996).

A peptid szerkezetérdl vizsonylag kevés informécido all rendelkezésiinkre,
konformacioja CD és FTIR vizsgalatok alapjan oldoszer- ¢és szubsztratfiiggd
(Shanmugam és Jayakumar 2004).

A peptid aminosav szekvencidja "Ha3N-GSNK'GAIIGLM-COOQO", netto toltése +1.
Az N-terminalis résznél levd elsé négy aminosav polaros, ide tartozik a pozitiv toltésii
lizin; a C-terminalis rész iranyaban 1évé hét aminosav pedig tilnyomodan hidrofob

jellegti (Van Veen és O’Shea 1995).
A B
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3. Abra. Az AB25-35 fibrillumon beliili hidrogénhid kotések elrendezédésének

-
Fibrillum hosszanti tengelye

feltételezett, vizlatos modellje. Hidrofob oldallancu aminosavak (sziirke telitett korok),
hidrofil karakterii aminosavak (fehér kordk). (A) Antiparallel elrendezdédés.
elektrosztatikus kolcsonhatds a 4. Lys és a C-terminalis Met kozott.

(B) Parallel elrendezédés. az erdsen hidrofob aminosavak (Ala-6, lle-7, és Ile 8)
elrendezodeése itt kedvezobb, mint az antiparallel modell esetében, ellenben a Lys4 és

a C-terminalis Met kozotti kolesonhatas kedvezotlen.
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Az AP25-35 fragmentum és egyes kémiai szarmazékai vizes oldatban egyszeri
kétallapot atmenettel rendezetlen (random-coil) masodlagos szerkezetbdl béta lemezes
szerkezetbe mennek at (Terzi és mtsai 1994). A B-lemez szerkezettel rendelkezé
peptidek a fibrillumok hossztengelyére merdlegesen, parallel vagy antiparallel
sorakoznak (3. abra) (Ippel és mtsai 2002).

Az AP25-35 fibrillumok alapvetd szerkezeti tulajdonsagai hasonloak a mas
amiloid peptidekbdl képzddott fibrillumok szerkezetéhez. Eképpen, a hidrogénhidakkal
egymashoz kapcsolt B-szalak a fibrillum tengelyére kozel merdlegesen sorakoznak fel
szabalyos elrendezddésben, és B-red6zott rétegeket (B-lemezeket) alkotnak. A fibrillum
szamos B-lemezbdl 4all, melyek aminosavaik oldallancai révén kapcsolddnak Ossze,

hogy a végso protofilamentaris szerkezetet 1étrehozzak (Jahn és mtsai 2009).

1. 4. BETA-LEMEZ ROMBOLO PEPTIDEK

A béta-amiloid polipeptid lancahoz kiilonb6zd tipusu vegyiiletek kapcsolédhatnak
ionos vagy egyéb masodlagos kotésekkel. Az ilyen vegyiiletek megakadalyozzak a
(Soto 2001; Permanne és mtsai 2002). Ezeket az anyagokat 0sszefoglald néven f-lemez
romboldknak (BSB) nevezziik. Legismertebb ezek koziil az azofestékek csaladjaba
tartozd Kongo6-vords. Nagy remény fiizddik ahhoz, hogy a BSB peptidek esetleg a
terapidban is alkalmazasra keriilhetnek.

1996-ban Tjernberg és mtsai felfedeztek egy olyan peptidet, amely
megakadalyozta, hogy az AP peptidek fibrillumokat alkossanak. Ez az 6t aminosavbol
allo peptid: KLVFF, a teljes hosszusagu A peptid egy fragmentuma (AB16-20), amely
hozzakotédik a teljes hossziisaghh AP peptidhez, megakadalyozvan azok fibrillumma
torténd Osszekapcsolodasat. Alanin-szubsztitucioval bebizonyitottak, hogy a Lysl6,
Leul7 és Phe20 létfontossagu szerepet toltenek be a kotddésben (Tjernberg és mtsai
1996). Gazit szerint a gatlas egyrészt az aromas részek kozti molekularis felismerésen,
masrészt a pozitivan toltdtt lizin elektroszatikus taszitd hatasan alapul (Gazit 2005).

A KLVFF motivum képezte az alapjat a peptid- €s peptidomimetikus inhibitorok
kifejlesztésének. Tobb szdz szarmazékot megvizsgaltak, ¢és végeredményként azt a

kovetkeztetést vontak le, hogy a kozponti fenilalanin kulcsfontossagu szerepet tolt be az
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aggregacio gatlasanak kivaltasaban. A Soto és mtsai altal tervezett 11 illetve 5 aminosav
hosszusagu BSB peptidek (Soto és mtsai 1998; Sigurdsson és mtsai 2000), melyek az
AP peptid kozponti hidroféb részének homologjai, hatékony B-lemez romboloknak
bizonyultak. Ezek a peptidek gatoltdk az 0j aggregatumok képzddését, valamint a mar
meglevo aggregatumokat feloldottak (in vitro és kisérleti allat-modellekben egyarant).
Ezen kivil az 5 aminosavbol alld molekula (LPFFD) kivédte az amiloid okozta
neuronkarosodast. A szintetikus BSB peptidek tehat alkalmasak a B-lemezes szerkezet
destabilizacidjara, indukalva a normal formaba (alfa) torténd konverziojat.

Mind a KLVFF, mind az LPFFD peptid két fenilalanint és toltdtt aminosavat
(lizin, aszparagin) tartalmaz, melyek kulcsszerepet toltenek be az aromatikus
kolesonhatasok és sohidak 1étrejottében a kis BSB peptidek (ligandum) és az A (target)
peptid kozott (Hetenyi és mtsai 2002).

Kozponti idegrendszeri betegségek kezelésére a rovid, szintetikus peptidek
modositas nélkiil tobb szempontbdl sem alkalmasak: a vérplazmaban gyors proteolitikus
lebomlast szenvednek, valamint az vér-agy géaton nem képesek atjutni a csokkent
permeabilitas miatt.

Poduslo és mtsai olyan BSB peptideket fejlesztettek ki, melyek prolint is
tartalmaztak (Poduslo és mtsai 1999). Az iAbetal 1 (11 aminosavbol allo) BSB peptidet
egy putreszcein nevil poliaminnal kovalensen modositottdk, valamint az 0sszes
aminosavat kicserélték a D-enantiomer formara. Az ily médon nyert PUT-YiAbetall
jelentds mértékben rezisztens volt a vérplazma protedzaival szemben, valamint a vér-
agy gaton valo atjutast jellemz6 permeabilitasi koefficiens hétszeresére nétt. (Az agyba
vald bejutast radioaktivan jelolt BSB peptid segitségével mutattak ki).

A BSB peptidek tervezéséhez sziikséges lenne az AP proteinek
kotdszekvencidinak pontos ismerete. Eziddig nem létezik olyan nagy felbontasu
rontgendiffrakcios adat az amiloid szerkezetét illetoen, melyet a

molekulamodellezésben felhasznalhatnanak.
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I1. 5. PEPTID ALAPU NANOVEZETEK HALOZATOK

A béta-amiloidok vizsgalata nemcsak az Alzheimer korban betdltott szerepiik
felderitése és a haté¢kony gydgymoddok felkutatasa miatt valt fontossa. Emlitésre mélto a
potencialis nanobiotechnolégiai alkalmazasuk is. Epp azon tulajdonsagaik miatt valtak a
nanotechnoldgia szamara érdekessé, amely tulajdonsdgaik a neurodegenerativ
betegségekben szenveddk helyzetét oly reménytelenné teszik. A peptidek kedvezd
fizikai-kémiai tulajdonsagai lehetdvé teszik, hogy épitéegységei lehessenek nano-
1éptékii dnszervez6dd rendszereknek és szerkezeteknek (Reches és Gazit 2003; Gazit
2007), ugyanis konnyen kombinalhatok egyéb épitékovekkel, mint példaul cukrokkal,
lipidekkel, nukleinsavakkal, fémes nanokristalyokkal, stb. Az ,Eredmények és
megbeszeélés” fejezetben targyalt, csillamfelszinen AB25-35 N27C peptidekbdl 1étrejott
orientdlt haldzatnak fontos szerepe lehet a peptid-alapti nano-vezeték haldzatok

kialakitiasaban.

I1. 6. AMILOID FIBRILLUMOK VIZSGALATA ATOMERO-
MIKROSZKOPPAL

Az atomerd-mikroszkoppal (AFM) hatékonyan és precizen fel lehet deriteni az
amiloid fibrillumok morfoloégiai és nanomechanikai tulajdonsdgait. A pasztdzo
tlszonda-mikroszkopok csaladjdba tartoz6 miiszer kivaldan alkalmas bioldgiai
mintdkrol nagy felbontast képalkotasra, valamint a molekuldkat Osszetartd erdk
mérésére. A rugalmas lapkan elhelyezkedd, néhany nanométer végatmérdji tii pontrol
pontra letapogatja a mintat, és magassaginformaciot is tartalmazo, topografikus
felvételeket hoz létre a feliiletrdl.

Az AFM szamos elonnyel rendelkezik a hagyoményos elektronmikroszkopos
technikakkal szemben, ugyanis a minta el6készitése nem igényel invaziv és
szerkezetmodosito fixalasi beavatkozasokat: nincs sziikség kontrasztfokozasra, a minta
fixalasara, és a méréseket fiziologids koriilmények kozott, vizes kozegben is el lehet
végezni. Az idedlisan szubnanométeres, a valdsagban tipikusan 1-5 nanométeres
részletek ellkiilonitése is lehetdvé valik, igy a fibrillogenézis teljes folyamatat nyomon

kovethetjiik, az oligomerizaciotdl az érett fibrillumok kialakuldsdig. A fibrillumok
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kialakuldsat egyszeri modon vizsgalhatjuk az id6 fliggvényében, egymast kovetd
pasztazasok sorozatat készitve el (time lapse imaging). A pasztazasi sebességtol
fliggden 2-10 perc alatt rogzithetiink egy képet, és a képsorozatok valaszt adhatnak az
idoben lezajlo morfologiai valtozasok mikéntjére. A moddszer tovabbi eldonye, hogy a

vizsgalatokat egyedi fibrillumokon is elvégezhetjiik.

. 6. 1. AZ ATOMERO-MIKROSZKOP MUKODESI ELVE ES
SAJATOSSAGAI

A pasztazo tliszondas mikroszkdpok csaladjaba tartozod atomerd-mikroszkopot a
pasztazo alagateffektus-mikroszkop (STM) tovabbfejlesztésével hoztak létre. Az AFM
egy nem diffrakcié-limitalt, nagy felbontdsu képalkotdé moddszer. Mivel a kisérlet
fiziologias  koriilmények kozott, vizes kozegben is végezhetd, biologiai
makromolekulak vagy akar sejtek is vizsgalhatok vele. Valodi haromdimenzios feliileti
profilt biztosit specialis elokezelés és vakuum nélkiil.

Bar az atomerd-mikroszkop felbontasat a letapogat6 tii hegyének gorbiileti sugara
korlatozza, a feloldas igy is ezerszer jobb (0,5 nm a maximalis elérheté felbontas X-Y
iranyban), mint az optikai diffrakcios hatar. Valodi haromdimenziés feliileti profilt
biztosit, tehat egyedi molekulakrél nanométeres felbontast informacidkat nyerhetiink.

pozicidérzékeld // T\ 10ker
fotodioda || GHNN,

lézer

A | /amiloid fibrillum

’ >

targylemez -~ 37

-

rugolapka

csillam

4. Abra. Az atomeré-mikroszkop sémas abrdja.

A mikroszkép fobb részei a kovetkezok: egy laprugon 1évoé hegyes tli, a rugd

-14 -



crer

mozgato-rendszer és az adatfeldolgozo rendszer (4. Abra).

A minta felszine és a vizsgaland6 feliiletet pasztazo, rendkiviil hegyes tii atomjai
kozotti vonzo- és taszitdéerOk miatt a tii elmozdul. A képalkotas a tii és a feliilet atomjai
kozott fellépd erdé mérésén alapul. A flexibilis rugdlapka végén elhelyezkedd tii a
mintaval kolcsonhatasba keriil, igy a pésztazds soran a vonzd vagy taszitd erd
folyamatosan valtozik a minta felszini magassagkiilonbségei miatt.

Az atomer6-mikroszkop a kovetkezo mitkodési modokat teszi lehetdveé:

(1) kontaktmod, (2) tapogato- (oszcillacidos) mod és (3) erdmérémod. A
fibrillumok nanomechanikai tulajdonsadgainak vizsgalatdhoz az erémérdmodot
hasznaltuk, mely egy adott pontban a rugélapkara haté er6t méri a mintatol valo
tavolsag fliggvényében. A fibrillumok morfologiai vizsgalatira a fent emlitett két
pasztazasi iizemmodot hasznaltuk: a kontakt és az oszcillacids lizemmodot. Kontakt
tizemmodban a rugdlapka meghajlasat, oszcillacidos ilizemmoddban az oszcillacid
amplitadgjat kovetjiikk nyomon a rugélap hatara fokuszalt 1ézernyaldb segitségével (4.
abra). A rugélapka fényvisszaverd anyaggal van bevonva, igy a lézernyaldb a
rugolapkarol visszaverddik és egy helyzetérzékeld fotodiodara (PSD) vetil. A
rugoélapka meghajlasanak illetve az oszcillacio amplitidojanak valtozdsa aranyos a
1ézernyalab helyzetének valtozasaval. Megfeleld visszacsatolassal elérhetd, hogy a
rugblap elmozdulasanak egyik paraméterét (meghajlas vagy oszcillacios amplitido)
allando értéken tartsuk, mikdzben a tiit a mintdhoz képest vertikalisan mozgatjuk. A
felhasznalo altal megadott célértéktdl valo eltérést az atomerd-mikroszkdp egy, a
pasztazas iranyara merdleges iranyl piezoelektromos kristaly segitségével kompenzélja.
A visszacsatolo rendszer a rugolapkat a felszinhez kozeliti, vagy attdl eltavolitja annak
érdekében, hogy a visszacsatolt paraméter (meghajlas vagy oszcillacios amplitido) ujra
a célértékre alljon be. A miiszer altal regisztralt vertikéalis elmozduldsok értékei
szolgaltatjak a minta feliileti topografiajahoz sziikséges adatokat.

Puha mintafeliiletek esetén (mint példaul az amiloid fibrillumok) a kontakt
lizemmod a minta megkarcoldsat vonhatja maga utan, ezért célszerlibb oszcillacios
tizemmodban dolgozni. Az 5. a. abran lathatd magassagkontraszt kép ugy jon létre,
hogy a pixelekre osztott pasztazasi teriilet X és Y koordinataihoz hozzarendelik a

vertikalis elmozdulasok értékeit. Az oszcillacids lizemmodban, amelyben a rugdlapka
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rezgési amplitidojanak visszacsatoldsaval alkotunk képet, gyakran hasznalt még az
amplitado- és faziskontraszt kép. A visszacsatold rendszer véges sebességgel miikodik,
¢s a visszacsatolasi hibabol nyert informécio szolgaltatja az amplitudd-kontraszt képet
(5. b. abra). Az amplitidé-kontraszt alapja tehat a rugolapka valos oszcillacios
amplitaddja és a célérték kozotti eltérés. A pasztazasi sebességgel egyenes aranyban
novekszik a visszacsatolasi hiba és igy a kontraszt is. Az 5. c¢. abran lathato
faziskontraszt azon alapul, hogy a rugdlapka oszcillaciojaban faziseltolodas 1ép fel.
Amikor ugyanis a tli az oszcillacidé soran megeérinti a felszint, az oszcillacid fazisaban
zavar keletkezik, mely a ti és az Ot meghajtd elektromos oszcilldtor kozott
féziskiilonbséget indukal. A faziskép kontrasztja a minta rugalmassagaval egyenesen

aranyos, ez a tipusu felvétel a minta lokalis viszko-elasztikussagat is jellemzi.

5. Abra. Oldatban nétt, érett AB25-35 fibrillumok atomerd-mikroszkopids
felvétele csillamfelszinen. a. Magassdgkontraszt felvétel. b. Amplitudo-kontraszt
felvétel.

I1. 6. 2. EROSPEKTROSZKOPIA

Eréspektroszkopia soran nem pasztazas torténik az XY-sikban, hanem az AFM
fejébe beépitett Z-piezokristallyal a rugolapkat vertikdlis irdnyban mozgatjuk. A
modszer egyedi molekuldk erdvalaszanak pontos mérésére alkalmas, ugyanis a
vertikalis mozgatas nagy precizitassal, piezoelektromos kristaly segitségével torténik. A
rugolapka elhajlasat erdsen  fokuszalt 1ézernyaldb  segitségével kovetjiik.
Eredményképpen nagy felbontdsu rugalmas er6—megnyulds gorbéket kapunk a vizsgalt

molekularis rendszerr6l. Mechanikai hatasra eldidézhetjiik az intra- vagy
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intermolekularis kémiai kotések felszakadasat és atrendezOdését, és ezen
eseménysorozatokat az eréspektrumban megjelend eréatmenetek formdjaban rogzitjiik.
Az eréatmenetekbdl a molekulan, illetve jelen esetben az amiloid fibrillumokon beliil
lezajlé szerkezeti valtozasokra lehet kovetkeztetni.

Ahhoz, hogy erdmérésre hasznalhassuk, a rugoélapkat eldbb kalibralni kell.
Kisérleteinkben a termikus kalibralasi modszert hasznaltuk (Hutter és Bechhoefer
1993). Eszerint a mechanikai energia (a rugolapka atlagos vertikalis irdnyu elhajlasahoz
sziikséges munka) egyenld a termodinamikai rendszer egy szabadsagi fokara (a rugolap

vertikalis elhajlasi iranyara) es6 termikus energiaval (1/2kgT).

(1) %r[x%]= %kgT,

ahol x a rugddllandd, X a transzducer (rugdlap) elhajlasi amplitaddja, kg a
Boltzman alland6, T az abszolit hdmérséklet. A mérérugd fiiggdleges kitérése a (2.)
Osszefliggés szerint aranyos a ra hato erével. Ha ismerjiik a rugdallandét (k) és
regisztraljuk a rugolapka fiiggbleges iranya kitérését, meghatarozhaté a rugolapkara
hato er6 (F):

(2) F=xAX.

II. 7. FOURIER TRANSZFORMACIOS INFRAVOROS (FTIR) SPEKTROSZKOPIA

Az amiloid fibrillumok masodlagos szerkezetének vizsgalatara kivaloan alkalmas
modszer a Fourier transzformacios infravorés (FTIR) spektroszkopia. A Fourier
transzformécids spektroszkopia szamos eldnnyel rendelkezik a hagyomanyos
spektroszkopidhoz képest, ami féleg az infravords tartoméanyban jelentds (Griffiths és
mtsai 2007).

Az infravords (IR) sugarzas a 12.500 - 10 cm™ (800 nm és 1 mm) kozotti
hullamszdmt (hullamhossza) elektromagneses sugéarzas. Spektroszkdpiai szempontbol
az infravords sugarzast kozeli (NIR), kozép (MIR) és tavoli (FIR) infravords
tartomanyokra osztjuk. IR sugéarzassal elsdsorban a molekuldk rezgési és rotacids
energianivoi kozti atmenetek gerjesztheték. A MIR tartomanyban detektalhatok a
molekularezgések, amelyek a szerkezetre és konformaciora jellemzdek. A kozépsd

infravoros tartoméany hullamszamban kifejezve a 4000 cm™ és 400 cm™ kozé esik. Az
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infravords spektrumvonalak hozzavetdleges helyzetét a rezgd atomok és a kotések
tipusa (egyes, kettds, harmas kotés) hatarozzak meg, az abszorpcids csucsok pontos
helyzete az intra- és intermolekularis kornyezet elektronelvond vagy elektrondonor
hatasatol illetve mas rezgésekhez valo csatoltsagatol fiigg (Barth 2007). Az 1600 cm™
és 1700 cm™ kozotti hullamszam-tartomany az amid I savnak felel meg, ez a sav a
legérzékenyebb a fehérjék masodlagos szerkezetére, és az amid C=0 kdotésének nyujtasi
rezgése képezi a rezgési energia tulnyomo részét (Chirgadze és mtsai 1973; Byler és
Susi 1986; Haris és Chapman 1988; Ismail és mtsai 1992; Arrondo és mtsai 1993;
Middaugh és mtsai 1995; Barth 2007). Ertékes informacié nyerheté még a fehérjék
esetén az amid II savbol, amely az N-H kotés hajlitasi rezgésére jellemzd. Ennek
megfeleléen a masodlagos szerkezet az amid I sav alakjaval all 6sszefiiggésben, mig az
amid II sav a masodlagos szerkezet jelenlétére kevésbé érzékeny, viszont a H/D
kicserélddés tanulméanyozasara idealis, ugyanis a kicserélédés esetén kb. 100 cm™-re
eltolodik (izotdp-eltolodas).
Az 1. tablazat 6sszefoglalja az amid I s&v hulldmszam szerinti komponenseit.
1. Tablazat. Az amid [ sav komponenseinek hozzarendelése a masodlagos
szerkezeti elemekhez (Byler és mtsai 1986; Haris és mtsai 1988; Ismail és mtsai
1992).

Hullamszim (cm™) masodlagos szerkezet

1616 intermolekularis béta szerkezet (5! & msai 1992)
1620-1640 kinyujtott lancok (béta szerkezet) PY'er & 5051 1950)
1645 rendezetlen (Byler & Susi 1986)

1655 alfa hélix (BYler és Susi 1986)

1662 3,ohélix (Haris & Chapman 1988)

1663-1670 hajlatok, hurkok (B1er & Susi 1956)

1675 kinyajtott lancok (béta szerkezet) ( BYler ¢ Susi 1986)
1683-1694 hajlatok, hurkok (B1er&Susi 1956

Az amid I s&v analizisénél altalanosan elfogadott szabalyként megemlithetd, hogy
az 1645 cm™ kozeli spektralis cstucs rendezetlen szerkezetre utal, az 1655 em™ koriili

csucs a-hélixet jelol, az 1620-tol 1640 cm'l-ig terjedd tartomanyban megjelend csucs
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pedig a fehérje B-reddbe rendezett szerkezetéhez tarsithatd (Chirgadze és mtsai. 1973,;
Byler és Susi 1986; Haris és Chapman 1988; Ismail és mtsai 1992; Arrondo és mtsai
1993; Middaugh és mtsai 1995; Barth 2007).

A 6. abran lathat6 egy tipikus, amid I és amid II sdvokat abrazold infravoros
spektrum valamint a Fourier-dekonvolucié analizis eredményét abrazolé6 Amid I sav. A
Fourier-dekonvoltcio célja az, hogy egymastol elvalassza és felismerhetévé tegye a
struktara nélkiili, széles spektralis sdév komponenseit, csokkentve a sav komponenseinek
vonalszélességét. A kiilonb6zd spektralis csucsokhoz hozzarendelték a megfeleld
masodlagos szerkezetet. A kisérleteket borjii hasnyalmirigy tripszin-inhibitor fehérjén

végezték (Kauppinen és mtsai 1981).
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6. Abra. a. Fourier-dekonvoliicié analizis eredményét dbrdzolé Amid I sdv. Az
egyes spektralis csucsok és a hozzajukrendelt megfelel6 mdsodlagos szerkezeti elemek

lathatok. b. Amid I és Amid Il savokat abrdzolo IR spektrum.
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III. CELKITUZESEK

Az amiloid plakkok keletkezésének és hatasmechanizmuséanak feltarasa nagyban
hozzajarulhat az Alzheimer kér molekuléris alapjainak megismeréséhez és hosszu tavon
a kezelés optimalizalasdhoz, illetve gyogyitasahoz, vagy esetleg korai stddiumban valo
felismeréséhez. Az AP25-35 peptidbdl képzddd fibrillumok szamos tulajdonsaga
megismerhetd szerkezeti vizsgalatok utjan, mint pl. atomerd-mikroszkopia,
erospektroszkopia segitségével, vagy kozvetett modon, pl. Fourier transzformacios
infravords spektroszkopiai modszerekkel. Az  AP25-35 peptid csillimfelszinen
epitaxialis novekedéssel orientalt halozatot képez, ez a szabalyos, kdnnyen és gyorsan
létrehozhatd haldézat nanométeres skéalan reprodukalhatd, magas rendezettségli stabil

modell-rendszernek tekinthetd.

Kisérleteinkben az alabbi célokat tliztiik ki:

I. A csillamfelszinen epitaxidlis novekedéssel étrejott, orientalt haldzat
paramétereinek pontos feltérképezése sziikséges ahhoz, hogy a haldzatot

kisérleti modellrendszerként hasznalhassuk. Célul tiiztiik ki ezért:

1. a csillamfelszinen epitaxidlisan ndvesztett orientalt amiloid
héalézat morfologidjanak és szerkezeti dinamikéjanak jellemzését
atomerd-mikroszkop segitségével.

2. az orientalt fibrillumok mechanikai stabilitdsanak, a fibrillumokat
hierarchikusan  felépitd  és  stabilizaldo  kolcsonhatasok
természetének valamint a fibrillaris alegységek
(protofilamentumok)  viselkedésének  vizsgalatit —molekula
manipulaciés  technikakkal, erdspektroszkopiai  méréseken

keresztil.

. A kétféle moédon (oldatban illetve epitaxialisan) novesztett fibrillumok

Osszehasonlitd vizsgalatat terveztiik, arra a kérdésre keresve valaszt, hogy a
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csillimfelszinen kialakul6 orientalt halozat felfoghato-e j6 amiloid fibrillum
(vagy plakk) modellként?
1. Oldatban novesztett, csillamfelszinre adszorbealt érett
amiloid fibrillumok alaki, nanomechanikai &sszehasonlitasa az
epitaxialisan orientalt fibrillumokkal.

2. Masodlagos szerkezet-vizsgalat FTIR spektroszkopiaval.

LPFFD béta-lemez romboldé peptid hatdsdnak vizsgalata az amiloid
halozatra nézve. Van-e az LPFFD peptidnek altalanos béta-lemez rombold

hatasa?

A modositott peptid cisztein szulthidril csoportja szamos molekula
hozzakapcsolasat teszi lehetvé a mutans amiloid peptidhez. A jovobeli
,hano-modszer” alkalmazasok alapjainak lefektetése végett, célul tliztiik ki
a csillamon orientalt mutans AP25-35 peptidbdl felépiild fibrillaris haldzat
vizsgalatat, a halozat paraméteinek (feliileti befedettség, fibrillum-hossz)

finomhangolasat.
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IV. MODSZEREK
IV. 1. A KISERLETEKHEZ FELHASZNALT AB-PEPTIDEK SZEKVENCIAI

Az 99%-os tisztasagh amiloid illetve LPFFD peptideket liofilizalt formaban az
MTA-SZTE Szupramolekularis ¢és Nanoszerkezeti Anyagok Kutatdocsoportjaban
valamint a SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézetében allitottak elé szilard fazisu
szintézis soran (Zarandi és mtsai 2007).

A vad tipusi AB25-35 aminosav-szekvencidja: “>GSNKGAIGLM®*-amid.
Molekulatomege 1060,3 g/mol.

N27C mutans AB25-35 peptid, AB25-35_N27C szekvencigja:
2GSCKGAIIGLM*-amid Molekulatémege 1007,3 g/mol.

A béta-lemez rombold peptid szekvencidja: LPFFD. Molekulatomege 636 g/mol.

IV. 2. AMILOID FIBRILLUMOK NOVESZTESE

Az oldatban torténd novesztéskor a liofilizalt AB25-35 mintat elsé 1épésben
DMSO-ban oldottuk fel. A DMSO oldatot 10 mM PBS (10 mM Na,HPO,4-NaH;POy,
pH 7,4, 140 mM NaCl, 0,02% NaNs3) pufferben higitottuk tovabb ugy, hogy a végsd
peptidkoncentracié > 0,5mg/ml, és a DMSO koncentracidoja < 1,0 % (v/v) legyen. A
novesztés szobahOmérsékleten (T = 24 °C) tortént 3-14 napig az oldat kevergetése
nélkdil.

Polimerizacios gocoktdol mentes (magnélkiili, seedless) mintak eldallitasa
érdekében az AB25-35 peptidek oldasat kovetden az oldatban esetlegesen jelen 1évd
magokat, amelyek a szintézis és tisztitasi procedura sordan a liofilizalas el6tt
keletkezhettek, ultracentrifugalassal {ilepitettiik (Beckman Optima, 200.000 g, 2 6ra, T
= 4 °C). A feliiliiszot, mely csupan peptideket tartalmazott, folyékony nitrogénben
gyorsan lefagyasztottuk, majd a mintdkat felhasznalasig -80C°-on taroltuk. Az igy
eléallitott mintdkat a csillimfelszinen végzett mérésekhez hasznaltuk, mert az volt a
célunk, hogy peptid monomerek iilepedjenek le a feliiletre.

crer

(Bicinchoninic acid assay, SIGMA) (Smith és mtsai 1985).
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IV. 3. ALKALMAZOTT SZUBSZTRAT FELULETEK

Az epitaxidlisan novekedett fibrillumok atomerd-mikroszképos képalkotasahoz
frissen hasitott csillamfelszint (V2 grade, #52-6, Ted Pella, Inc.,Redding, CA, USA)
hasznaltunk.

A kali csillam, mas néven muszkovit (KAIy(SizAl)O10(OH);), néhany tiz
mikrométeres vastagsagu , tokéletesen atlatszd lemezekké hasithatd. A frissen hasitott
muszkovit csillam negativ toltésti, hidrofil, feliileti kristalyszerkezete hexagonalis. A
csillam egy olyan kalium-aluminium hidroszilikat, mely SiOgs-tetraéderek alkotta
parhuzamos rétegekbdl all, a rétegkomplexumokat rétegkozi kalium ionok tartjak 6ssze
elektrosztatikus kélcsonhatassal. A tetraéder stlypontjdban elhelyezkedd Si** kationt a
sarkokon levd négy oxigénatom veszi korbe. A csillam hasitasi felszinén a hexagonalis
elrendezésii oxigén atomok kb. 0,5 nm atmérdjii K koté zsebeket hoznak létre. Két
szomszédos K kotShely tavolsaga szintén kb. 0,5 nm (7. 4bra) (Brigatti és mtsai 2003;
Giese 1979).

Oldalnézet Feliilnézet

LTETY

® © ® ®© 6 6 @ & —)

Lok s

00000 0«

TR

e o0 00 0 0 0 /I\ ___________

o cho b oho Oxigen gylrd” |

7. Abra. A muszkovit csillam szerkezete (oldal- és feliilnézetbél). A hexagondlisan
elhelyezkedo oxigénatomok K+ koto zsebeket alkotnatk.

A frissen hasitott csillim felszinérdl vizes kdzegben gyengén kotott K* ionok
diffundélnak el, lehetévé téve ezaltal pozitiv feliileti toltésti biomolekulak kitapadasat.
A minta illetve a puffer K™ tartalmanak fiiggvényében dinamikus egyensuly alakul ki a
szabad ¢és a telitett kotéhelyek kozott.
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Egyes esetekben AFM-es képalkotashoz 3-glycidiloxypropyl-trimethoxisylane
(GOPS) keresztkotovel bevont tivegfelszint alkalmaztunk. A 96%-0s alkoholba, majd
99%-o0s acetonba meritett targylemezeken ultrahangos feliilettisztitast végeztiink 20-20
percig. Az liveglemezeket a tisztitasi fazisok kozott és a tisztitas végén ultratiszta (Milli-
Q) vizzel mostuk le. A nagy tisztasdgl nitrogén gazzal megszaritott targylemezeket
felhasznaldsig pormentes, paramentes helyen taroltuk. Az alkoholos majd acetonos
kozegben, ultrahanggal megtisztitott {iveglemezeket 2 %-o0s (v/v) GOPS-t tartalmazo
toluol oldat g6zében inkubaltuk egy éjszakan at. Az igy nyert szilanizalt felszinhez az

amiloid aminocsoportok révén kovalensen kotodik.

IV. 4. MINTAK KEZELESE

A mintakat az atomerd-mikroszkopia alkalmazhatdsaga céljabol a megfelelden
elokészitett felszineken inkubaltuk. GOPS aktivalt felszinen 30 perces inkubacids id6t
hasznaltunk. Frissen hasitott csillamfelszinen, a fibrillum tipusatol és az oldat
koncentraciojatol fliggden kiilonb6zd inkubacids iddket alkalmaztunk. Oldatban nétt
fibrillumok esetén 20-30 percig inkubaltuk az oldatot a felszinen. Epitaxidlisan
novekedd AB25-35 peptidek esetén, hogyha az oldat koncentraciéja magas volt (~50
uM), 1-5 percre csokkentettiikk az inkubécios id6t, mert a nagyszamu szabad peptidet
tartalmazd oldat nem kivant slirliségli, tilzottan befedett csillamfelszint hozott volna
létre hosszabb id6 alatt, ami lehetetlenné tette volna az egyedi fibrillumok vizsgalatat.
Az inkubacios id6 leteltével, pufferrel torténé mosassal tavolitottuk el a nem vagy csak
gyengén kotédott fibrillumokat. Szaritott preparatumok esetében ultratiszta (Milli-Q)

vizzel mostuk le a felszint, majd tiszta N, gazzal szaritottuk.
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IV. 5. ATOMERO-MIKROSZKOPIA

IV. 5. 1. AZ MFP3D ATOMERO-MIKROSZKOP

A képalkotashoz egy Molecular Force Probe 3D (MFP3D) tipusu atomero-
mikroszkdpot hasznéltunk (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) (8. abra).

Az atomer6-mikroszkop XY irdnyban vezérelhetd piezoelektromos targyasztalon
helyezkedik el, az atomerd-mikroszkop fejébe Z-iranyt (vertikalis) mozgast végzo
piezoelektromos kristalyt épitettek be. A minta kezelése és megfigyelése érdekében a
miszer egy inverz fénymikroszképpal van egybeépitve. A pdasztazast oszcillacios
tizemmodban végeztiik szaritott mintdkon, illetve fiziologias koriilményeket modellezd
koriilmények mellett, nativ szerkezetii mintdkon, pufferben. Tipikusan 512x512 vagy
1024x1024 — pixel felbontasu képeket rogzitettink 0,6 — 1.5 Hz pasztazasi
frekvenciaval, 0,5 — 0,8 V célérték beallitasaval. A célérték a rugolapka oszcillacidjanak
nagysagaval fiigg 0ssze, az oszcillaci6 amplitiddjat a minta stabilitdsa fiiggvényében

valtoztathatjuk, de altalaban érdemes alacsony értéken tartani.

Z piezokristaly

fotodetektor

visszavert
lézernyalab

» w\ﬂ/ lézerdioda
rugolapka tGjére fokuszalt lézer
8. Abra. MFP 3D BIO atomeré-mikroszkop, Olympus IX81 motorizdlt inverz
mikroszkoppal és XY iranyban piezoelektromos transzidatorokkal mozgathato

targyasztallal (bal oldali abra). Az AFM fejének vazlatos felépitése, keresztmetszet
(jobb oldali abra).
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Az atomerd-mikroszkop Z-iranyu felbontdsa angstrom nagysagrendi 0,25 nm.
felbontasi hatar. A képalkotasi hiba abban az esetben elkeriilhetetlen, hogyha a feloldani
kivant részlet kisebb a tii atmérdjénél. Képanalizis sordn ezt a jelenséget figyelembe kell
venni. A tithegy sugardnak mérete a magassadginformaciot nem torzitja, igy ez egy igen

megbizhatdé mérhetd paraméter.
IV. 5. 2. EROSPEKTROSZKOPIA

A feliilethez kotott, adszorbealt fibrillumokat mechanikailag manipulaltuk egy
felszinhez nyomott rugolap segitségével (Olympus BioleverA). A ti feliilete és a
fibrillum kozott mésodlagos, nem specifikus kémiai kotés alakult ki. A rugdlapot
allando sebességgel tavolitottuk el a felszintdl, tipikus huzasi sebességként 500 nm/s-ot
hasznalva. A fibrillum szerkezetét ily modon megbontottuk, a fibrillum felszinérdl
protofilamentumokat huztunk ki és az eréatmenetek alakjabol, nagysdgabol a
mechanikai hatasra bekdvetkezd szerkezeti valtozasokra nyertiink betekintést (9. abra).

- rugélapka

AR25-35 fibnllum Csillamfelszin

9. Abra. Amiloid fibrillum atomerd-mikroszképpal torténd megnyijtasanak kisérleti
vdzlata. A protofilamentum deszorpcidjahoz sziikséges eré a rugolapka elhajlasabol

Sszamolhato.

Eréspektroszkopias mérések soran a vizsgalt molekula rakotédik a rugolapra, €s a
molekulan keresztiil kozvetitett mechanikai eré okozza a rugoélap elhajlasat. igy tehat a
fenti modszerrel mérhetdvé tehetjiik a vizsgalt molekularis rendszerben mechanikai

perturbacio hatasara ébredd erd nagysagat.
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Az atomerd-mikroszkoppal akar pN nagysagrendi erdket is regisztralni tudunk, a
miszer als6 felbontdsi hatara ~5-10 pN. Az erdspektroszkopias kisérletek sordn
atlagosan ezer - kétezer er6gorbét vettiink fel a minta tobb pontjan, a kiértékelés soran
500 - 600 értékelhetd erdgorbét elemeztiink.

Lehetdség nyilik annak ellendrzésére, hogy a mechanikai perturbacié
erospektroszkopia, mely soran elobb lepasztazzuk a szamunkra érdekes teriiletet, majd
ezen a teriileten levd fibrillumokon erdspektrumokat vesziink fel, végezetiil ugyanezt a
tertiletet jbol lepasztazzuk. Az elsé és utolsd pasztazasi képet 0Osszehasonlitva,

¢észlelhet6ek az esetlegesen bekdvetkezd szerkezeti valtozasok.

IV.5. 3. A KEPALKOTASHOZ HASZNALT RUGOLAPKAK

A nagy érzékenység eléréséhez a rugoallandonak kicsinek kell lennie (100 N/m
alatt), ami a tiit tart6 rug6lapka nagy flexibilitdsaval érhet6 el.

A kornyezetbdl érkezd zavard, altalaban viszonylag kis frekvenciaju rezgések és a
visszacsatolasi elektronika miatt fontos, hogy nagy legyen a rugd sajat rezonancia-

frekvencidja (kHz-tartomany).

Olympus AC160TS-C2 microcantilever

A szaritott mintak pasztazasahoz AC160TS-
C2 tipustu rugolapkat hasznaltunk (10. abra).
A rugoélapka anyaga szilicium, rugoéallandoja 42
N/m. A levegében mért rezonancia frekvencia
300kHz. A rugolapkén levd ti tetraéder alaku, a
tihegy sugara <10 nm. A rugdlapka a hatoldalon

(reflektiv oldal) aluminiummal boritott. Ez a

tipust rugodlapka oszcillaciés lizemmodban, 10. Abra. Olympus AC160TS-C2

szaritott mintakon vald pasztazasra alkalmas. microcantilever.
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Olympus BioLever (BL-RC150VB)

Pufferben végzett képalkotashoz

valamint

erospektroszkopiadhoz Olympus BioLever rugdlapkat

hasznaltunk (11. abra). A

rug6lapkat tartalmaz, két rovidebbet (BioleverA) és

két hosszabbat (BioleverB).

rugoallandot befolyasolja.

A szilicium nitridb6l késziilt rugoélapkakat

chip négy darab

A hossziusag a

11. Abra. Olympus
Biolever BL-RC150VB

Au/Cr réteg boritja. Az altalunk hasznalt BioleverA

rug6lap rugdallanddja 0,03 N/m.

A pufferben mért rezonancia frekvencia 9,2

kHz. A ti V alaku. A tlihegy gorbiileti sugara <40

nm.

IV. 5. 4. ATOMERO-MIKROSZKOPOS KEPEK ANALIZISE

A felvételeken szerepld amiloid

struktarak morfoldgiai

egyes
paramétereinek  (fibrillumok magassaga,

hossza, az orientalt fibrillumok

szogeloszlasa, feliileti fedettség) mennyiségi

meghatarozasdra az MFP3D atomerd-

mikroszkdp szoftverét (Igor Pro

v6.03WaveMetrics Portland OR, USA)

sajat

hasznaltuk. A fibrillumok magassagat,
hosszat egyenként mértik meg egy, a
magassagképet meghatarozott pontokban
metszé egyenes segitségével (12. abra). A
szoftver kirajzolta az egyenes alatti szakasz
magassagprofiljat, és errdl leolvashatova

valt a fibrillumok magasséaga illetve hossza.
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13. Abra. Szogeloszlas meghatdrozasa.

A fibrillumok szogeloszlasat ugy hataroztuk meg, hogy a fibrillumok
hossztengelyére egy egyenest rajzoltunk, majd a megfeleld panelrél leolvastuk az

egyenes ¢s egy vizszintes referenciavonal altal bezart szoget (13. abra.).

nm

0.0 0.5 1.0 15 2.0 ym
14. Abra. Az az atomerd-mikroszkdpos felvételt maszkoldsa.

A feliileti befedettség kiszamolasdhoz az AFM-es felvételt maszkoltuk a fibrillumokra

jellemzd jol meghatdrozott magassag-kiiszobérték beallitdsdval, a szoftver ennek

alapjan kiszamolta a fibrillumok altal befedett teriilet szazalékos nagysagat (13. abra.).
Az atomerd-mikroszkopos felvételek 2D Fourier transzformacioit az NIH Image,

Image J (1.32 verzi6, NIH, USA) szabad forrasa szoftverrel készitettiik.
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Az lgor Pro-val végzett statisztikai elemzés adatait a Microsoft Excel 2010-es
programba exportaltuk. A spektrumokat és hisztogramokat szintén a Microsoft Excel

2010-es program segitségével abrazoltuk.
IV. 6. FTIR SPEKTROSZKOPIA

A konnyiivizes (H,O) puffer-oldatban 6sszeallt AB25-35 fibrillumokat (IV.2.
fejezet) SpeedVac vakuum-centrifugan oldoszermentesitettiik koncentracionovelés
céljabol. A viz elparolgéasa utdn a mintat 4 pl nehézvizben (D,0) oldottuk fel. A fehérje-
konformaciora jellemz6 amid 1 savval (1700-1600 cm™) teljesen egybeesik a viz
deformacios rezgése (1650 cm™), ennek a zavard hatasnak a kikiiszobdlésére
alkalmaztunk méréseinkben viz helyett nehézvizet, melynél az izotop-eltolodas miatt a
deformécios rezgési sav 1215 cm™-nél 1ép fel.

A csillamfelszinen epitaxialisan ndtt fibrillumok masodlagos szerkezetének
megallapitdsdhoz 8 pM-os 100 pl magnélkiili AB25-35 peptid oldatot inkubaltunk 10
percig egy frissen hasitott csillimlemezre. A felszinre nem k&tddd peptideket ovatosan
lemostuk a felszinrdl, majd tiszta N, gz arammal torténd szaritast alkalmaztunk.

Az infravoros spektrumokat Bruker Vertex80v FTIR spektrométerrel mértiik,
amely nagy érzékenységii, folyékony nitrogénnel hiitétt higany-kadmium-tellur (MCT)
detektorral rendelkezik. Az oldatban nétt, érett amiloid fibrillumok FTIR spektrumanak
felvételéhez mintatartoként Diacell gyartmanya (Diacell, Leicester, UK) gyémant cellat
(Diamond Anvil Cell) hasznaltunk, mely rendkiviil kis térfogati mintdk mérésére is
alkalmas (~50 nl). A csillamlemezt meghajlitva helyeztik a fényutba a zavard
interferencia lecsokkentése végett,a gyémant cella estében pedig egy nyaldb-
fokuszaldval (beam condenser, Bruker) iranyitottuk a celldra az infravords fényt.

A mért FTIR spektrumok felbontasa 2 cm™ volt (hulldmszam). A jel/zaj viszonyt
256 spektrum atlagolasaval javitottuk. A spektrumok kiértekeléséhez ProtelR szoftvert
hasznaltunk (Smeller és mtsai 1995). Az epitaxialisan nétt amiloid fibrillumok
spektruméanal korrigdltunk a péarhuzamos csillamrétegekben reflexié miatt fellépd

interferenciasavokra.
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V. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

V. 1. CSILLAMFELSZINEN ORIENTALT AMILOID $25-35 MODELL-
RENDSZER JELLEMZESE

Ebben a fejezetben a csillamfelszinen novesztett orientalt AP25-35 halozat
morfologiai €és nanomechanikai jellemzése keriill bemutatdsra. A haldzatot
reprodukalhatosdga, paramétereinek homogenitasa miatt a késObbiekben kisérleti

modell-rendszerként hasznaljuk.

V. 1. 1. A FIBRILLUMOK MORFOLOGIAJA ES BELSO SZERKEZETI
DINAMIKAJA

Kisérleteinkben AFM segitségével vizsgaltunk szintetikus AB25-35 peptidekbol
novesztett fibrillumokat. A csilldmfelszinre adszorbedlt fibrillumok a felszinen
szabalyos trigonalis elrendez6désben orientalodtak (15. a. abra). Lemértik egy
referenciavonalhoz képest a fibrillumok irdanyanak szogeloszlasat. Harom f6 irdnyt
kaptunk, a fibrillumok kozti szog egyenként 60° volt (15. b. abra). A fibrillumok akar
tobb mikrométeren keresztiil is megdrizték az orientacidjukat. A csillamfelszin mas
peptidek elrendez8désére is orientald hatassal van, példa erre az a-synuclein szabalyos
trigonalis mintazata (Hoyer és mtsai 2004). A csillam hasitasi felszinén a
hexagonalisan elrendezett oxigén ionok K'-kotd zsebeket hoznak létre. A fibrillumok
orientalt elhelyezkedését az AB25-35 peptid pozitiv toltésii része valamint a K* kétdhely
kozotti kolesonhatas hatarozza meg. A fibrillumok elhelyezkedését a csillam rendezett
kotohelyei hatarozzak meg, erre utal a fibrillumok 4ltal kialakitott hexagonalis mintazat
¢s a csillam kristalyszerkezetének egyezése is.

Az orientalt elrendezddés jelentds mértékben fiigg az ABP25-35 minta ¢életkoratol.
figyelhettink meg (15. a. abra). Néhany napos minta esetében viszont fibrillum-
kotegek jelentek meg és a trigonalis orientacio eltlint (15. d. abra).

A GOPS kezelt tivegfelszinhez kotott AP25-35 fibrillumok egyaltalan nem

mutatnak orientaciot és morfologiailag is heterogének (15. c. abra). A fibrillumok
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orientacidja  szabalyos mintazatként jelenik meg a 15. a. abra 2D Fourier
Transzformaciojan (betétabra). Az amiloid haldzat atomerd-mikroszkopos képe olyan

pixelekbdl all, melyek a halézatot alkotd amiloid fibrillumok térbeli elrendezddését

b.
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15. Abra. a. Csillamfelszinre adszorbedlt AB25-35 fibrillumok jellegzetes trigondlis
elrendezodésben. Betétibra: Az AFM kép 2D Fourier Transzformdcidja.

b. Csillamfelszinre abszorbedlt fibrillumok harom f& iranydanak szogeloszldsa, egy
referencia vonalhoz képest.

C. GOPS kezelt iivegfelszinhez kotott, oldatban névesztett AB25-35 fibrillumok.

d. Oldatban novesztett, majd csillamfelszinre vitt 7 napos Af25-35 fibrillumok.
(Pasztazo — atomerd-mikroszkopos — magassdgkontraszt  felvételek,  pufferben,

oszcillacios iizemmodban.)
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irjak le. A 2D Fourier Transzformacidé (2D-FT) modszer ezt a térbeli informaciot egy
olyan, matematikailag meghatarozott frekvenciatartomannya alakitja, amely megadja a
pixelenkénti intenzitas értékek valtozasanak frekvenciajat. Ez a kimeneti 2D-FT kép
esetben harom vilagosan elkiiloniilé orientacios irdnyt latunk a képen.

A fenti eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az orientalt haldzatok
létrejotte a monomerek illetve oligomerek jelenlététdl fiigg, mert a monomerek
koncentracioja az oldatban az érett fibrillumok megjelenésével - az id6 fliggvényében -
nem fedték at egymast, a novekedés altalaban megallt, amikor egyik fibrillum elérte a
masikat. A fibrillumok novekedését sztérikusan gatoltdk az utjukban fekvd, mar elébb
kialakult fibrillumok. A fibrillumok néha Z irdnyban is novekedtek (vastagodtak), de a
fibrillumok vastagsdga nem haladta meg az 5 nanométert. Ebbol arra kovetkeztettiink,
hogy az orientalt AB25-35 haldzat felszini novekedés eredményeképpen jon 1étre.

Az AB25-35 peptidek révid idon belil (masodpercek, percek) felépitik a
fibrillumokbol all6 szabalyos halozatot. A halézatképzddés gyors kinetikaval zajlik le, a
sebesség a kezdeti peptidkoncentraciotél fiigg. Hogyha a peptidkoncentracio kellden
magas, akkor alig egy-két perc alatt striin boritott haldzatos felszint kapunk.
Alacsonyabb peptidkoncentracioknal a halozat kialakuldsa is lassabb, a fibrillumok
kozotti tavolsag — igy a fibrillumok hossza IS — nagyobb. A minimalis
peptidkoncentracio, amelynél mar elindul az epitaxialis novekedés, 5 - 8 uM.

Na-PBS-ben feloldott AB25-35 peptidek idofiiggd (time lapse) AFM felvételeivel
kimutattuk, hogy eldbb novekedési gocok, magok jelennek meg a csillam felszinén, és
ezekbdl a magokbol indul meg a fibrillumok ndvekedése a harom f6 orientacids
iranyban. A ndvekedés mindaddig folytatodik, mig egy mar meglevd fibrillum oldaldba
nem litkozik a fibrillum. Az orientalt fibrillumok mindkét végiikon névekednek, bar az
egyik végiikon a novekedés joval gyorsabb, mint a masikon (Kellermayer €s mtsai
2008). Idofiggd AFM felvételek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a szabalyos
orientaciot mutatd fibrillumok 1étrejotte két kiillonbozo kotddési 1épéstdl fiigg: (1) peptid
egységek kitapadasa a csillamfelszinre és (2) peptid egységek hozzakotddése mar 1étezo
fibrillumok szabad végeihez. Az elsd lépésben kulcsszerepet jatszik a csillamfelszin

K" - kotéhelye és az AP25-35 peptid Lys28 csoportjanak e-amino csoportja kdzotti
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elektrosztatikus  kolcsonhatas. Ez a  kozvetlen peptid-csillim  kolesonhatés
elengedhetetlen a tovabbi fibrillum-novekedéshez sziikséges magok képzddésé¢hez. A
masodik 1épésben, az elektrosztatikus kdlcsonhatasokon kiviil, hidrogénhid kotések is
képzédnek a B-lemez szomszédos peptidjei kozott. A hidrogénhid kotés stabilizald
hatasa miatt, a fibrillumok végeihez torténd peptid-kotédés folyamata sokkal kevésbé
mtsai 2007).

Azt a novekedést, mely soran egyik asvany kristalyai (jelen esetben peptid) egy
masik asvany kristalyainak felszinen nének és mindkét kristaly mintdzata hasonld
szerkezeti orientaciéval rendelkezik, epitaxialis novekedésnek nevezziik. Az orientalt
AB25-35 fibrillumok Iétrejotte tehat csillamfelszin-vezérelt epitaxialis ndvekedés
eredménye.

A peptidek rendkiviil gyors kinetikdval, méasodpercek - percek alatt felépitették az
orientalt halozatot. (Az atlagos ndvekedési sebesség 0,1 nm/s volt. Lasd V. 3. 1. 3.

fejezet.)
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16. Abra. A fibrillumok magassdgeloszidsa multimodalis (n = 513).

Az egyes fibrillumok magassaga 0,8 - 4 nm kozott valtozott (16. abra), a
fibrillumok nem mutattak felszini egyenetlenséget. A magassageloszlas multimodalis, a
maximumoknal talalhaté értékek egy protofilamentum vastagsdganak illetve

tobbszoroseinek felelnek meg. Mivelhogy egy B-lemez vastagsaga ~ 0,8 - 1 nm (Bond
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¢s mtsai 2003), a csillamfelszinen képzdédott fibrillumok magassagabdl kovetkezik,

hogy a fibrillumokat 1-5 B-lemez alkotja.

V. 1. 2. AFIBRILLUMOK EROSPEKTROSZKOPIAJA

Az erdspektroszkopia a fibrillumok belsé dinamikdjaba és szervezddésébe
engednek betekintést. Az eddig vizsgalt AP fibrillumokhoz hasonléan (Kellermayer és
mtsai. 2005) a méréseinkben szereplé epitaxialisan nétt AP25-35 fibrillumokra is
jellemzd az erdplatok megjelenése. A mechanikai manipuldcionak kitett AP25-35
fibrillumok erévalasza az Osszes P-amiloidra nézve karakterisztikus, és a -lemezes
szerkezettel magyarazhaté meg. Az AFM rugolapka tiijét a fibrillumhoz nyomtuk, majd
konstans huzési sebességgel eltdvolitottuk a felszintdl, ily médon megnytjtva a tithoz
tapadt  fibrillumot. A  fibrillumokbol = mechanikai  erével  fokozatosan
protofilamentumokat fejtettiink le. A protofilamentumok deszorpcidja reverzibilis
folyamat, és a kotések szétszakitasa hasonld egy cipzar mitkdéséhez.

Munkacsoportunk korabbi kutatasai igazoltak (Kellermayer és mtsai 2005), hogy
a B-lemezek rugalmas struktaraként viselkednek, és konstans erd kifejtésével le lehet
Oket fejteni a fibrillum felszinérdl, mintegy szétcipzarozva a fibrillumot. A lefejtett
lancok képesek nagy sebességgel visszakapcsolodni, visszafekiidni a fibrillum feliiletére
(6sszecipzarozodas).

A folyamat soran felvett er6-megnyulas gorbék platoval rendelkeznek. A platd
magassaga (platoerd) megegyezik a szétcipzarozashoz sziikséges erdvel. Ez az érték a
fibrillum mechanikai stabilitaisinak mércéje. A platdbhossz a protofilamentumok
hosszusagara utal. Konstans eré mellett a lefejtett protofilamentumok hossza a plato
végéig novekedik, a platd végén egy lépésben hirtelen nullara csokken az eré (17.
abra), ilyenkor a protofilamentum vagy leszakad a tiir6l, vagy a fibrillumr6l levalva a
tin marad. A huzasi ciklus mindvégig azonos energidju (azonos kémiai természetii)
kotéseket terheliink mechanikailag. Mikozben a kotések egyenként, egymas utdn
felszakadnak, a lefejtett protofilamentum hossza is 1épésrdl 1épésre nd. Egy kotés
felszakadasakor annyival n6 a szabad protofilamentum hossza, amekkora a tavolsag két

egymds melletti, a protofilamentumot a szomszédos protofilamentumokhoz rogzitd
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kotés kozott. Az AFM felbontdsa nem teszi lehetdvé a két kotés felszakadasa kozotti

iddintervallumban torténd erdcsdkkenés rogzitését, igy az erd konstansnak tlinik.
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17. Abra. Tipikus eré-megnyilds gorbe. A kék gorbe a nyijtds, a piros a
visszaengedés sordn felvett adatokat dabrazolja. A betétabra szemlélteti a ti

meghajlasanak valtozasat egy protofilamentum megnyujtasa és leszakitasa kézben.
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18. Abra. A platomagassag eloszlisa csillamon orientalt  AB25-35
fibrillumok esetén. A szamok a platohoz tartozo protofilamentumok
feltetelezett szamat jelolik.
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A fibrillumok magassageloszlasabol (16. abra) és nanomechanikai vizsgalatabol
kideriilt, hogy a csillamfelszinhez adszorbealt fibrillumokat valtozé szamu, maximum 6t
protofilamentum épiti fel. A 0,8 - 1 nm vastag szerkezeti egység nagy valdszintiséggel
egy P-lemeznek felel meg. A platomagassag ecloszlas is tobb karakterisztikus értéket
mutat (18. abra, nyilak), a maximumok egy egységnyi platoerénél és ennek egész
szdmu tobbszoroseinél jelentkeznek. Az egységnyi platoerd ~30 pN, és feltehetden

megegyezik az egy B-lemez vastag protofilamentum lefejtéséhez sziikséges erdvel.

a. Topografia b. Erspektroszkopia
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19. Abra. Az orientalt fibrillumok hosszeloszldsa (@) illetve a platohossz-eloszlds (b).

A platok hossza 6sszhangban volt az orientalt fibrillumok tényleges hosszaval az
adott kisérleti koriilmények kozott. Az er@spektroszkopiai méréseket ugyanis egy olyan
haldzaton végeztiik el, amely atlagosan ~170 nm hosszt fibrillumokbol épiilt fel (19. a.
abra), a leghosszabb fibrillumok 300 nm-esek voltak. A platok atlagos hossza 40 nm-
nek adodott, a maximalis hossz pedig nem Iépte tal a 250 nm-t (19. b. abra), tehat a
fibrillumrol lefejtett struktarak  joval rovidebbek voltak a fibrillumok tényleges

hosszanal.
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V. 2. OLDATBAN, KOZEL EGYENSULYI KORULMENYEK KOZOTT
OSSZEALLT VALAMINT EPITAXIALISAN NOVESZTETT AMILOID
FIBRILLUMOK OSSZEHASONLITO VIZSGALATA

A csillamfelszinen epitaxidlisan novesztett AB25-35 halozat szabalyos orientaciot
mutat, a magas rendezettségli stabil halézatot homogén szerkezetl fibrillumok alkotjak.
Egyszeriisége és reprodukalhatdsaga miatt kisérleti modell-rendszerként hasznalhat6 fel.
Az AB25-35 peptid oldatban, kozel egyensulyi korilmények kozott is képez
fibrillumokat. Az alabbiakban ezen két kiillonboz6 tutvonalon Osszeallt fibrillum
Osszehasonlitdsat mutatom be atomerd-mikroszkopiai, erOspektroszkopiai €s infravoros

spektroszkopiai modszereken keresztiil.

V. 2. 1. A FIBRILLUMOK STRUKTURALIS HIERARCHIAJA ES
ORIENTACIOJUK CSILLAMON

Az atomerd-mikroszkopos
kisérleteink alapjan az  epitaxidlisan
novesztett fibrillumok jelentés mértékben
eltértek az oldatban, kozel egyensulyi
koriilmények kozott dsszedllt érett amiloid
fibrillumoktol, ¢és ez a kiilonbség
morfologiajukban és kialakulasuk
kinetikajaban is meg- mutatkozott. Az

epitaxialisan novesztett fibrillumok

, szabalyos  trigondlis  elrendezddésével
20. Abra. Oldatban novesztett, majd

ellentétben (15. a. abra), az oldatban
csillamfelszinre vitt 14 napos Af25-35 .

Osszeallt  tobb  napos  fibrillumok
minta morfologidja (pasztazo atomero-

szabalytalanul, rendszerteleniil tapadtak ki
mikroszkopos magassagkontraszt _ o

a csillamra. (20. abra), a fibrillumok
felvétel, pufferben, oszcillacios

felszinén  gyongysor-szeri  periodikus
tizemmodban.). Betétabra, AFM kép

kiemelkedések, ismétlodések figyelhetdk
2D Fourier Transzformacioja.
meg. A 15. a. abra betétabrajan lathato
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crer

2D Fourier Transzformaci6 a fibrillumok szabalyos orientaciojat hexagonalis
mintazatként jeleniti meg, ez a szabalyos mintdzat nem figyelhetd meg a 20. abra
betétabrajan. Mint azt az V. 1. 1. fejezetben részletesen targyaltuk, az orientélt
halézatok létrejotte a monomerek illetve oligomerek jelenlététdl fligg, ezek

koncentracioja az érett fibrillumok megjelenésével az id6 fiiggvényében csokken.

a. epitaxialisan
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21. Abra. A fibrillumok magassdgprofilia. a. Orientdlt hdlézat AFM-es
felvételének 3D rekonstrukcioja (bal). Csillamon epitaxidlisan névesztett fibrillum
magassagprofilja a hossz fiiggvényében. A piros nyilak jelzik a fibrillum kezdetét és
végét (jobb). b. Oldatban névesztett, érett amiloid fibrillum AFM-es képének 3D
rekonstrukcioja. A fibrillumok felszini periodicitdist mutatnak (bal). Oldatban novesztett
tobbnapos fibrillum magassagprofilja a hossz fiiggvényeben. A fekete szinii nyilak jelzik

az dtlagos magassagtol valo eltérést (jobb).

Bar mindkét fibrillum-tipus azonos monomerekbdl épiilt fel, felszini topografidjuk
jelentdsen kiilonbozott egymastdl. Az egyes epitaxialisan novesztett fibrillumok
esetében nem tapasztaltunk jelentds eltérést, a magassaguk a fibrillum teljes hosszaban

egyforma volt (21. a. és b. abrak). Az oldatban Gsszeallt fibrillumok felszine azonban
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kifejezett magassagbeli egyenetlenséget mutatott (21. c. és d. abrak). Az
egyenetlenségeket 5-10 nanométeres magassagkiilonbségek ismétlodése hozta 1étre. A
fibrillumok életkoratol fiiggden valtozo periodicitast kaptunk, a kiemelkedések 30-200

nanométerenként ismétlédtek. (Az ,,id6ésebb” fibrillumok periodicitasa nagyobb volt.)

22. Abra. a. Erett A525-35 amiloid fibrillumok polimorfizmusa egyazon mintdn
beliil: helikalis (fehér nyilak) illetve csikozott, lemezszerii fibrillumok (piros nyilak).
b. Magassagprofil egy tetszélegesen kivalasztott egyenes mentén (piros szaggatott vonal
az a. dbran). c. Oldatban ésszeallt, csavart fibrillumok. A betét abran a fehér nyil az
egyik protofibrillum szabad végét jelzi.Atomerd-mikroszkopos felvételek, oszcillacios

tizemmodban, pufferben.

Egy vastag amiloid rost tobb szalbol (protofilamentumbol) allhat, a fibrillumok
szamos morfologiat felvehetnek (Wei és mtsai 2010; Paravastu és mtsai 2008). Az
epitaxialisan orientalt fibrillumokkal ellentétben az oldatban 0Osszeallt fibrillumok

atomer6-mikroszkopos felvételeinken nagy foku polimorfizmust mutattak (22. a. abra).
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Az abran egyarant lathatdak lapszerti, egyenes lefutasu fibrillumok (piros nyil) valamint
helikalis, csavarodott fibrillumok (fehér nyil). A fibrillumok magassaga egyazon mintan

beliil igen eltéré (22. b. abra).
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23. Abra. A fibrillumok vastagsigdnak eloszlisa, topogrdfiai magassagmérés
alapjan. a. Epitaxialisan orientalt fibrillumok magassdgeloszlisa. A betét dabran
kinagyitva ldthatéo az epitaxidalisan ndtt fibrillumok magassaganak multimoddalis
eloszlaisa. (n = 513) b. Oldatban  ésszeallt, érett  amiloid  fibrillumok

magassdageloszldsa. (n = 325)

A fibrillumok masik jellemzdje a vastagsaguk. Atomerd-mikroszkopos felvételek
alapjan lemértiik az orientalt fibrillumok illetve az oldatban Osszeallt amiloid
fibrillumok topografiai magassagat, ezen érték a fibrillum vastagsagéaval egyenérték.

A fibrillum-magassag epitaxialisan novesztett fibrillumok esetében 0,8 - 4 nm
volt. Az oldatban 6sszeallt, érett fibrillumok magassaga nagyrészt 7 és 40 nm kozott

valtozott, de el6fordultak vékonyabb illetve vastagabb fibrillumok is.
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Rontgendiffrakcios kisérleti adatok alapjan, a ~0,8 - 1 nm vastag szerkezeti
egység egyetlen B-lemez vastagsaganak felel meg Bond és mtsai 2003). Tehat az
oldatban 6sszeallt fibrillumok sokkal vastagabban: tizszer vagy akar szazszor tobb B-
lemezbdl is allhatnak, mint az epitaxialisan novesztett fibrillumok (23. abra).

Az epitaxialisan nétt fibrillumok rovidebbek az oldatban 6sszeallt fibrillumoknal:
0,1 — 2 mikrométer hosszuak lehetnek a peptid-, Na™ és K* koncentracié fiiggvényében
(Karsai és mtsai 2007). A csillamon orientalt fibrillumok hosszisaga sztérikusan
korlatozott. A fibrillumok végei kozti hézagokat a monomerek rendre kitoltik, és a
novekedés addig nem all meg, mig a fibrillum vége ,,neki nem iitkdzik™ az akadalyként
elétte levd szomszédos fibrillumnak. Ezzel ellentétben az oldatban 6sszealld fibrillumok
szdmara nem létezik ilyen jellegli akadaly, a monomerek szabadon diffundadlnak az
oldaton beliil, és a monomerek koncentracidjatol fiiggden tobb tiz mikron hosszisagu,
magas szerkezeti hierarchiaju fibrillumok alakulnak ki.

A 24. abra atomer6-mikroszkopos felvételei szemléltetik az oldatban nétt AB25-
hierarchiaja (tobb vagy kevesebb protofilamentumbdl 4ll6) amiloid fibrillumok
lathatok, magassaguk 10 és 50 nm kozott valtozik. A protofilamentumok itt inkabb
egymassal parhuzamosan haladnak, nem képeznek helikalis szerkezetl fibrillumokat. A
piros nyilak a vastagabb fibrillumokon beliili elagazasokra mutatnak, ezeken a helyeken
szétcsavarodast figyelhetiink meg. A 24. b. abra kotegszeriien egymasba csavarodott
fibrillumokat mutat be. A koteg atmérdje helyenként eléri a 100 nm-t. A 24. c.
felvételen a szerkezeti hierarchia kiilonb6z6 fokozatain levd fibrillumok egyiittese
lathat6. A fibrillumok felszinén periodikus kiemelkedések vannak. 24. d. abra: plakk-
szerll filamentaris amiloid-aggregatum, a fibrillumok szorosan egymasba gabalyodnak,
tekerednek, perzisztencia-hosszuk kicsi. Az aggregatum szélérdl kilogo fibrillumok 10-
15 nm vastagok. 24. e. abra: szabalyos periodicitast mutato 20 pm hosszu, 60 nm
vastag fibrillum egy részlete. A fehér nyilak 8 nm vastag protofibrillumokat jelolnek.

A fibrillum-képz6dés szempontjabol a novekedési kinetikaban is jelentds
kiilonbséget mutat a két kiilonb6z6 uton kialakul6 fibrillum. Oldatban 6rak, napok alatt
allnak Ossze a fibrillumok, de a csillam felszinén a folyamat masodpercek-percek alatt
lezajlik. A fibrillum-képz6dés ilyen mértékii felgyorsulasaért a csillamfelszin katalizald

szerepe lehet felelds.
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24. Abra. A/325-35 amiloid fibrillumok morfolégiai variabilitisa, AFM-felvételek.

a. pdrhuzamos kotegek, szétcsavarodas, b. csavart kétegek, c. helikalis fibrillumok

sokasdaga, d. plakk-szerii aggregatum egyedi fibrillumokkal, e. periodikus kétegek
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V. 2. 2. AB25-35 FIBRILLUMOK NANOMECHANIKAJA

Az AP25-35 fibrillumok nanomechanikai viselkedését erdplatok megjelenése
jellemzi, a fibrillum felszinérél egy vagy tobb protofilamentumot hamozunk le az
atomerd-mikroszkop tlijének segitségével. Az epitaxidlisan ndvesztett illetve oldatban
Osszeallt fibrillumok jellegzetes erGvalaszait a 25. szama abran lathatjuk. Egylépcsds
platok és hierarchikusan egymadsra ¢épiild, lépcsdt kialakitd erd platok egyarant
megfigyelhetéek. Ez utobbiak esetében egyszerre tobb protofilamentum tapadt a tiih6z,
de a huzas sordn nem egyszerre szakadtak le, hanem egyenként, és a leszakadasuk

pillanataban az er6 hirtelen lecsokkent, 1épcsdzetes er6-megnyulds gorbét hozva 1étre.
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25. Abra. Epitaxialisan novesztett () valamint oldatban dsszedllt Af25-35
fibrillumok (b) jellegzetes erd-megnyuilds gorbéi.

Az erévalaszok alakja hasonld volt az epitaxidlisan ndvesztett és az oldatban
Osszeallt AB25-35 fibrillumok esetében: mindkét tipusu fibrillum hasonld platd-szerii
nanomechanikai valaszokat adott erdspektroszkopias mérések soran. Az adatok
Osszesitésébdl nyert hisztogramok is hasonlé multimodalis eloszlast mutatnak (26.
abra). A platberdmagassag-eloszlasokban diszkrét maximumok figyelhetéek meg: a
csticsok egész szamu tobbszordsei jelzik, hogy adott erdnél hany darab protofilamentum
tapadt a tlihoz. A legkisebb erénél levd maximum, azaz az elemi platéerd azzal az
erovel egyezik meg, amely egyetlen protofilamentum lefejtéséhez sziikséges. Az elemi

platé er6é 30 pN-hoz kdzeli értéket vett fel.
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26. Abra. A platé erd eloszldsa epitaxidlisan novesztett (n = 690) és oldatban

1.
90 120 150 180
Plato erd (pN)

osszedllt (n = 574) Ap25-35 fibrillumok esetén. A nyilak az elemi plato erdt jelzik.
A platd hossza a lefejtett protofilamentumok hosszaval egyezik meg. Minél

hosszabb a platd, annal hosszabb protofilamentumot fejtettiink le a fibrillum

felszinér6l a mechanikai szétcipzarozas

=171
2 80 a soran. A platohossz tehat a fibrillum
=]
E:‘ 6o felszinérdl lefejtett strukturak hosszaval
40 korrelal. Az epitaxidlisan novesztett,
20 orientalt amiloid fibrillumok véges hossza
0 - Osszefligg platohossz-eloszlasukkal (27. a.
0 200 400 600 BOO 1000
Platéhossz (nm) abra), ugyanis a hisztogramban szerepld
y O, ] kisérleti adatok ~200 nm  hosszl
£ 6 : 50
2 5 H‘M fibrillumokbl  felépilt  halozat
© 40 a4 ||||I|.... ks eréspektroszkopidjabol szarmaznak. Az
30 0 100 200 300 L - )
0 oldatban 0sszeallt fibrillumoknal ellenben
10 . — L .
o e ] mikronos hosszusagu platdkat is talaltunk
0 200 400 600 80O 1000 (27. b. abra). A hisztogramok

Platohossz (nm) . . . . ,
egységessége érdekében ezeket a hosszu

27. Abra. A platéhossz eloszlisa platokat a hisztogramon nem abrazoltuk.
epitaxialisan névesztett (@) illetve Az 585 kiértékelt er6gorbébdl 24 darab
oldatban dsszedllt (b) AS25-35 er6gorbe platohossza haladta meg az 500

fibrillumok esetén. nm-t (4%).

=45 -



V. 2. 3. Ap25-35 FIBRILLUMOK FTIR SPEKTROSZKOPIAJA

A fibrillum masodlagos szerkezetének jellemzésére az infravords spektroszkopiat
valasztottuk. A Fourier transzformdcios infravords spektroszkopiat gyakran
alkalmazzak béta lemezes masodlagos fehérjeszerkezet kimutatasara €s vizsgalatara.

A fehérjék masodlagos szerkezetére az amid I savnak megfelels, 1600 cm™ és
1700 cm™ kozotti hullamszam-tartomény a legérzékenyebb. Az amid [ rezgés

energiajanak nagy része (83%) a C=0 nyujtasi modusbol szarmazik.

1617

Abszorbancia

1700 1680 1660 1640 1620 1600

Hullamszam (cm-1)

28. Abra. Oldatban ésszedllt AB25-35 fibrillumok kiilonbozé idékozonkeént felvett
FTIR spektruma.

Az oldatban 6sszeallt AB25-35 fibrillumok masodlagos szerkezetét az amid I sav
FTIR spektrumanak megfigyelésével kovettik 1dofliggd moddon: a peptidek
feloldasanak pillanatatol (t ~ 0 perc) tobb napos korukig (t ~ 1 hét). A 28. abran
lathato, hogy rogton a peptidek felolddsa utdn a spektrum egy erds savval rendelkezett

1626 cm™ koriil, ez az érték antiparallel p-lemezes szerkezetre utal (Chirgadze és mtsai
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1973; Krimm ¢és Bandekar 1986; Arrondo és mtsai 1993; Middaugh és mtsai 1995). 2
oras inkubacio elteltével a masodlagos szerkezetben valtozas 1épett fel, az antiparallel -
lemezes szerkezetre utaldo abszorpcios csucs ,kettévalt”: 1étrejott két kiilonalld cstucs
1627 cm™-nél illetve 1617 cm™-nél. Hosszabb inkubécios id6knél is megfigyelhets a
két csucs, de az abszorpciés maximum 4-6 cm™-rel a nagyobb hullamszamok irdnyaba
tolodott el: a csucsok 1633 cm™-nél valamint 1621 cm™-nél jelentek meg. A 1621 cm™-
nek megfeleld frekvencia kinyQjtott lanct p-szerkezetre ¢és megerdsodott
intermolekularis kodlcsonhatasokra utal (Chirgadze és mtsai 1973; Krimm és Bandekar
1986; Arrondo és mtsai 1993; Middaugh és mtsai 1995).

A hosszabb inkubécios id6knél tapasztalt 4-6 cm™-es hullamszam-kiilonbség az
izotop-eltolodassal magyarazhatd meg: kis inkubacios id6knél a fibrillumok szerkezete
még elég laza ahhoz, hogy az oldoszerként hasznalt D,O deutérium atomjai helyet
cseré¢lhessenek a fibrillumon beliili H-atomokkal. A deutérium a hidrogén nehezebb
izotopja, ennek kovetkeztében a rezgési frekvencidja is kisebb lesz, tehat a deutériumot
tartalmaz6 fibrillumok abszorpciés maximuma a rdvidebb hullamszdmok irdnyéba
tolodik el. Hosszabb inkubacios idoknél (1 nap utan) leallitott fibrillum-novekedésnél a
hidrogén atomok deutériumra valo kicserélddése a fibrillumok kompaktabb szerkezete
miatt alig vagy egyaltalan nem jatszdodik le. Az elméletiink helyességét tamasztja ala az
a kontroll kisérlet, mely sordn az AP25-35 peptideket nehézvizben oldottuk fel, tehat a
fibrillum-képz6dés nehézvizben jatszodott le. A nehézvizben Osszeallt egyhetes
fibrillumok FTIR spektruma két jellegzetes csticsot mutatott: 1628 cm™-nél illetve 1617
cm™-nél. (28. abra felsé piros szinli gorbéje: ,,D20-ban 7 nap”). Ezek az értékek
egybeesnek a konnytivizben dsszeallt, két 6rds fibrillumok csucsainak maximumaval.

Az 1621 cm™-nél felléps abszorpcios maximum mellett egy kisebb intenzitast
cstics is megfigyelheté 1633 cm™-nél. A két csucs egyiittes jelenléte egyazon mintaban
az  atomerd-mikroszkopos  felvételeken — megfigyelt  amiloid  fibrillumok
polimorfizmusahoz kapcsolhaté (22. a. abra). Mindkét abszorpcios csucs beta-redds
szerkezetre utal, de a rovidebb hulldamszamhoz kompaktabb szerkezet tarsul.

Csillamfelszinen epitaxialisan novesztett amiloid fibrillumok masodlagos
szerkezetét is megvizsgaltuk FTIR spektroszkopidval. Az epitaxialisan ndvesztett €s az
oldatban Osszeallt érett (14 napos) amiloid fibrillumok IR spektrumanak

Osszehasonlitdsa soran kidertilt, hogy mindkét tipusu fibrillum IR spektrumét egy nagy
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intenzitast, p-szerkezetre utalé csucs dominalta, a csticsok maximuma 1630 cm™ illetve
1621cm™ volt epitaxialisan névesztett illetve oldatban dsszeallt fibrillumok esetében
(29. abra). Egy gyengébb intenzitasa 1675 em™ korili sav is jelen volt mindkét
fibrillumtipus spektrumaban, irodalmi adatok szerint ennek a csucsnak a jelenléte anti-
parallel B-szerkezetre utal. (Moore és Krimm 1975).

Bar mindkét tipust fibrillum B-lemezes masodlagos szerkezettel rendelkezik,
mégis kiilonboznek egymastol. A spektralis csucsok eltolodasa fontos informéciot
kozvetithet arr6l a molekularis szerkezetrdl, amelyhez a spektrumvonal rendelhetd. Az
amid 1 savban 1630 cm™ feldl 1621 cm™ felé torténd eltolodas arra utal, hogy az

oldatban 0sszeall6 amiloid sokkal kompaktabb szerkezettel rendelkezik.

Abszorbancia (relativ egység)

1663

'

- A ————————— W S_— N S,

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Hulldmszdm (cm*)

29 Abra. Epitaxidlisan novesztett (---) illetve oldatban ésszedllt (—) AB25-35
fibrillumok FTIR spektruma. A spektrdlis maximumok (1630 cm™ illetve 1621 cm™)

béta-lemezes szerkezetre jellemzoek. A spektrumok dekonvolvaltak.

Ahhoz, hogy ezt az eltolédast meg tudjuk érteni, bepillantast kell nyerniink a

kétfajta fibrillum képzddését befolydsolo kiillonbozo koriilményekbe. A csilldm hasitasat
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kovetden, hexagondlis felszini elrendezddést mutaté K™ kotd helyek jelennek meg. Az
APB25-35 peptidek hexagonalis orientacidt vesznek fel a csillamfelszinen, mintegy
felismerve a K* kation kotéhely-mintazatot a felszinen (Akutagawa és mtsai 2002,
Brigatti és mtsai 2003). A csillamfelszin ,,kétarciisdga” abban mutatkozik meg, hogy
nemcsak katalizalja, felgyorsitja a fibrillum képzddés kinetikajat, hanem egyszersmind
sztérikus gatként viselkedik a fibrillum Osszeallasa soran: mihelyt kikotédnek a
felszinhez, a fibrillumot alkotd peptidek mar nem tudnak szabadon mozogni. Az
eredmények teljesebb magyarazata érdekében fontosnak tartom twjra megemliteni a
kovetkezOket: a peptidek a 28-as lizin aminosav pozitivan toltott oldallancanak
koszonhetden a negativ toltésii csillam felszinére lehorgonyozodnak, és a peptidek
kozotti tavolsagot a K koté helyek kozotti tavolsdg fogja meghatarozni. Két
szomszédos K* kotéhely tavolsaga egy jol meghatarozott, allando érték (0,52 nm)
(Brigatti és mtsai 2003). Tehat a szomszédos peptidek ezen sztérikus megszoritds miatt
nem tudnak egymashoz tetszélegesen kozel keriilni. Az oldatban &sszealld fibrillumok
épitdelemei azonban joval nagyobb mozgastérnek orvendenek, és képesek megtalalni
azt a tavolsagot, amely a fibrillumok szdmara optimalis. Minél kozelebb keriilnek az
amiloid peptidek egymashoz, annal erésebb hidrogénhid kotések fogjak Osszetartani a
fibrillumot; az erésebb hidrogénhid kotések eredményeképpen az infravords spektrum
csucsa a rovidebb hulldmszamok iranyaba tolddik el. Az oldatban 6sszealld amiloid
fibrillumok 1d6fiiggd FTIR mérései is hasonlo jellegii valtozast mutatnak: az inkubacios
1d6 eldrehaladtaval a kisebb hulldimszdmhoz tartozé csucs ndvekszik, a peptidek egyre
kompaktabb, szorosabb szerkezetbe rendezddnek.

Az infravords spektrumokbodl tehat arra kovetkeztettiink, hogy az epitaxialisan
novesztett és oldatban Osszeallt fibrillumok szerkezete alapvetden béta-lemezes,
azonban az oldatban Gsszeallt fibrillumok belsé szerkezete kompaktabb, mint a

csillamfelszinen kialakult fibrillumoké.
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V. 3. AZ LPFFD BETA-LEMEZ ROMBOLO PEPTID HATASA ORIENTALT
AB25-35 HALOZATRA

Korabban mar kimutattak, hogy az tgynevezett béta-lemez rombold ( BSB)
peptidek gétoljak az amiloid képzddést. Bar a BSB peptideknek a jovében igéretes
terapids szerepiik lehet, hatdismechanizmusuk nem egészen tisztazott.

A BSB peptidek koziil az LPFFD peptidet valasztottuk, Kisérleteinkben a
tulajdonsagaira kifejtett hatasat vizsgaltuk atomer6-mikroszkoppal. A fibrillumok
mechanikai stabilitasat erdspektroszkopiaval hataroztuk meg. Feltételezhetd, hogy az
LPFFD peptid fellazitja az amiloid protofilamentumok kozotti kdlcsonhatasokat, amit
az alabb ismertetett eredmények tdmasztanak ala.

Az V. 1. fejezetben bemutatott, csillamfelszinen létrejott AB25-35 orientalt
halozatot hasznaltuk kisérleti modell-rendszerként (15. a. abra). Az LPFFD peptid
jelenlétében ndvesztett halozat paraméterei informacidkat szolgaltatnak a BSB peptid
asszociacio-gatlo hatdsardl, a peptid utdlagos hozzdadasa mar 1étrejott haldézathoz az
LPFFD fibrillum-disszociaciot kivalto képességét hivatott vizsgalni. Kontroll
kisérletekben a csillamon orientalt AB25-35 halézathoz nem adtunk LPFFD-t.

Ahhoz, hogy a kisérletekben vizsgalt hatasokat
egyértelmiien a BSB peptidnek tulajdonithassuk, ki
kellett zarni azt a lehetdséget, hogy az LPFFD peptid
Oonmagaban is képez fibrillumokat a csillamfelszinen.
Ennek ellendrzésére 1 mM LPDDF oldatot inkubaltunk
45  percig  frissen  hasitott  csillamfelszinen,

szobahOmérsékleten. Ezt kovetden a felszint pufferrel

lemostuk, hogy eltavolitsuk a nem ko6tddott peptideket.

A minta atomerd-mikroszkopos felvételén (30. abra)

30. Abra. Kontroll kisérlet
(I mM-os LPFFD) oldat

aggregatumoktol és  fibrillumoktdl mentes, {ires
csillamfelszint lattunk, tehat igazoltuk, hogy az LPFFD
. ) ) atomerd-mikroszkdpos képe.
onmagaban nem  alkot aggregatumokat vagy

fibrillumokat a csillam felszinén.
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V. 3. 1. AZ LPFFD PEPTIDEK HATASA A FIBRILLUMOK ORIENTACIOJARA,
SZERKEZETERE, A FIBRILLUMKEPZODES DINAMIKAJARA

V. 3.1. 1. FELULETI ORIENTACIO

Az LPFFD peptiddel kezelt mintak esetében is orientalt halozatot kaptunk (33. ¢
és d. abrak). Megmértiik az orientélt fibrillumok szdgeloszlasat és dsszehasonlitottuk a
kontroll héalézat szdgeloszlasaval. A 31. abra mutatja az eredményeket. A kontroll
minta orientacios szogei keskeny eloszlast mutatnak 0, 60 és 120° kornyékén (31. a.
abra), tehat diszkrét 60°-nyi kiilonbség van az egyedi fibrillumok kozott. A 600 pM

LPFFD jelenlétében képzddott halozat orientacios szogeinek eloszlasa a kontrolléhoz
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csillamfelszinen.
1
o 20 a. E 2 Ix.
@ o
‘-'g'-' 18 E
=] . o 10
m 14 o,
[35‘ Qa
14 .
12
10 -
8
4
6
4 2
2
0 i 0
) a0 B0 90 120 150 180 0 30 B0 o0 120 150 180
Szogeloszlas () Szogeloszlas(”)

31. Abra. A fibrillumok iranydnak szégeloszldsa egy referencia vonalhoz képest

a. Kontroll b. LPFFD jelenlétében.
V.3.1. 2. AFIBRILLUMOK MAGASSAGA:

Megmértiik az LPFFD peptid jelenlétében illetve hidnyaban képzddott fibrillumok

magassagat, a 32. abra mutatjadk az LPFFD-kezelt mintak magassag-eloszlasat. Az
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atlagos fibrillum magassag 2,41 nm (£0,09 nm SEM, n=513) volt a kontroll esetében
(16. abra alapjan) és 2,64 nm (+0,14 nm SEM, n = 60) az LPFFD-kezelt hal6zatnal. A
fibrillumok 4atlagos magassagaban tehat nem volt jelentds kiilonbség.

12 -

s
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Gyakorisag

(3]

0 0.8 1.6 24 3.2 4
Fibrillum magassag (nm)

32. Abra. Az Af325-35 fibrillumok magassdgeloszidsa. LPFFD jelenlétében.
(n=60)

V. 3. 1. 3. AFIBRILLUMOK NOVEKEDESI KINETIKAJA

Az LPFFD peptidnek AB25-35 fibrillumok novekedési kinetikdjara kifejtett
hatasat idofiiggd (time lapse in situ AFM) kisérletek segitségével vizsgaltuk. Egyedi
fibrillumok hossznovekedését kovettiik az 1d6 fliggvényében. 300uM LPFFD—t és 8uM
AB25-35 peptidet tartalmazé oldatbol 100 ul mintat vittiink fel frissen hasitott csilldm
felszinére, majd folyamatosan rogzitettiik ugyanannak a teriiletnek az atomerd-
mikroszkopos képét. Egy kép felvétele 100 masodpercig tartott. Allandd pasztazasi
sebességgel egymas utan 10-15 képet vettiink fel, majd lemértiik a fibrillum hosszat az
adott idopontokban (33. abra). A hosszakat id6 fliggvényében abrazolva, a kapott
gorbékre illesztett egyenesekbdl megkaptuk a fibrillumok datlagos novekedési
sebességét. A fibrillaris halozat kialakulasa hasonld volt a kontroll és LPFFD-kezelt

mintak esetében.
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Kontroll 4 min Kontroll 20 min Kontroll 40 min

300 pM LPFFD 4 min 300 pM LPFFD 20 min 300 pM LPFFD 40 min

33. Abra. Az in situ atomeré-mikroszkopos kisérlet iddfiiggd felvételei a kontroll
minta (a., b. és c.) illetve az LPFFD-vel kezelt minta (d., e. és f.) esetében. (8 uM AB25-
35 és 300uM LPFFD). Az dsszes kép pufferben felvett magassagkontraszt felvétel.

Mindkét esetben sikeriilt végigkovetni egyedi fibrillumok ndvekedését. A
fibrillumok hossza mindaddig ndtt, mig el nem értek egy masik, Utjukban fekvd
fibrillumot. A sebességet az egyedi fibrillumoknal egyenként mértiik. A 34. abra
egyetlen fibrillum pillanatnyi hosszat abrazolja az id6 fiiggvényében. Habar ndvekedési
1épcsdk és sziinetek kiilonboztethetok meg a ndvekedési Utvonal sordn (nyilak), az
atlagos novekedési sebesség az adatokra illesztett linearis fiiggvény segitségével
meghatarozhato. Az atlagos fibrillum novekedési sebesség 0,1 nm/s illetve 0,08 nm/s
volt a kontroll illetve LPFFD-kezelt mintak esetében. A BSB peptid tehat a fibrillumok

novekedésére nem volt szignifikans hatassal.
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34. dbra. Egyetlen Af325-35 fibrillum hossznovekedése az idofiiggvényében,

ugrasokat mutat. A nyilak a novekedési lépcsoket jelolik.
V.3. 2. AZ LPFFD HATASA AB25-35 FIBRILLUMOK SZETESESERE

Az LPFFD peptid fibrillum-szétszedé hatasat (Sigurdsson és mtsai 2000) egy
elézodleg létrehozott, ,érett” AB25-35 haldzaton vizsgaltuk.

El6észor egy stirti, orientalt fibrillumokbol felépiilé amiloid halézatot hoztunk létre
(35. c. abra), majd a felszint 6vatosan lemostuk PBS pufferrel, hogy a ki nem kotédott
peptideket, fibrillumokat eltavolitsuk. Végiil a halozatot 1.58 mM LPFFD oldattal
inkubaltuk szobahémérsékleten 80 percig (35. d. abra). A kontroll kisérlet esetében is
létrehoztunk egy orientalt amiloid halézatot (35. a. abra), majd LPFFD hozzaadasa
nélkiil 6vatosan lemostuk a felszint PBS pufferrel, és elkészitettiik a lemosott felszin
atomerd-mikroszkopos felvételét (35. b. abra).

Az atomerd-mikroszkopos felvételek alapjan kiszamoltuk a relativ felszini
befedettséget. Igaz ugyan, hogy az LPFFD hozzaadasaval 10 %-os csOkkenést
tapasztaltunk a felszini befedettségben, de ugyanekkora csokkenést idézett el a szimpla
felszinlemosas is PBS pufferrel. A felszini befedettség valtozasa tehat nem az LPFFD

fellazito hatasanak tulajdonithatd, hanem a mosas okozta mechanikai hatasnak.
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Kontroll - 57,5% Kontroll, mosds utan — 47,76 %

csak
mosas

Kontroll — 53,1% +LPFFD 80 min, mosds utin — 43,3 %

35. Abra. LPFFD hatisa egy elére létrehozott orientdlt AB25-35 hdlézat
stabilitasara. Mosds hatdsa: csillamfelszinen orientalt AB25-35 hdlozat atomero-
mikroszkopos felvétele mosas eldtt (a) illetve mosas utdn (b).

1.58 mM LPFFD oldattal kezelt kontroll Af325-35 halozat (C) atomero-
mikroszkopos felvétele 80 perc inkubdcio utin (d). K = kontroll minta. A képeken

szdzalékban feltiintetett szamok a mintak feliileti befedettségének értékei.
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V.3. 3. AZ LPFFD HATASA AB25-35 FIBRILLUMOK NANOMECHANIKAI
TULAJDONSAGARA

Az LPFFD peptid AB25-35 fibrillumok mechanikai stabilitdsara gyakorolt hatasat
a fibrillumok ezen peptid jelenlétében torténd mechanikai manipuldcidja soran
vizsgéltuk. Az ARB25-35 fibrillumok nanomechanikai viselkedésére az erdplatok
megjelenése jellemzé (36. abra). 196 uM LPFFD jelenlétében felvett er6gorbék
globalis megjelenése (alakja) hasonld volt a kontroll minta er6gorbéihez, de csokkent az

ero-1épcsok szama és megnoétt a platdhossz.

a. b.
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36. Abra. Epitaxidlisan nétt AB2535-fibrillumok molekuldris eréspektroszképidja,
Jjellegzetes erdplatok. a. a kontroll minta tipikus erdvalasza. b. 196 uM LPFFD

jelenlétében felvett erogorbe.

A 37. abra bal oldali oszlopa a platohosszak eloszlasat mutatja. LPFFD
jelenlétében a platohossz-eloszlas kiszélesedett, a hisztogrammban két cstcs jelent meg
(bimodalitas).

A 37. abra jobb oldali oszlopan a platdmagassag eloszlasa lathatd. A kontroll
esetében egyértelmiien multimodalis az eloszlas, de az LPFFD jelenlétében felvett
erdgorbéknél a platoerd eloszlasa viszonylag keskeny; egyetlen, ~60 pN-nal talalhato

maximummal.
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37. Abra. A platéhosszak illetve platémagassag eloszlisa a kontroll mintandl

illetve LPFFD jelenlétében.

A nanomechanikai mérések eredményei alapjan tehat feltételezhetd, hogy az
LPFFD peptid modulélo hatassal van az A25-35 fibrillumok tulajdonsdgaira nézve. Az
erdplatok protofilamentumok lefejtése, ,,szétcipzarozasa” soran jelennek meg. A platok
magassdga megadja a szétcipzarozashoz sziikséges erdt, igy a platderd szoros
kapcsolatban all a fibrillumok mechanikai stabilitasaval. Minél kisebb er6énél
kovetkezik be a protofilamentumok lefejtése, annal kisebb a fibrillum mechanikai
stabilitdsa. A kontroll mintaban az erdplatok eloszlasa ~ 30 - 60 - 90 - 120 pN-o0s
multimodalis eloszlast mutatott, az értékek ~ 70%-a ~ 90 pN koré esik. A BSB
peptiddel kezelt mintdban egy markdns csucs van ~ 60 pN kornyékén, ez az érték
jelentdsen alacsonyabb, mint a kontroll minta 90 pN koriili maximuma. Az atlagos platéd
erd lecsokkent az LPFFD jelenlétében, ez feltehetéen arra utal, hogy a béta-lemez-

rombolé peptid a protofilamentumok  kozotti  kolcsonhatdsokat — gyengiti.
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V. 4. N27C MUTANS AB25-35 PEPTID EPITAXIALISAN ORIENTALT
HALOZATANAK JELLEMZESE

A csillamfelszinen 1étrej6vo orientalt AB25-35 amiloid haldézat mar dnmagéaban
felveti a gyakorlati, nanobiotechnologiai alkalmazhatésag lehetdségét. De annak
érdekében, hogy a halozatot - a rendezett és szabdlyozhatd szervezddésen tul -,
specifikusan, a felhasznalas igényeinek megfeleléen ruhazhassuk fel tulajdonsagokkal,
létrehoztuk az AB25-35 egy modositott valtozatat oly mdédon, hogy a 27. pozicioban
elhelyezkedd aszparagin aminosavat egy ciszteinre cseréltiik. Az igy 1étrehozott AB25-
35 N27C peptidek szabad SH csoportja reakcioképessége révén a peptidekbdl képzddod
fibrillumokat kémiailag jelolhetévé teszi. A megfeleld keresztkotok alkalmazasaval
ugyanis elvileg barmilyen fehérje hozzakapcsolhat6 a haldzat szabad -SH csoportjaihoz,
melyek a csillamfelszinen nanométeres stlirliség mellett alakithatok ki. Az igy
1étrehozott nano-skaldju modszer lehetségeinek tesztelése intenziv kutatds targyat
képezi jelenleg is munkacsoportunkban.

A csillamfelszinen epitaxialis novesztéssel 1étrejott AB25-35 N27C fibrillumok a
vad tipusi AB25-35 fibrillumokhoz nagyon hasonléan viselkedtek, ezt az alabbi
kisérletek bizonyitjak.

V. 4. 1. A FIBRILLUMOK ORIENTACIOJA CSILLAMFELSZINEN

Az AB25-35 N27C peptid varhato szerkezetét szemlélteti az 38. a. abra: a Lys28
aminosav pozitivan tdltétt oldalldnca a csillamfelszin K*-kté helye felé mutat, ezaltal
rogzitve a peptidet a felszinhez. Ennek megfeleléen a Cys27 aminosav oldallanca
feltehetden a felszintdl elfele iranyul.

A vad tipusu peptidbol képzddo fibrillumokhoz hasonloan, az AB25-35_N27C
peptidbdl 1étrejott fibrillumok is magas foku orientacidt mutattak csillamfelszinen. (38.
e. abra), a referenciavonalhoz képest a fibrillumok kozotti szog egyenként 60° volt. Ez
az eloszlas a fibrillumok harom f6 orientacios iranya kozotti szognek, 120°-nak felelt
meg. A fibrillumok szabalyos elrendezddését az atomerd-mikroszkopos felvételek 2D

Fourier Transzformacioja is visszatiikrozte. (38. b. és c., betétabrak).
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38. Abra. a. Az AB25-35 N27C peptid feltételezett szerkezete. b., C., d.: AB25-
35 N26C fibrillumok Na* fiiggd trigondlis orienticidja csillamfelszinen kiilonbozé
NaCl koncentracio jelenlétben. (Pufferben, oszcillacios tizemmodban — késziilt
magassdagkontraszt felvételek.) Betétabrak: atomero-mikroszkopos kép 2D Fourier
Transzformdcidja. €. 140 mM Na+ jelenlétében megfigyelt hdlozat szogeloszldsa. f. a

fibrilumok magassageloszidasa a c. abran lathato piros egyenes mentén

Tehat a 27-es pozicidban levd arginin ciszteinre cserélése nem okozott zavart a
fibrillumok szabalyos elrendez6désében. Ha az orientacid jelentésen megvaltozna, a
mutans fibrillumok nem lennének tobbé alkalmasak nanotechnoldgiai felhasznéalasra. A
38. f. abra atomer6-mikroszkopos felvétele a fibrilumok magassageloszlasat mutatja be

a c. abran lathato piros egyenes mentén. A fibrillumok atlagos magassédga 0,8 —1 nm
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volt, ez az érték nagy valdszinliséggel egyetlen, AB25-35 N27C peptidekbdl 1étrejott B3-

lemez vastagsaganak felel meg (Bond és mtsai 2003, Karsai és mtsai 2007).

V. 4. 2. KATIONOK HATASA A MUTANS FIBRILLUMOK EPITAXIALIS
NOVEKEDESERE

Az AB25-35_N27C peptidek csillamhoz kotédése kation-koncentracio fliggének
bizonyult. Kisérleteinkben kétféle ionnak: a NaCl illetve a KCl jelenlétének hatasat

vizsgaltuk. Allandd peptid-koncentracié mellett valtoztattuk az oldat kation-

20 mM KCI
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39. Abra. A525-35_N26C fibrillumok K*- fiiggd kotédése, AFM- felvételek (a-d.)
illetve a felszin relativ befedettsége a K -koncentrdcié fiiggvényében (e.)
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NaCl hatasanak vizsgalata soran kidertilt, hogy 140 mM feletti NaCl koncentraciod
csokkentette a kotodést (38. c. abra), 200 mM NaCl jelenlétében pedig csak néhany
rovid fibrillumot és oligomereket figyeltiink meg a csillamfelszinen (38. d. abra). A
KCl jelenléte mar alacsonyabb koncentracional is képes volt befolyasolni a fibrillum-
képzddést: 3 mM KCI bizonyos foku gatlo hatast fejtett ki, és 20 mM KCI jelenléte
teljesen meggatolta a peptidek csillimhoz kotddését (39. abra). Ezen eredményekkel
ellentétben, a vad tipusu peptidbdl 1étrejott fibrillumok kevésbé voltak érzékenyek a
NaCl-koncentraciora, és akar 640 mM NaCl jelenlétében is képesek voltak haldzatot
kialakitani a csillamfelszinen (Karsai és mtsai 2007). Az N27C mutici6 nem

crer

gyengitette.

V. 4.3. AHALOZAT KIALAKULASANAK IDOTOL VALO FUGGESE

Idofiiggd atomerd-mikroszkdpos felvételek segitségével nyomon kovethettiik a
mutans amiloid peptidbdl képzodd haldzat kialakulasat. Ezen felvételek kimutattak,
hogy el6bb magok jelennek meg a csillamfelszinen, majd ezekbdl a magokbdl indul
meg a fibrillumok névekedése a harom f6 orientacios iranyba (40. abra).

Amint egy novekedésben levo fibrillum nekititkozik egy mar kialakult fibrillum
oldaldba, novekedése leall. A ndvekvd fibrillumok utjdba keriilé szomszédos
fibrillumok utelzaro akadalyként viselkednek.

Nem figyeltink meg egymason keresztiil ndvekedd fibrillumokat és az
akadalyokat kikertilo, eltériilo fibrillumokat sem. Ez utobbi valdszinlisége nagyon
alacsony, mert az epitaxialis novekedés a csillam hexagonalis mintazatanak
kovetkezménye.

Az AB25-35 N27C peptidekbdl felépiild haldzat gyakran eldnyben részesiti az
egyik orientacids iranyt. Amint a 40. abran megfigyelhetd, a fibrillumok zome az
atomerd-mikroszkopos felvétel fiiggdleges tengelyhez kozeli iranyadba mutat. A jelenség
okara még nem sziiletett kielégitd magyardzat, a kedvezObb orientdcids irany

kivalasztasanak oka molekularis szinten keresendo.
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40. Abra. AB25-35 N27C orientdlt fibrillumok névekedésérdl késziilt iddfiiggd
atomero-mikroszkopos felvételek 140 mM NaCl jelenlétében.

V. 4. 4. A FIBRILLUMOK NANOMECHANIKAI VIZSGALATA

Az AB25-35 N27C peptid feltételezett szerkezete (38. abra), a fibrillumok
kiterjedése (38. f. abra) valamint a csillamhoz val6 koétédésért felelds kolesonhatasok
természete miatt azt feltételezziik, hogy a Cys27 aminosav szulthidril csoportja a puffer
oldat irdnyaba mutat. Hogy a feltevés helyességét bebizonyitsuk, a fibrillumok felszinét
egy arannyal bevont rugo6lapkaval vizsgaltuk oxidalo koriilmények kozott. A szulthidril
csoport kovalens kotést képez a tli arany bevonataval (Crumbliss és mtsai 1992; Parker
¢és mtsai 1996).

A pésztdzds soran nyert atomerd-mikroszkopos felvétel alapjan, eldre

meghatdrozott helyeken, a rugélapka tlijének hegyét a fibrillumokhoz nyomtuk, majd
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500 nm/s sebességgel visszahtztuk. Ezutan a felszint 0jbol végigpasztaztuk, hogy a
mechanikai manipulacid hatasat megvizsgalhassuk.

A fent leirt modszert ,,in Situ” nanomechanikai manipulacionak is nevezik. Az
eredmények a 41. abran lathatok. Az AB25-35 N27C fibrillumok lokalis
nanomechanikai manipulacidja soran rovid fibrillum-részeket tavolitottunk el azokon a

pontokon, ahol a tiit a fibrillumhoz nyomtuk.

41, Abra. Csillamhoz kotott A325-35 N27C fibrillumok ,in situ” nanomechanikai
manipuldldsa. Atomerd-mikroszkopos felvétel a nanomechanikai manipulacio eldtt (a.)
illetve utan (b.). A fekete nyilhegyek a manipulacio célpontjait mutatjak, a sziirke
nyilhegyek a nanomechanikai manipuldcio helyén keletkezo hézagokat jelolik, itt a

fibrillumok mar nem folytonosak.

Ez a felfedezés az AB1-40, AB1-42 illetve AB25-35 fibrillumok nanomechanikai
manipulacié utan a fibrillumok épek maradtak (Kellermayer és mtsai 2005, Karsai €s
mtsai 2006, Karsai és mtsai 2007). Az AB25-35 N27C fibrillumok esetében a
fibrillumot Osszetartd erdk energiaja feltehetden kisebb volt a peptid-tli kozotti kotés
kozti kovalens kotés kialakulésa.

Korabban bizonyitast nyert, hogy mind a cisztein, mind a methionin aminosavak

kén atomjai képesek kolliodalis arannyal kolcsonhatasba 1épni (Podstawka és mtsai
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megfigyelt jelenség 1étrejottéhez. A Cys27 tiol csoportja viszont sokkal erdsebb kotést
tud létesiteni az Au atomokkal, mint a methionin —S-CHj3 csoportja (Podstawka és mtsai
2005). Tovabba, a Met35 a vad tipust peptidben is jelen van, viszont ezen fibrillum
esetében nem figyeltiink meg fibrillum-deszorpciot a nanomechanikai manipuldcid
kovetkeztében. Tehat sokkal valdsziniibbnek tlinik, hogy a fibrillum-részek
eltavolitasaért az Au-Cys27 kolcsonhatas a felelds. Az megfigyeléseink alapjan a Cys27
csoport valdban felszintdl az oldat iranyaba mutat, igy hozzaférhetové valik nemcsak a
rugolapka tiije szdmara, hanem barmilyen olyan kémiai csoport szamara, amellyel a
fibrillumot jel6lni szeretnénk. Amint azt a 41. abra bemutatja, a fibrillum végei illetve a
fibrillum ko6zépsd része hasonld affinitdssal 1ép kdlcsonhatdsba a rugoélapka arannyal

bevont tiijével.
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VI. KOVETKEZTETESEK

I. Az AB25-35 peptid a teljes hosszisagi AB peptid biologiailag aktiv, toxikus
fragmentuma. Kimutattuk, hogy az AB25-35 peptidek csillaimfelszinen szabalyosan
orientalt halézatot képeznek a csillam geometriai adottsagait kovetve (15. a. abra). A
fibrillumok noévekedése epitaxidlisan, a csilllimfelszin altal vezérelt és az orientalt
halozat az oldatban 6sszedll6 fibrillumokhoz képest jelentdsen rovidebb id6 alatt alakul
ki. Mivel az elballitott orientalt AP25-35 halozat percek alatt létrehozhatd és
morfologiaja nanométeres skalan reprodukélhatd, ez a halézat magas rendezettségli
stabil modell-rendszernek tekinthetd és lehetové teszi kiillonb6zé mechanikai €s kémiai

faktorok amiloid fibrillumokra gyakorolt hatasanak vizsgalatat.

Il. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az epitaxialisan novesztett fibrillumok
felfoghatok-e jo amiloid fibrillum modellként? Mivel az AB25-35 peptid oldatban, kozel
egyensulyi koriilmények kozott érett amiloid fibrillumokat hoz 1étre, elvégeztiik a két
kiilonb6z6 fibrillogenetikus tton létrejott amiloid fibrillum szerkezet-
osszehasonlité vizsgalatat atomerd-mikroszkopia, erdspektroszkopia ¢és FTIR

spektroszkopia segitségével.

II. 1. Az amiloidokra jellemzd alapvetd fibrillaris morfologia mindkét esetben
megfigyelhetd volt. A fibrillumokat orientaciojuk, vastagsaguk, hosszuk, felszini

topografiajuk, periodicitasuk illetve alaki variabilitasuk alapjan lehet jellemezni.

II. 1. 1. Mivel az orientalt halozat kialakulasa epitaxidlis (felszin-vezérelt)
novekedés eredménye, az oldatban nétt, érett fibrillumok nem orientalédtak
csillamfelszinen. A csillamfelszinen létrejott fibrillumok trigondlis orientaciot
mutatnak, a fibrillumok egyenesek, iranytartoak.

Il. 1. 2. Az epitaxialisan novesztett fibrillumok atlagos vastagsaga 1-4 nm volt,
az oldatban 0Osszeallt fibrillumok 3-30 nm vastagak voltak. Rontgendiffrakcios
mérések alapjan egyetlen B-lemez vastagsaganak 0,8 - 1 nm felel meg (Bond ¢€s

mtsai 2003). Tehat, mig egy epitaxialisan ndtt amiloid fibrillumot maximum 6t B-
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lemez épit fel, az oldatban Osszeallt fibrillumok tizszer annyi B-lemezbdl is
allhatnak, szerkezeti hierarchidjuk joval magasabb fok.

Il. 1. 3. Az oldatban 0Osszeallt fibrillumok hossza elérte olykor a tobb tiz
mikrométert is, az epitaxialisan novesztett fibrillumok hosszat (0,1 - 2 um)
ellenben sztérikusan korlatoztak a szomszédos fibrillumok.

Il. 1. 4. Az epitaxialisan ndvesztett fibrillumok morfoldgiailag homogének
voltak, az oldatban Osszeallt fibrillumok esetében polimorfizmust tapasztaltunk
(22. abra). Az epitaxialisan novekedett fibrillumokkal ellentétben, az oldatban
Osszeallt fibrillumok szerkezete gyakran 30-200 nm-es tengelymenti periodicitast
mutatott (21. abra).

Il. 2. A fibrillum-képz6dés szempontjabél a ndvekedési kinetikaban jelentOs
kiilonbséget mutat a két kiilonbozo uton kialakuld fibrillum. Oldatban 6rak, napok
alatt allnak Gssze a fibrillumok, de a csillam felszinén a folyamat masodpercek-
percek alatt lezajlik. A fibrillum-képz6dés ilyen mértékii felgyorsulasaért a
csillamfelszin katalizalo szerepe felelés. Az amiloidok epitaxialis ndvekedése
valamint az extracellularis matrix, mint templat altal vezérelt, asszisztalt fibrillum

novekedés kozotti hasonldsag szembetliing.

I1. 3. Az amiloid fibrillumok nanomechanikajara jellemz6 az er6platok megjelenése,
erdvalaszok alakja (erOplatok) hasonlo volt az epitaxialisan novesztett €s az oldatban
Osszeallt AB25-35 fibrillumok esetében. A platderd-eloszlasban diszkrét maximumok
figyelhetdek meg: a csiicsok egész szamu tobbszordsei jelzik, hogy adott erénél hany
darab protofilamentum tapadt a tiihoz. A (két protofilamentum szétcipzarozasadhoz

szlikséges) elemi plato eré mindkét esetben ~30 pN volt (26. abra).

Il. 4. A fehérje masodlagos szerkezetének jellemzésére a Fourier transzformdacios
infravorés spektroszkopiat valasztottunk. Az 1600 cm™ és 1700 cm™ kozotti
hullamszédm-tartoméany (amid I sav) a legérzékenyebb a fehérjék masodlagos
szerkezetére. A fibrillumok IR spektrumanak Gsszehasonlitdsa soran kideriilt, hogy

mindkét fibrillum-tipus spektrumat egy nagy intenzitasu, béta-lemezre utald csucs
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L illetve 1621cm™ wvolt

dominalta (29. abra). A csiucsok maximuma 1630 cm’
epitaxialisan ndvesztett illetve oldatban Osszeallt fibrillumok esetében. A spektralis
cstcsoknak az amid I savban 1630 cm™ felél 1621 cm™ felé torténd eltolodasa egy
sokkal kompaktabb szerkezet kialakuldsara utal az oldatban Osszeallt fibrillumok
esetében. Az eltolodds a fibrillumok képzddését befolydsold csillamfelszin
jelenlétével magyardzhatd. A csillamfelszin nemcsak katalizalja, felgyorsitja a
fibrillum képzddés kinetikajat, hanem egyszer s mind sztérikus gatként viselkedik:
meggatolja a fibrillumot alkoto kikotddott peptideket a szabad mozgasban. A 28-as
lizin aminosav pozitivan toltott oldallancéval lehorgonyozodott peptidek kozotti
tavolsagot a K* koté helyek kozotti allando tavolsag (0,52 nm) szabalyozza. Tehat a
szomszédos peptidek ezen térbeli megszoritds miatt nem tudnak egymashoz
tetszOlegesen kozel keriilni. Az oldatban 6sszeallo fibrillumok épitéelemei azonban
joval szabadabban mozoghatnak, és meg tudjak taldlni azt a tavolsadgot, amely a
fibrillumok szdmara optimalis. Az oldatban 6sszeallt fibrillumok peptidjeit révidebb,
azaz er6sebb hidrogénhid kotések fogjak Osszetartani, és az erdsebb hidrogénhid
kotések rezgéseihez rovidebb hulldmszamok tartoznak az infravords spektrumban.
Az oldatban 0sszealld amiloid fibrillumok id6fiiggd FTIR mérései is rovidebb
hulldmszamok irdanyaban torténd eltoloddst mutatnak: az inkubécidés 1d6

elérehaladtaval a peptidek egyre kompaktabb, szorosabb szerkezetbe rendezddnek.

Il. 5. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a csillamfelszinen kialakulo, orientalt
halézat j6 amiloid fibrillum modellnek bizonyult. Az oldatban ndétt fibrillumokkal
szemben a halozat gyorsan, egyszerlien kialakithatd, kevésbé iddigényes ¢€s jol
reprodukélhatd. A fibrillumokra jellemzé paraméterek (orientacidjuk, vastagsaguk,
hosszuk, felszini topografidjuk, periodicitasuk, alaki variabilitasuk, stabilitasuk) és
azok valtozédsai kiilsd faktorok hatdsara precizen meghatarozhatok atomerd-

mikroszkdp segitségével.

I1l. A béta-lemez rombolé hatasi LPFFD peptidnek (Soto és mtsai 1998) az
AB25-35 modellrendszer névekedési Kkinetikajara, morfologiai és mechanikai
tulajdonsagaira Kifejtett hatasat vizsgaltuk atomerd-mikroszkoppal. Bar ezeket a

BSB peptideket az amiloid peptid bizonyos aminosav szekvenciai szerint célzottan

-67 -



tervezik (Tjernberg és mtsai 1996; Soto és mtsai 1998; Estrada és Soto 2007), varhatéan
generalizalt béta-lemez rombold hatassal is rendelkeznek, kiilondsen amiatt, mert az
amiloid fibrillumokat elsédlegesen a peptidgerinc kolcsonhatasok tartjak 6ssze (Tycko
2004). Ilyen megfontolasbol az LPFFD altalanos amiloid-szerkezet rombol6 hatasanak
vizsgalata a kisérleti modellben jol indokolt. Az LPFFD peptidet a teljes hosszlisagu
AB1-40 peptid hidrofob kozponti régidja alapjan tervezték (17-21 aminosavak) (Soto és
mtsai 1998). Bar a target aminosav szekvencia nem talalhaté meg az AB25-35 modell
peptidben, a BSB peptidek altalanos hatasat figyelembe véve az LPFFD befolyasolhatna

crer

dinamikajat.

I1l. 1. Szamos kisérlet eredményeképpen azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az
AB25-35 fibrillaris halozat globalis morfologidja, a felépiilés dinamikéja, a halozat
stabilitdisa nem valtozott szamottevben még magas koncentracioju LPFFD
hozzaadasa esetén sem. Az orientdcid szogét sem befolyasolta a BSB peptid
hozzéadasa, tehat a csilldm és AB25-35 peptidek kozotti kolesonhatéssal (mely az
epitaxialis orientacio els6dleges alapja) az LPFFD nem interferalt (31. abra). A
fibrillumok atlagos magassaga sem valtozott LPFFD kezelés hatasara (32. abra). A
fibrillumok Osszeallasa ugyanolyan kinetikaval zajlott le fiiggetleniil att6l, hogy a
kisérlet soran hozzaadtunk a rendszerhez LPFFD-t vagy sem (34. abra). Ez a
megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy az LPFFD nem zavarja meg a peptidek

------

magas koncentracioban hozzaadott LPFFD-nek nem volt jelent6s hatasa (35. abra).

I1l. 2. Az egyediili LPFFD hatds a nanomechanikai kisérletek eredményeibdl
kovetkezik. LPFFD jelenlétében hosszabb platokat figyeltiink meg kevesebb
er6lépcsdvel. Az amiloid fibrillumok nanomechanikai valaszaként fellépd platok
mtsai 2005; Kellermayer és mtsai 2005; Karsai és mtsai 2006). A platok magassaga a
profotilamentumok szétcipzarozasahoz sziikséges erével egyenértékii. Tehat, a
platoerdk a fibrillumok mechanikai stabilitasat tiikkrozik. Az a megfigyelés, hogy az

atlagos platoeré6 LPFFD hatasara lecsokkent (37. abra), arra utal, hogy a BSB peptid
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fellazithatta a protofilamentumok kozotti kolesonhatast. Az erdplatok hossza a két
egymast kovetd protofilamentum-leszakadas kozti tavolsagot jeloli. Minél hosszabb
a plato, annal hosszabb protofilamentumot sikeriil lefejteni a fibrillum felszinérdl a
nanomechanikai manipulacié soran. Csak talalgathatunk az LPFFD jelenlétében
regisztralt hosszabb platok kapcsan. Feltehetéen, az inter-protofilamentéris
kolesonhatas erdsségének csokkenése a protofilamentum axidlis stabilitasanak

novekedésével jart egyiitt.

I1l. 3. Eredményeink alapjan az altalunk hasznalt amiloid-rendszerre az LPFFD

peptidnek nem sikeriilt kifejtenie jelentés szerkezet-rombolé hatast.

I1l. 4. Az orientalt AB25-35 fibrillaris halozat ennek ellenére a jovében is megéllja a
helyét kisérleti modell-rendszerként gyorsasdga, stabilitdsa és reprodukalhatdsaga
miatt. Erdemesnek tartom a fibrillogenézissel specifikusabban interferalé anyagok
tesztelését, melyek markansabb fizikai és kémiai valtozasokat hozhatnak létre a
halozaton. A kisérleti modell-rendszeriinkbdl pasztazd atomerd-mikroszkopiaval
nagyszamu, a fibrillumokat jellemz6 paramétert nyerhetiink ki, és egyediil ez a tény

is alatamasztja a modell-rendszer alkalmazhatosagat.

IV. Annak érdekében, hogy az orientdlt ARB25-35 halozatot tovabbi
alkalmazasokra fel lehessen hasznalni, 1étrehoztunk egy mutans AB25-35 peptidet,
kicserélve a 27-es pozicidban levo arginin aminosavat ciszteinre. A vad tipusa AB25-35
peptidhez hasonldan, az N27C mutans is stabil, szabalyos elrendez6désii haldzatot hoz
létre a csillamfelszinen. A CyS27 szulfhidril csoportjanak kiilonlegessége, hogy —
megfeleld keresztkotéket hasznalva — kiilonféle biomolekulakkal illetve nano-arannyal

valo jelolést tesz lehetove.

IV. 1. A peptidek kotddése, a fibrillumok novekedése, igy a hélozat létrejotte is a
kation-koncentraciotol fiigg. Az a tény, hogy az amiloid fibrillumok ndvekedése
kation-fiigg6, felhasznalhato a halézatok létrehozasanak finomhangolasara. fgy a
K" illetve Na" koncentracié valtoztatisaval tetszélegesen siirti halézatok hozhatok

létre, valamint az elagazddasi pontok szama is szabalyozhato (38. ill. 39. abra). A
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peptid-koncentracié hangolasaval a halozatokat alkotdo fibrillumok hossza

szabalyozhato.

IV. 2. Nanomechanikai manipulacié soran bebizonyitottuk, hogy a fibrillumok
hossztengelye mentén a 27-es cisztein szulthidril csoportja a felszinre merdlegesen,

attol elfele helyezkedik el, igy kémiailag elérhet6 €s reakcioképes.

IV. 3. A mutans halézat tulajdonsdgai teljesitették a nano-modszerekben valo

felhasznalhatosag feltételeit.

a. b.
Amiloidhoz kotott miozin motor-
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Schetbei er al. PNAS 2003

42. Abra. Tervek és elképzelések: AfB25-35 fibrillumok nanotechnolégiai
alkalmazasa. a. Elektromos dréthalozat épitése. b. Orientalt, funkcionalizalt felszin
motorfehérjéknek.

A kozeljovoben az AB25-35 fibrillumok nanotechnoldgiai alkalmazat tervezziik
megvalositani (42. abra). A cisztein oldallanc specifikus jelolése révén az AB25-
35 N27C szabalyos elrendezddése biomolekularis nanoszerkezetek épitésére (pl.
iranyitott nanoskaldj transzport technikai megoldasainak kidolgozasa céljabol a
fibrillumokhoz kapcsolt motorfehérjék nanomechanikai rendszerének létrehozésara);
fibrillumokhoz kotott enzimek révén nanoszenzorok 1étesitésére; vagy - a
fibrillumokhoz nanogold részecskéket kotve -, nanoeletronikai halozatok létrehozaséara

hasznalhato fel.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A Dbéta amiloid peptidek Onszervezddd fibrillaris struktarakat képeznek Alzheimer
koérban. Az AB25-35 peptid a teljes hosszusagu AB peptid biologiailag aktiv, toxikus toredéke.
Epitaxidlis mechanizmussal AB25-35 peptidekbdl egy stabil, orientalt haldzatot hoztunk Iétre
csillamfelszinen. Ugyanezen peptid egyensulyi koriilmények kozott, oldatban is kialakit
amiloid fibrillumokat. Feltérképeztiik a tovabbiakban kisérleti modellrendszerként hasznalt
orientalt halozat alaki és nanomechanikai tulajdonsagait.

Elsoként hasonlitottuk Ossze a két kiilonbozo fibrillogenetikus uton 1étrejott amiloid
fibrillum szerkezetét atomerd-mikroszkopia, erdspektroszkopia €és FTIR spektroszkopia
segitségével. Az amiloidokra karakterisztikus fibrillaris morfoloégia mindkét esetben jellemzo
volt ugyan, de az oldatban 6sszedllt fibrillumok magasabb foku szerkezeti hierarchiat mutattak,
morfoldgiai polimorfizmussal rendelkeztek és gyakran helikalisak voltak. Ezzel ellentétben az
epitaxialis fibrillumok lineéris, lapszerti szerkezetet hoztak 1étre. Mig az epitaxialis novekedés
csillamfelszinen percek alatt lezajlott, a fibrillumok oldatban 6rdk-napok alatt alltak Gssze. A
fibrillum-képzdédés ilyen mértékii felgyorsulasaért a csillamfelszin katalizalo szerepe felelés. A
fibrillumok nanomechanikajat mindkét esetben a karakterisztikus erdplatok jellemezték, az
elemi platderd ~30 pN volt. Mindkét fibrillum béta-lemezes masodlagos szerkezetet mutatott.
Az oldatban Osszeallt fibrillumok kompaktabb szerkezettel rendelkeztek, mint a
csillamfelszinen kialakult fibrillumok. Eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, a
csillamfelszinen kialakul6 orientalt halozat j6 amiloid fibrillum modellként foghato fel.

Ezen egyszeri, reprodukalhato, gyors modell-rendszer, lehetévé teszi kiilonbozo
faktorok amiloid fibrillumokra gyakorolt hatasanak vizsgalatat. A szakirodalomban elséként
vizsgaltuk az LPFFD béta-lemez rombold peptid hatasat AB25-35 modellrendszerre. Az
erdspektroszkopiai méréseink eredménye alapjan feltételezhetd, hogy az LPFFD peptid
fellazitja az amiloid protofilamentumok kozotti oldaliranya kolcsonhatasokat. Az altalunk
hasznalt amiloid-rendszerre az LPFFD peptidnek nem sikeriilt kifejtenie jelentés béta-lemez-
rombol0 hatast.

Létrehoztunk egy mutans AB25-35 peptidet, melynek ciszteines szulfhidril csoportja
kiilonféle biomolekuldkkal illetve nano-arannyal vald jelolést tesz lehetové. Atomerd-
mikroszkopot hasznalva megvizsgaltuk az AB25-35 N27C orientalt halézat biomolekularis
nanoszerkezetek létrehozasara val6 alkalmassagat. Uj eredményiink, hogy a mutans halozat a
kation- illetve peptid-koncentracid valtoztatasaval finomhangolhatd. Bebizonyitottuk, hogy a
mutans peptid cisztein csoportja a felszintdl az oldat iranyaba mutat, igy hozzaférhetévé valik
kémiai csoportok, jelold molekuldk szamara. Bebizonyitottuk, hogy a mutans AB25-35 halozat

paraméterei, tulajdonsagai teljesitették a nano-modszerben torténd felhasznalas feltételeit.
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ViIl. SUMMARY

The AB peptides form self-assembled fibrillar structures in Alzheimer’s disease. The
AB25-35 peptide used in our experiments is the biologically active, toxic fragment of the full-
length A peptide. We constructed a highly ordered, stable network from A25-35 peptides
showing trigonal orientation on mica. The same peptide can assemble itself into amyloid
fibrils in solution as well. We mapped the morphological and nanomechanical features of the
oriented network used later as an experimental model system.

We were the first to compare the properties (morphology, nanomechanics and secondary
structure) of epitaxially-grown and solution-grown amyloid fibrils by means of AFM, force
spectroscopy and FTIR spectroscopy. Both types of fibrils displayed underlying fibrillar
morphology. Nevertheless, in contrast to the homogeneity structure of epitaxially-grown
fibrils, solution-grown fibrils showed higher structural hierarchy, polymorphism and
topographical periodicity. Epitaxially grown fibrils formed linear, sheet-like structures. The
fibrils differed in their growth kinetics: while fibril assembly in solution occurred on a time
scale of hours to days, on mica surface fibrils appeared within a few minutes. The mica
surface might act as a catalyzer accelerating the process of fibrillogenesis. Because of the
accelerated fibrillogenesis, the effect of physical and chemical parameters on amyloid
fibrillogenesis can be easily explored. Both types of fibrils displayed identical
nanomechanical responses in form of force plateaus; the elementary force plateau was ~30
pN. Both types of fibrils displayed an underlying B-sheet structure. The FTIR spectra also
showed that fibrils assembled in solution have a more compact structure. We demonstrated
that the epitaxially grown oriented network be considered as a good amyloid-fibril model.

The stable, ordered network of A325-35 fibrils on mica is a simple, reproducible system on
the nanoscale. Studying on this model the effect of different factors interfering with
fibrillogenesis, the changes of structural, nanomechanical properties of the Ab25-35 fibril
network can be easily monitored by AFM. The effect of the BSB peptide LPFFD was
investigated in an amyloid model system of oriented AB25-35 fibrils on mica. From force
spectroscopy measurements we concluded that the LPFFD peptide may weaken the
interaction between protofilaments. Our results indicate that the LPFFD peptide does not
have a generalized beta-sheet-breaking effect in the amyloid assembly system utilized in the
present experiment.

By using mutant A25-35 peptides containing amino acid residues with specific chemical
reactivity the labeling of the oriented network with various biomolecules or conducting metals
can be accomplished. For future applications the fine-tuning of the network’s properties (e.g.,

-72-



average fibril length, number of branching points) was needed. We succeded in fine-tuning
the properties of the mutant network by varying the cation-concentration. We demonstrated
that the sulfhydryl group of Cys27 within the oriented fibril network is indeed exposed to the
solution and is chemically accessible and reactive. We therefore demonstrated that the
properties of the mutant AB25-35 network may provide important tools for future
nanotechnological applications.
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